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En France, environ 1200 nouveaux cas de cancers sont détectés par jour. Il s’agit de la 
première cause de mortalité en France avec près de 150 000 décès par an. Les cancers se 

caractérisent par la multiplication et la propagation anarchique de cellules anormales. Au cours 

de leur transformation en cellules cancéreuses, celles-ci adoptent des caractéristiques 

particulières appelées « hallmarks of cancer » 1.  Ces « hallmarks » mettent en évidence que, si les 

modifications génétiques des cellules cancéreuses sont nécessaires à l’initiation du cancer, la présence d’un environnement de support est essentielle à leur maintien. Ce microenvironnement 

tumoral (TME) est central dans la modification de l’homéostasie tissulaire, permettant la prolifération de cellules cancéreuses, mais aussi dans l’invasion, la migration et la formation de 
métastases. De plus, il joue un rôle décisif dans l’échappement immunitaire des cellules 
cancéreuses et les protègent contre les effets de nombreux traitements. 

Les principales options thérapeutiques ciblent les « hallmarks » du cancer pour induire 

directement la mort des cellules cancéreuses ou pour les priver des avantages apportés par leur 

microenvironnement de support. L’immunothérapie oncolytique se situe à l’interface entre ces 
deux approches. Elle utilise des virus pour induire la mort des cellules cancéreuses tout en 

bouleversant le microenvironnement tumoral afin de rediriger le système immunitaire du patient 

contre la tumeur.  

Les travaux de cette thèse participent à la caractérisation de l’action oncolytique du virus 
atténué de la rougeole dans le microenvironnement tumoral du mésothéliome pleural malin. Dans 

cette introduction je présente dans un premier temps la complexité du TME en mettant en avant son rôle dans la progression tumorale. J’introduis ensuite les caractéristiques propres au 
mésothéliome pleural malin, un cancer rare et agressif de la plèvre pour lequel nous développons cette thérapie. J’explique ensuite comment les virus oncolytiques sont capables d’induire une 
réponse immunitaire antitumorale et de moduler le TME. Enfin je résume l’état des connaissances 
sur les mécanismes sous-tendant l’activité oncolytique et immunostimulatrice du MV.  
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LE MICROENVIRONNEMENT TUMORAL 

COMPOSITION ET HETEROGENEITE DU MICROENVIRONNEMENT TUMORAL 

Le microenvironnement tumoral (TME) est un système complexe et structuré faisant 

intervenir de nombreuses cellules non cancéreuses dans une matrice altérée et vascularisée 

(Figure 1). La composition et les fonctions du TME dépendent de nombreux facteurs et sont très hétérogènes d’un patient à l’autre, y compris dans des types de cancers identiques 2–4. Celles-ci 

dépendent de l’organe atteint, de l’origine des cellules présentes dans la tumeur, de leur 
distribution spatiale et du moment de leur recrutement au site tumoral. Différentes tumeurs 

présentent donc des proportions variables de cellules immunitaires, de cellules stromales ainsi 

que de protéines de la matrice extracellulaire (MEC). Ces composants sont capables, la plupart du temps, d’exercer des actions à la fois antitumorales et protumorales. Les fonctions des cellules du 

TME sont alors déterminées par les signaux paracrines, mais aussi les contacts cellulaires 

auxquels elles sont sujettes. Cette partie de ma thèse décrit les différents composants impliqués, avec un intérêt particulier pour l’infiltrat immunitaire, ainsi que leurs fonctions. 

 

Figure 1| Composition du microenvironnement tumoral. La matrice extracellulaire et les nombreux types 

cellulaires recrutés ou modifiés par la diffusion du sécrétome des cellules tumorales soutiennent la progression 

de la tumeur. IL, interleukine ; M1/2-like, macrophages associés aux tumeurs de type M1/2 ; M-CSF, macrophage 

colony-stimulating factor ; TGF-β, transforming growth factor β ; TNF-α, tumor necrosis factor α ; Treg, 

lymphocyte T régulateur ; VEGF, vascular endothelial growth factor. 
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LES CELLULES STROMALES ET LA MATRICE 

Le TME est une structure organisée et extrêmement modulable en fonction des besoins des cellules cancéreuses. Lors de l’initiation de la tumeur, les cellules anormales sont capables de 

profiter des fonctions des cellules déjà présentes dans le stroma, mais aussi de les reprogrammer.  

Les fibroblastes sont le type cellulaire majoritaire de nombreux tissus. Ils sont dotés d’une 
très grande plasticité. Sous l’influence des signaux émis par les cellules cancéreuses, ils se 

différencient en cancer associated fibroblasts (CAF). La diversité des sous-types induits leur permet d’avoir de nombreuses fonctions aux effets parfois opposés 5. Ils sont responsables de la 

synthèse et du remodelage de la MEC et impactent par conséquent de nombreux mécanismes tels que l’angiogenèse ou l’invasion tumorale. En modifiant les propriétés mécaniques de la MEC, ils 

altèrent le comportement des cellules cancéreuses, mais aussi des cellules immunitaires et peuvent contribuer à l’échappement immunitaire des cellules tumorales. Par exemple, ils peuvent 

exercer un rôle de barrière infranchissable autour des cellules tumorales pour limiter l’infiltration 
de lymphocytes T 6. Ils communiquent également avec les autres cellules du TME de manière 

paracrine ou dépendante de contact cellulaire. Ils sont notamment un des principaux producteurs 

de tumor growth factor beta (TGF-β), une cytokine réprimant fortement l’activité cytotoxique des 
cellules immunitaires et favorisant la prolifération tumorale. D’autres cellules résidentes jouent un véritable rôle de support pour la croissance 

tumorale comme les adipocytes, les cellules nerveuses, les péricytes, les cellules endothéliales et 

lymphatiques. Leurs fonctions protumorales et antitumorales ne seront pas abordées dans cette 

thèse, mais sont très bien décrites dans la revue de Visser et Joyce 7.  

Ces cellules sont organisées au sein de la MEC composée de protéines fibreuses telles que 

du collagène, des glycoprotéines ou des protéoglycanes 7. Il s’agit d’une structure dynamique 

remodelée par les protéases produites par les différents types cellulaires du TME. La MEC favorise 

la communication intercellulaire en servant de réservoir de molécules de signalisation séquestrées et libérées par l’action des protéases. Elle sert également de support pour l’adhésion 
cellulaire et la migration 8 et permet d’isoler la tumeur vis-à-vis du système immunitaire 9. 

LES CELLULES DE L’INFILTRAT IMMUNITAIRE Lors de la transformation d’une cellule saine en cellule cancéreuse, les mutations génèrent 

de nouveaux antigènes, appelés néo-antigènes, qui peuvent être reconnus par le système 

immunitaire adaptatif. De plus, les signaux de dangers émis par le TME permettent le recrutement de cellules de l’immunité innée. Dès l’initiation de la tumeur, le TME peut donc être infiltré par 

une importante composante immunitaire qui a pour vocation d’éradiquer les cellules anormales.   
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Les cellules de l’immunité innée 

La réplication anarchique des cellules cancéreuses induit une dégradation tissulaire et la 

libération de motifs moléculaires associés aux dégâts (DAMP) 10. De plus, leurs altérations activent 

des voies de signalisation antivirales telles que la réponse interféron de type I (IFN-I) ou les dirigent vers une mort inflammatoire produisant de l’interleukine (IL)-1β et de l’IL-6 11. Cela induit un TME inflammatoire qui recrute et polarise de nombreuses cellules de l’immunité innée 

comme les monocytes sanguins 7. Dans les tissus, ceux-ci peuvent se différencier en macrophages 

et en cellules dendritiques (DC) (Figure 2). Ces deux types cellulaires sont aussi recrutés 

directement au site tumoral par chimiotactisme. Les signaux inflammatoires attirent également 

de nombreux neutrophiles. En fonction de leur état de maturation, ces derniers ont des fonctions 

protumorales ou antitumorales. Ils forment, avec les monocytes immatures, une catégorie de 

cellules myéloïdes appelées myeloid-derived suppressor cells (MDSC) aux propriétés 

particulièrement immunosuppressives 12. Leur persistance dans la tumeur est corrélée avec une 

mauvaise survie des patients. D’autres cellules de l’immunité innée composent le TME comme les 
mastocytes ou les éosinophiles 7. Dans l’ensemble, toutes ces cellules participent au remodelage 
de la MEC, à la régulation des autres populations immunitaires et produisent des cytokines 

protumorales ou antitumorales. Lors de ma thèse, je me suis particulièrement intéressée aux 

monocytes ainsi qu’aux macrophages et aux cellules dendritiques qui en sont dérivés.  
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Figure 2| Différenciation des cellules dérivées de monocytes . Les monocytes forment une 

population hétérogène dérivée d’un même progéniteur. Leur différenciation en macrophages ou en 

DC est dirigée par les facteurs de transcription MAFB ou IRF4 respectivement . La culture de 

monocytes in vitro avec du M-CSF, du GM-CSF ou du GM-CSF avec de l’IL-4 les différencie 

respectivement en macrophages de type M2, en macrophages de type M1 ou en DC immatures. Dans 

le TME, la plupart des monocytes ont un phénotype classique. Ils sont recrutés par la présence de 

CCL2. La concentration élevée en M-CSF dans les tumeurs leur fait majoritairement adopter un 

phénotype de type M2. CMH, complexe majeur d’histocompatibilité (HLA)  ; IDO, indoléamine2,3-

dioxygenase ; IFN, interféron ; IL, interleukine ; iNOS, inductible nitric oxyde synthase  ; NO, nitric 

oxyde ; PDL, programmed death-ligand ; PGE2, prostaglandine E2; PRR, pathogen recognition 

receptor ; ROS, espèces réactives de l’oxygène  ; TNF- α, tumor necrosis factor α ; TGF-β, tumor 

growth factor β. 

Les monocytes 

Les monocytes sont produits dans la moelle osseuse puis pénètrent la circulation sanguine 

où ils représentent 2 à 10% des leucocytes. Bien qu’ils présentent un continuum phénotypique, 
ils sont souvent répartis en trois grands sous-types : "classique" (cluster de différenciation 

(CD)14+CD16-), "intermédiaire" (CD14+CD16+) ou "non-classique" (CD14-CD16+) 13,14. Les sous-

types "intermédiaire" et "non-classique" sont retrouvés dans les tissus adjacents de nombreux 

cancers, mais la plupart des monocytes infiltrant les tumeurs possèdent un phénotype "classique". 

Ils sont aussi appelés inflammatoires, car, par rapport aux monocytes sanguins, ils sécrètent davantage d’IL-1β, de C-C motif chemokine ligand 4 (CCL4), de C-X-C motif chemokine ligand 2 

(CXCL2), de C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4) et d’autres cytokines inflammatoires 15. De 

même, ils expriment davantage de facteurs de croissance cellulaires, de facteurs de signalisation 

nucléaire et de marqueurs spécifiques des tissus. Tous les monocytes humains expriment en plus le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)-II HLA-DR et l’intégrine αM (CD11b) 14. 

Les monocytes sont des cellules particulièrement versatiles qui s’adaptent aux signaux des 
tissus dans lesquels ils sont recrutés 14. Ils servent ainsi à l’homéostasie tissulaire en se 
différenciant en macrophages, en cellules dendritiques ou en ostéoclastes ainsi qu’à la clairance 
des pathogènes 14,16,17.  Les monocytes sont attirés dans les tumeurs par l’hypoxie et les molécules chimio-

attractrices du TME, notamment CCL2 14,18,19. Sous l’influence des signaux reçus, ils peuvent 

exprimer les facteurs de transcription MAF BZIP transcription factor B (MAFB) et interferon 

regulatory factor 4 (IRF4) qui conduisent respectivement leur différenciation en macrophages ou 

en cellules dendritiques 16,20. Les monocytes sont capables d’induire la mort des cellules tumorales 

grâce à leur production de facteurs solubles ou grâce au mécanisme de cytotoxicité à médiation 
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cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) et de les phagocyter 14. En raison des nombreux 

signaux du TME, il est cependant très difficile d’attribuer ces fonctions aux monocytes eux-mêmes 

ou aux cellules qui en sont dérivées. Toutefois, un modèle de coculture de cellules tumorales avec 

des monocytes issus de donneurs sains a mis en évidence la toxicité des monocytes in vitro  21. Cet 

article montre notamment que le transcriptome des monocytes est inchangé après 24h de coculture et soutient l’hypothèse d’une cytotoxicité des monocytes indépendante de leur 

différenciation. Au sein du TME, les monocytes sont également impliqués dans le remodelage de 

la MEC, l’interaction avec d’autres cellules immunitaires, l’angiogenèse et l’invasion des cellules 
cancéreuses 14. 

Les macrophages  

Fonctions des macrophages 

En situation physiologique, les macrophages ont un rôle de sentinelle et sont responsables 

de la clairance des cellules apoptotiques issues notamment du renouvellement tissulaire 22. Dans 

un contexte inflammatoire, ils prolifèrent et produisent un grand nombre de molécules chimiotactiques pour recruter d’autres cellules immunitaires (monocytes, neutrophiles, cellules 
lymphoïdes) et diriger leur activation, leur différenciation et leur polarisation. Ils ont également 

un rôle de support pour réparer les tissus abimés en permettant la régénération des cellules 

épithéliales et le maintien de cellules souches. Leurs fonctions qui peuvent être inflammatoires ou 

pro-résolutives les distinguent respectivement en macrophages de type M1 ou de type M2 23.  

Recrutement et classification des macrophages associés aux tumeurs 

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) représentent le type cellulaire de l’immunité innée le plus abondant dans le TME. Ils peuvent provenir de macrophages déjà 
résidents dans le tissu, mais sont en majorité issus de la différenciation de monocytes sanguins 

20,24. Ceux-ci sont recrutés et activés sur le site de la tumeur par la présence de macrophage colony-

stimulating factor (M-CSF), de CCL2, de vascular endothelial growth factor (VEGF), de tumor 

necrosis factor (TNF)-α, et de la sémaphorine 3A 25. Leur présence dans la tumeur est en général 

associé à un mauvais pronostic et une piètre réponse thérapeutique 24–26. La déplétion, l’inhibition 
ou la reprogrammation de ces cellules dans des modèles murins est capable de ralentir le développement de plusieurs cancers et d’améliorer l’effet de nombreuses thérapies 14,26–31. Il 

arrive cependant que dans certains cas, leur abondance corrèle avec une meilleure survie 32. Cette ambivalence pronostique s’explique du fait de leur très grande diversité 
phénotypique au sein du TME. Ce sont des cellules très plastiques ce qui rend particulièrement 

compliquée leur classification 13. Pendant longtemps, ils ont été définis, sur la base des fonctions 

retrouvées en conditions physiologiques, comme antitumoraux (TAM de type M1) ou 
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protumoraux (TAM de type M2) 23. Les TAM de type M1 se caractérisent par l’expression des 
récepteurs CD68, CD80, CD86, du CMH-II ainsi qu’une expression élevée d’iNOS, un précurseur de 

la nitric oxide synthase (NOS), de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-12, l’IL-23 et le TNF-α 25,33,34. La sécrétion d’IL-12 favorise notamment le développement de la réponse 

lymphocytaire Th1 et cytotoxique 35. A l’inverse, les TAM de type M2 ont un rôle 

immunosuppresseur et de réparation tissulaire bénéfique à la croissance tumorale. Ils sont caractérisés par l’expression des récepteurs CD68, CD163, CD206 (aussi appelé MRC1) et CD209 

25,33,34. Ils présentent une activité arginase élevée et sécrètent des cytokines anti-inflammatoires 

comme l’IL-10 et le TGF-β qui inhibent la réponse lymphocytaire T CD8.  

Pour faciliter le rapprochement avec la littérature, je me suis servie de cette classification 

au cours de ma thèse. Cependant, elle est imparfaite, car elle ne permet pas d’englober la totalité 

des populations composant les TAM 36. Idéalement, une classification actualisée des macrophages 

devrait prendre en comptes des populations aux phénotypes moins conventionnels comme les 

macrophages exprimant la lectine CD169 ou le T cell receptor (TCR). Ceux-ci ont majoritairement 

un rôle antitumoral et possèdent des fonctions les rapprochant des macrophages de type M1. De 

plus, les TAM peuvent à la fois exprimer des marqueurs de type M1 comme de type M2 15,37,38. En 

réalité, leurs phénotypes sont dictés par le contexte tumoral. On trouve ainsi plusieurs sous-types 

de macrophages, non seulement entre différentes tumeurs, mais également au sein d’une même 
tumeur, où ils peuvent avoir des fonctions différentes et parfois même opposées. Étant donné leur 

rôle majeur dans le TME, de très nombreuses études se sont attachées à caractériser ces TAM. L’utilisation de la transcriptomique en cellule unique a permis d’explorer cette hétérogénéité inter 
et intratumorale 15,37. En se basant sur les résultats de plusieurs études transcriptomiques, Ma et 

al. proposent une classification plus fine des TAM dans les tumeurs 13. Ils retrouvent entre les 

cancers sept sous-types qu’ils qualifient sur la base de leurs fonctions présumées de interferon-

primed TAM (IFN-TAM), immune regulatory TAM (Reg-TAM), inflammatory cytokine enriched TAM 

(Inflam-TAM), lipid-associated TAM (LA-TAM), pro-angiogenic TAM (Angio-TAM), resident tissue 

macrophages-like TAM (RTM-TAM) et proliferating TAM (Prolif-TAM). Cette classification est basée sur l’expression des gènes et des voies de signalisations enrichies, ainsi que sur les fonctions 

prédites des différents types de macrophages 13. Dans la plupart des tumeurs toutefois, les TAM 

adoptent des fonctions qui supportent la progression tumorale et qui se rapprochent donc de 

celles des macrophages de type M2 34.  

Fonctions des macrophages associés aux tumeurs 

Les fonctions cytotoxiques des macrophages sont retrouvées pour les TAM au début de l’initiation tumorale ou lors de stimulation avec des anticorps 34. Les TAM peuvent alors médier la mort des cellules, induire l’ADCC et phagocyter les cellules cancéreuses pour promouvoir la 



Introduction | Le microenvironnement tumoral 
 

23 
 

réponse immunitaire adaptative. Ils produisent en outre de nombreux médiateurs inflammatoires 

tels que l'IL-1β, le TNF-α, l'IL-6 et l'IL-12 qui contribuent à recruter des cellules immunitaires 12,24. 

 

Figure 3| Fonctions protumorales des TAM. Les TAM agissent aux différents stades de la tumeur par 

leurs sécrétions de facteurs solubles, leur activité métabolique ainsi que les récepteurs qu'ils 

expriment. Adapté de Mantovani et al., Nat. Rev. Drug Discov., 2022 34. DC, cellule dendritique ; EGF, 

endothelial growth factor  ; GPNMB, glycoprotein NmB ; HGF, hepatocyte growth factor ; IDO, 

indoléamine2,3-dioxygenase ; IL, interleukine ; NO, oxyde nitrique ; PGE2, prostaglandine E2 ; ROS, 

espèces réactives de l’oxygène  ; TGF-β, tumor growth factor β ; VEGF, vascular endothelial growth 

factor. D’un autre côté, les TAM sécrètent de nombreux facteurs solubles capables de soutenir la 

mutagenèse, la prolifération, la survie et les capacités invasives des cellules tumorales 34 (Figure 

3). Ce sont les plus gros producteurs d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et d’oxyde nitrique 
(NO) du TME induisant une instabilité génétique aux premiers stades de la tumeur 39,40. De plus, 

ils accompagnent la prolifération cellulaire et la migration en sécrétant de l’endothelial growth 

factor (EGF) 41. Ils soutiennent le potentiel souche des cellules cancéreuses en produisant de l’hepatocyte growth factor (HGF), de glycoprotein Nmb (GPNMB) et de l’IL6 34. Ils favorisent l’apparition de métastases par leur production d’IL-1 et de TGF-β qui sont également impliqués avec les métalloprotéases matricielles et les cathepsines qu’ils sécrètent dans le remodelage de la 
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MEC, rendant ainsi disponibles des facteurs solubles séquestrés dans la matrice 7,34. Ces facteurs solubles participent à l’angiogenèse anarchique et la perméabilité vasculaire dans la tumeur. L’angiogenèse est également appuyée par la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques, dont du 

VEGF, par les TAM. Ils participent également à la structure aberrante des vaisseaux par leur 

consommation très importante de glucose, ce qui limite sa disponibilité pour les cellules 

endothéliales 7,42. En contrepartie, les TAM libèrent du lactate qui stimule l’exclusion de lymphocytes T CD8 et permet l’accumulation de lymphocytes T CD4 régulateurs (Treg) 24.  De plus, 

ils peuvent dépléter des acides aminés essentiels tels que le tryptophane, la cystine et la cystéine 

ce qui inhibe l’activation des lymphocytes T 43,44. Les TAM induisent une immunosuppression forte dans le TME,  en sécrétant de l’IL-10, du TGF-β, des prostaglandines E2 (PGE2), de l’indoléamine2,3-dioxygenase (IDO) et de l’arginase qui promeuvent l’expansion de lymphocytes Treg, l’induction d’un phénotype immature et tolérogène pour les DC 34 ainsi que l’inhibition des 
fonctions des lymphocytes T CD8 et des cellules NK 45,46. Dans de nombreux cancers, ils 

surexpriment des points de contrôles immunitaires tels que Programmed cell Death-Ligand 1 

(PDL1), PDL2 et B7-H4 qui induisent l’épuisement et l’anergie des lymphocytes T infiltrés 34 Leur 

déplétion ou leur reprogrammation réduisent cette anergie et restaurent les réponses 

antitumorales 31.  

Ainsi, les TAM sont les cellules de l’immunité innée les plus abondamment trouvées dans 
les tumeurs. Ils proviennent soit de monocytes soit de macrophages résidents dans les tissus. Ils sont dotés d’une grande plasticité et l’on retrouve en général plusieurs phénotypes au sein du 

TME. Lorsqu’ils soutiennent la progression tumorale à travers leur action anti-inflammatoire, ils 

sont qualifiés de TAM de type M2. Ceux-ci promeuvent l’angiogenèse, l’immunosuppression, en 
servant de support à la création de métastases ou en permettant la résistance aux thérapies. Ils 

peuvent néanmoins avoir une action antitumorale, notamment lorsqu’ils sont différenciés vers un 
phénotype de type M1, en phagocytant les cellules cancéreuses et en présentant leurs antigènes 

ce qui leur permet d’activer la réponse immunitaire adaptative. Ils ont alors des fonctions proches 

de celles des cellules dendritiques. 

Les cellules dendritiques 

Classification des cellules dendritiques 

Contrairement aux macrophages, les DC sont des cellules présentes en faible quantité dans les tumeurs. Cependant, elles ont un rôle central dans l’initiation de la réponse immunitaire 
adaptative et la mise en place de mécanismes de tolérance. Elles proviennent de DC résidentes ou 

lymphoïdes ou bien sont différenciées à partir de monocytes recrutés par CCL2. On différencie 

notamment les DC plasmacytoïdes (pDC) des DC conventionnelles (cDC) 47.  



Introduction | Le microenvironnement tumoral 
 

25 
 

Les DC conventionnelles sont divisées en plusieurs sous-types. Parmi eux, le sous-type 

cDC1 est impliqué dans la réponse antitumorale et la lutte contre les pathogènes intracellulaires 

48. La présence de ce sous-type est plutôt associée à un bon pronostic pour le patient 49. Elles sont 

recrutées au site tumoral par la sécrétion de CCL5, XC-chemokine ligand 1 (XCL1) et FMS-related 

tyrosine kinase 3 ligand (FLT3L) des cellules NK. Les cDC1 produisent des IFN-I et III ainsi que de l’IL-12 en faible quantité. De plus, elles sont très efficaces pour la présentation croisée ou directe 

des antigènes aux lymphocytes T CD8 et CD4, éduquant alors ces derniers vers un phénotype 

helper de type 1 (Th1).  

Les DC plasmacytoïdes ont un rôle phare dans le contrôle des infections virales et la 

sécrétion d’IFN- I et III 50,51. En général, elles présentent faiblement les antigènes, mais peuvent être stimulées pour faire de la présentation croisée d’antigènes exogènes sur leur CMH-I et activer 

les lymphocytes T CD8 52. Elles peuvent être tolérogènes, mais ce rôle est faiblement décrit bien 

que leur présence corrèle avec un mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer 49.   D’autres sous-types de DC sont caractérisés et peuvent partager des fonctions ou des 

marqueurs avec les pDC ou cDC1. Parmi ces sous-types, les DC issues de monocytes sont générées lors d’une inflammation et sont fortement retrouvées dans les tumeurs 20. Elles sont reconnues comme dotées d’une grande plasticité et sont parfois qualifiées de monocytes "non-classiques" 49. 

En 1994, Federica Sallusto et Antonio Lanzavecchia ont montré que la culture in vitro de 

monocytes avec du granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) et de l’IL-4 permettait l’obtention de cellules dendritiques immatures 53. C’est ce modèle de culture que nous 
avons utilisé dans notre étude.  

Fonctions des cellules dendritiques 

Dans un premier temps, les DC sont qualifiées d’immatures, à ce stade elles sont dotées d’une grande capacité d’endocytose et ne sont capables de stimuler les lymphocytes T que très 

faiblement 48,50,54. Les signaux de dangers, tels que l’engagement de leurs pathogen recognition 

receptor (PRR), conduisent à leur maturation et l’expression de centaines de gènes induisant des 
changements morphologiques, phénotypiques et fonctionnels. Ceux-ci diminuent leurs capacités 

phagocytaires au profit de leurs capacités de costimulation.  Dès lors, les DC matures sont capables d’amorcer la réponse antitumorale des lymphocytes T. Elles présentent des antigènes associés 

aux tumeurs (signal 1), exposent des molécules de costimulation comme CD80 et CD86 qui se lient 

au récepteur CD28 des lymphocytes (signal 2) et produisent des facteurs solubles comme de l’IL-12 ou de l’IFN-I (signal 3).  

Toutefois, les DC sont également responsables de l’anergie des lymphocytes T en l’absence d’un signal de costimulation ou favorisent l’interaction avec des récepteurs inhibiteurs qui 
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limitent l’activité effectrice des lymphocytes T 49. Par exemple, le récepteur cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein-4 (CTLA-4) présent sur les lymphocytes T est capable de se lier avec 

une meilleure affinité que CD28 aux molécules de costimulation CD80 et CD86 des DC ce qui limite l’activation des lymphocytes T. Les récepteurs de rétrocontrôles PDL1 et PDL2 exprimés entre 
autres par les DC peuvent se lier à programmed cell-death 1 (PD1) exprimés par les lymphocytes 

T activés ce qui limite leur prolifération et leur production de cytokines. Enfin, l’expression de CD31 par les DC permet d’éduquer les lymphocytes T CD4 vers un phénotype régulateur plutôt 

que Th1.  

Inhibition des cellules dendritiques dans le microenvironnement  

Pour échapper à la réponse antitumorale que les DC induisent, le TME inhibe leur 

recrutement et leur différenciation en sécrétant de nombreux facteurs solubles 49. Par exemple, les cellules tumorales sont capables de limiter l’action de FLT3L en sécrétant du VEGF et d’induire 
la mort des cellules NK en sécrétant des PGE2 ce qui limite le recrutement et la différenciation des 

cDC1. De plus, le TME atténue les fonctions antitumorales des DC en limitant la phagocytose, la 

maturation et leur présentation antigénique et favorise in fine leur activité tolérogène 49. Par exemple, la libération d’high mobility group protein B1 (HMGB1) lors de la mort des cellules 

tumorales stimule la phagocytose des DC. Cependant, la concentration élevée en T cell 

immunoglobulin mucin receptor 3 (TIM3) dans le TME permet la capture d’HMGB1 et limite ainsi 
la détection des cellules tumorales par les DC 55.  De plus, l’expression d’IL-10, TGF-β, IL-6 ou de 

VEGF limite la maturation des DC et induit un programme transcriptomique immunosuppresseur 

dans les DC 49. Par exemple, le TME peut induire la surexpression par les DC de l’enzyme IDO, 

capable de dépléter le tryptophane et ainsi de limiter sa disponibilité 56. Cela soutient leur activité 

tolérogène en inhibant la prolifération et les fonctions effectrices des lymphocytes T CD8, des 

cellules NK et en favorisant la différenciation des lymphocytes Treg.   

En conclusion, les DC, bien que peu nombreuses dans le TME, ont un rôle majeur dans la 

promotion de la réponse immunitaire antitumorale. Pour essayer de limiter leur activité, les 

cellules cancéreuses mettent en place des systèmes de séquestration et de régulation 47,49. Un des champs de l’immunothérapie consiste donc à trouver des stratégies pour protéger et améliorer 
leurs capacités au sein de la tumeur.  Les cellules de l’immunité adaptative 

Les antigènes associés aux tumeurs (TAA) sont reconnus par les lymphocytes T CD8 qui sont les principaux effecteurs antitumoraux. Après l’engagement du TCR par des complexes 

CMH/peptides, ils exercent une action cytotoxique en libérant de la perforine et du granzyme B, 

ou par la voie Fas/FasL.  Néanmoins, le manque de signaux de costimulation dans les tumeurs ou 
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la surexpression de points de contrôle immunitaires, comme PDL1 induit leur anergie voire leur 

apoptose. Une des avancées majeures de la thérapie des cancers consiste à utiliser des inhibiteurs 

de ces points de contrôle immunitaires (IPCI) ce qui permet de lever leur immunosuppression 57. De plus, comme dans certaines infections chroniques, l’épuisement des lymphocytes T CD8 dans 

les tumeurs peut les rendre dysfonctionnels 57,58. 

Pour soutenir la réponse cytotoxique, le recrutement des lymphocytes T CD8 s’effectue en 
parallèle de celui de lymphocytes T CD4 helper. Ceux-ci peuvent se différencier vers un phénotype 

Th1 antitumoral qui soutient l’action des lymphocytes T CD8 et des lymphocytes B. Il a été montré 

chez la souris que les lymphocytes T CD4 Th1, grâce à la voie CD40/CD40L, permettent aux DC de 

réaliser le priming des lymphocytes T CD8 qui acquièrent alors des fonctions cytotoxiques 59.  Les 

Th1 sécrètent de l’IFN-γ ce qui augmente les voies de présentation du CMH des cellules tumorales et leur reconnaissance par les lymphocytes T CD8. Ils produisent de l’IL-2 qui est nécessaire à la 

prolifération des lymphocytes. Ils sécrètent également du TNF-α capable d'induire l’apoptose des 

cellules cancéreuses. Les lymphocytes T CD4 peuvent aussi se différencier vers un phénotype Th2 

qui exerce un rôle plutôt protumoral en sécrétant des molécules anti-inflammatoires 60. Des 

lymphocytes T CD4 régulateurs exprimant forkhead box P3 (FOXP3) peuvent également être recrutés. Ils suppriment très fortement l’immunité antitumorale notamment par leur sécrétion d’IL-10 et de TGF-β 61. 

Des lymphocytes B sont parfois retrouvés dans le TME et sont en général associés à un bon 

pronostic 62–64. Ils sont habituellement retrouvés dans des organes lymphoïdes tertiaires adjacents ou en marge de la tumeur. Ils soutiennent l’immunité adaptative en produisant des 

anticorps qui reconnaissent des TAA et peuvent présenter ces antigènes aux lymphocytes T. Ils 

peuvent lyser les cellules tumorales par ADCC et activer le système du complément. Leur sécrétion d’anticorps renforce l’immunité innée en stimulant la phagocytose des cellules tumorales et 
soutient la machinerie de présentation antigénique. Ils peuvent toutefois être responsables de la 

sécrétion de molécules anti-inflammatoires comme l’IL-10 et de facteurs pro-angiogéniques qui 

permettent la croissance tumorale. Une partie de ces lymphocytes sont régulateurs (Breg) et sont 

impliqués dans la tolérance de la tumeur 65,66.  L’infiltrat immunitaire du TME comprend en outre de nombreuses cellules à l’interface entre l’immunité innée et adaptative. Par exemple, les cellules natural killer (NK) sont des 

lymphocytes qui ne reconnaissent pas un antigène spécifique, mais qui exercent une action 

cytotoxique sur les cellules qui n’expriment pas de CMH-I. Ce défaut est fréquemment retrouvé 

sur les cellules cancéreuses ce qui permet de limiter leur expression de TAA. L’infiltration de NK 

dans la tumeur est alors de bon pronostic pour le patient. Cependant, les cellules cancéreuses sont capables de leur échapper en augmentant l’expression de récepteurs inhibiteurs qui diminuent 
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leur cytotoxicité et en mobilisant des cellules immunosuppressives comme des MDSC ou des 

lymphocytes Treg 67. La présence d’autres cellules comme les cellules invariant NKT, les lymphocytes Tγδ ou 
les cellules innées lymphoïdes est discutée plus avant dans la revue de Visser et Joyce 7. Toutes 

ces cellules peuvent avoir des effets antitumoraux comme protumoraux en fonction du contexte 

médié par le TME.  

SUPPORT DE LA PROGRESSION TUMORALE 

Le dialogue des cellules tumorales avec les cellules adjacentes, les nombreux métabolites qu’elles produisent ainsi que l’environnement hypoxique à faible pH qu’elles induisent, 

transforment le stroma en TME de support 7. Celui-ci soutient l’activité métabolique élevée des 
cellules cancéreuses en leur apportant de l’oxygène et des nutriments. Il induit également une 

inflammation localisée qui ne se résorbe pas et dont découle une immunosuppression du système 

immunitaire. En effet, les cellules cancéreuses et le TME jouent sur les mécanismes de régulation 

conçus pour limiter l’emballement du système immunitaire dans ces conditions.  L’INFLAMMATION DU TME 

 L’inflammation est un processus présent à tous les stades de la progression tumorale. L’accumulation de cellules myéloïdes participe à l’initiation de la tumeur en induisant un 

environnement favorable à la mutagenèse dû à la sécrétion de ROS et NO 39. Celles-ci sont capables d’endommager de nombreuses biomolécules comme les protéines, les lipides ou encore l’ADN. De 

plus, à l'échelle épigénétique, l’activation constante de la machinerie cellulaire par l’IL-6, le TNF-α et l’IL-1β module l’expression d’oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeurs 40. L’inflammation peut, en outre, affaiblir le tissu et exposer les niches de cellules souches à ces 

signaux mutagènes. Enfin, l’inflammation participe à la sélection de clones tumoraux en activant 

des voies de signalisation « pro-survie » comme celles impliquant les protéines nuclear factor-

kappa B (NFκB) et signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3). 

De plus, l’inflammation participe à la croissance tumorale, car les molécules 

inflammatoires, comme le TNF-α, l’EGF ou l’IL-6,  servent de facteurs de croissance en stimulant 

les signaux de survie malgré le manque de nutriments et l’hypoxie 40. Elles sont ainsi capables de 

participer à la sélection de clones tumoraux plus résistants. Ces molécules inflammatoires 

peuvent aussi diriger le phénotype des cellules du TME. Elles stimulent notamment l’angiogenèse 

et le recrutement de cellules stromales et myéloïdes 7. Celles-ci libèrent des métalloprotéases 

matricielles qui remodèlent la MEC.  
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Pour promouvoir l’établissement de métastases, certaines cytokines, comme les TNF et l’IL-1β, induisent l’expression de facteurs déclenchant la transition épithélio-mésenchymateuse 7. 

De plus, l’IL-1β est impliquée dans le recrutement de fibroblastes producteurs de TGF-β ce qui supporte l’invasion tumorale et l’échappement immunitaire.  Les nombreux signaux de l’inflammation permettent le recrutement de cellules de l’immunité, mais exercent un rétrocontrôle fort pour éviter un emballement du système 

immunitaire. Par exemple, ils conditionnent les lymphocytes T CD4 vers des phénotypes Th2 et conduisent à l’accumulation de cellules myéloïdes aux phénotypes immunosuppressifs 7. Ainsi, les 

15 à 20% des cancers advenant à la suite d’une inflammation chronique, profitent d’un environnement mutagène et d’une immunosuppression déjà en place 40. Un exemple représentatif de ce cas de figure est l’inflammation chronique due à la persistance de fibres d’amiantes dans la 
plèvre pulmonaire. En effet, ces fibres ne sont pas dégradées lors de la phagocytose par les macrophages ce qui conduit à leur mort et la libération d’un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires. L’inflammation chronique de la plèvre qui en découle peut conduire à l’apparition d’un mésothéliome pleural malin (MPM) 68.   L’IMMUNOSUPPRESSION DU SYSTEME IMMUNITAIRE 

Le paradigme actuel considère la progression tumorale en regard du système immunitaire 

selon la théorie des « 3E » pour : élimination, équilibre et échappement 69. Les modifications intervenant dans les cellules cancéreuses induisent l’expression de néo-antigènes, la libération de 

signaux de dangers et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ces différents signaux attirent 

les cellules du système immunitaire inné comme adaptatif au site tumoral et conduisent à l’élimination des cellules cancéreuses 69. Ainsi, une haute densité de lymphocytes T activés corrèle 

avec une meilleure survie du patient 70. 

Cependant, certaines cellules tumorales, moins immunogènes que les autres, échappent à 

cette éradication. Il s’ensuit une phase d’équilibre, où l’immunité adaptative est capable de 
maintenir une pression de sélection pour ces clones de cellules cancéreuses 69.  À terme, ces 

cellules peuvent proliférer et échapper au système immunitaire non seulement en profitant de 

leur faible immunogénicité, mais aussi par l’induction d’un microenvironnement activement 
immunosuppresseur 69. Elles expriment par exemple PDL1, mais aussi des ligands capables d’inhiber la phagocytose comme CD47, ou engagent les récepteurs inhibiteurs des NK grâce à l’expression de l’antigène E du CMH-I (HLA-E) 7,28. Les cellules tumorales et leur TME de support 

sécrètent également de nombreuses molécules solubles immunosuppressives comme du TGF-β, de l’IL-10, des catabolites du tryptophane, du PGE2 ou du VEGF. 
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Cela peut conduire à une diminution progressive des cellules NK et T CD8 cytotoxiques au profit de l’apparition de T CD8 dysfonctionnels et épuisés 71, retrouvés également dans les 

infections chroniques, mais aussi de lymphocytes régulateurs B et T 61. De plus, les lymphocytes 

CD4 tendent alors vers un phénotype Th2 tandis que les DC ont une maturation défectueuse 

affectant leur capacité de présentation croisée ou sont exclues de la tumeur 57,72–74. En parallèle, 

des cellules myéloïdes immunosuppressives de l’immunité innée sont recrutées et s’adaptent aux 
signaux du milieu, en particulier des macrophages et des neutrophiles, et forment un TME 

inflammatoire. 

 Une illustration de cette chronologie est retrouvée dans le cancer du poumon 75. Aux stades précoces de la tumeur, l’immunité adaptative est stimulée et il y a un afflux de lymphocytes 
T naïfs. Lors de la progression de la lésion, les lymphocytes T et les cellules myéloïdes s’accumulent dans le TME. L’analyse transcriptomique des cellules du TME révèle une augmentation de l’expression des gènes impliqués dans l’immunosuppression. 
STRATEGIES THERAPEUTIQUES VISANT LE TME 

Les différentes thérapies dirigées contre les cellules tumorales impactent et remodèlent le 

TME 28. Les modifications induites contrent ou, au contraire, soutiennent la réponse 

thérapeutique. Par exemple, la chimiothérapie et la radiothérapie peuvent induire une mort immunogène qui conduit à l’activation de l’immunité adaptative antitumorale. Dans d’autres 
contextes, ces mêmes traitements peuvent induire une inflammation qui peut contrer la réponse 

thérapeutique 27. Ces thérapies sont limitées par de nombreux facteurs dépendant du type du 

cancer et des spécificités du TME inhérentes au patient 28. De plus, un des mécanismes majeurs limitant leur efficacité est l’environnement immunosuppressif des tumeurs.  
Intégrer le TME dans la prise en charge thérapeutique est donc essentiel. Ainsi de 

nombreuses stratégies cherchent à reprogrammer ou dépléter les cellules du TME, remodeler le 

support matriciel et les vaisseaux ou lever l’immunosuppression 7,28. Les stratégies les plus avancées aujourd’hui, approuvées ou en cours d’essai cliniques, ciblent principalement les TAM, 

les DC, les lymphocytes T, les vaisseaux sanguins, la matrice extracellulaire et les fibroblastes. 

Pour lever l’environnement immunosuppresseur, différentes approches s’intéressent à la 
déplétion ou la reprogrammation des TAM 28,34. Elles consistent principalement à inhiber leur 

recrutement au site tumoral en bloquant CCL2 ou son récepteur, à inhiber la signalisation de CD47 qui protège les cellules de la phagocytose, à augmenter leur capacité de présentation d’antigènes 
ou à bloquer la liaison du M-CSF avec son récepteur colony stimulating factor 1 receptor (CSF1-R) 

pour empêcher leur survie.  
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Pour stimuler la réponse adaptative antitumorale, un intérêt particulier est porté à la 

modulation de la présentation antigénique des DC 28. L’administration de GM-CSF ou de FLT3L a 

pour but de stimuler leur survie et leur prolifération 76–78.  Plus radicalement, les DC peuvent être 

manipulées ex vivo pour améliorer leur capacité de présentation d’antigènes 28. L’activité 
antitumorale des lymphocytes T peut également être améliorée en inhibant les points de contrôles 

immunitaires avec des IPCI, ou par le transfert adoptif de lymphocytes T, l’utilisation de TCR ou 
encore de cellules chimeric antigen receptor-T (CAR-T).  

Enfin, d’autres approches cherchent à restaurer une activité immunitaire au sein de la 
tumeur en mimant l’interaction avec un pathogène au site tumoral pour stimuler les voies de signalisation de l’immunité innée et adaptative 18. Ces stratégies utilisent des motifs moléculaires 

associés aux pathogènes (PAMP) synthétiques ou bien directement des bactéries ou virus 

modifiés comme dans le cadre de l’immunovirothérapie oncolytique.  

 Ces thérapies sont étudiées dans de nombreux cancers différents. Leur utilisation 

nécessite une caractérisation fine de leur impact sur le TME pour ajuster et potentialiser leurs 

effets. Récemment, le MPM a bénéficié d’une avancée majeure dans la prise en charge des patients 
grâce à la modulation du TME avec des IPCI. Cependant, leur efficacité est variable d’un patient à 
l’autre et est fortement dépendante de la composition de l’infiltrat cellulaire du TME et des 

récepteurs exprimés dans les tumeurs.   
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LE MESOTHELIOME PLEURAL MALIN 

DESCRIPTION, EPIDEMIOLOGIE ET CLASSIFICATION 

Le mésothéliome pleural malin (MPM) est un cancer particulièrement agressif dû à la 

transformation maligne des cellules mésothéliales de la plèvre. La plèvre entoure et protège les 

poumons et se compose de deux feuillets. La transformation des cellules mésothéliales conduit à la formation de plaques pleurales et à l’accumulation de fluides appelée « épanchement pleural » 

entre ces feuillets 79. Cela se traduit chez le patient par des douleurs thoraciques latéralisées et des dyspnées d’effort. Ces symptômes sont peu spécifiques. Ils peuvent tout aussi bien trahir la présence d’une lésion pleurale bénigne ou l’invasion de la plèvre par d’autres cancers. Après le 
début des symptômes, la médiane de survie est de 12 à 15 mois 80.  

En France, cette tumeur touche entre 800 et 1000 personnes chaque année 80. Plusieurs causes sont à l’origine du MPM, mais le principal facteur de risque est une exposition à l’amiante 
(70% des cas; 90% chez les hommes, 50% chez les femmes). Bien que l’amiante soit interdite dans de nombreux pays occidentaux, l’incidence de ce cancer devrait continuer à augmenter. En effet, le temps de latence entre l’exposition au cancérigène et le développement de la pathologie varie 

de 20 à 40 ans 81. Les dernières données du programme national de surveillance du mésothéliome montrent d’ailleurs une augmentation du nombre de cas annuel, notamment chez les femmes. Le 
MPM reste une maladie rare qui touche principalement les individus âgés, ainsi, l’âge moyen au moment du diagnostic est de 75 ans. Il touche quatre fois plus d’hommes que de femmes, cette différence étant attribuée à des expositions professionnelles à l’amiante plus importantes dans la population masculine. D’autres facteurs étiologiques, comme une exposition aux radiations 
ionisantes ou des facteurs génétiques comme la perte d’expression de BRCA1-associated protein 1 

(BAP1), sont également mis en cause dans l’apparition d’un MPM.  
Les manifestations cliniques peu spécifiques intervenant à un stade déjà avancé de la 

maladie rendent le diagnostic particulièrement tardif et difficile. De plus, le MPM est 

particulièrement résistant aux traitements conventionnels comme la chirurgie, la chimiothérapie ou la radiothérapie. Ces traitements ne permettent de prolonger l’espérance de vie des patients que d’un à deux ans en moyenne 79,81. 

Au sein du MPM, les sous-types histologiques se répartissent le long d’un spectre allant du 

moins agressif, le sous-type épithélioïde (70 à 80%), au plus agressif, le sous-type sarcomatoïde 

(10 à 20%)82,83. Certains MPM appelés biphasiques (20 à 30%) peuvent combiner les 

caractéristiques de ces deux phénotypes extrêmes. Ces sous-types ont une valeur pronostique.   
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En effet, la médiane de survie après chimiothérapie est bien plus élevée pour les patients avec un 

MPM épithélioïde (16.5 mois) que les patients avec un sous-type sarcomatoïde (8.8 mois) 84. 

PARTICULARITES DU MESOTHELIOME PLEURAL MALIN 

Il y a de très nombreuses choses à écrire sur le MPM, cependant, je ne décrirai ici que deux 

de ses particularités ayant un impact direct sur mon travail de thèse : d’une part les altérations 
génétiques des cellules tumorales mésothéliales et d’autre part l’infiltrat immunitaire du MPM.   

PARTICULARITES GENETIQUES DES CELLULES TUMORALES L’exposition à un cancérigène induit en général de très nombreuses altérations 

génomiques dans les cellules tumorales, cependant le MPM fait office d’exception et présente une 
charge mutationnelle faible 85. Ces altérations consistent principalement en des mutations ou des 

altérations du nombre de copies de gènes suppresseurs de tumeurs comme cyclin-dependent 

kinase inhibitor 2A (CDKN2A), BAP1 ou neurofibromatose 2 (NF2) 86–88. Ces altérations sont utilisées pour caractériser un MPM par la méthode d’hybridation in situ en fluorescence 89. L’altération génétique la plus fréquente est la délétion homozygote de la région p21.3 du 
chromosome9 (Figure 4)89–91. La taille de cette délétion est variable, mais comprend le plus 

souvent le gène CDKN2A. Les délétions de ce gène suppresseur de tumeur se retrouvent dans 60 

à 80% des patients 91. Il code plusieurs protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire notamment p14arf et p16INK4a. Leur absence permet respectivement l’entrée dans le cycle 
cellulaire et la transition de la phase G1 à la phase S du cycle cellulaire. La délétion de CDKN2A 

entraine souvent celle de CDKN2B et du gène de la méthylthioadénosine phosphorylase (MTAP) 

situés juste à côté. CDKN2B code pour l’expression de la protéine p15Ink4b qui inhibe, elle aussi, 

le cycle cellulaire 92. Tandis que MTAP est impliquée dans le métabolisme de la polyamine 93.  

La région p21.3 du chromosome 9 comprend également un cluster de 16 gènes qui codent 

pour les interférons de type I : IFN-β, IFN-ε, IFN-ω et 13 IFN-α. En collaboration avec Didier Jean, 
du centre de recherche des Cordeliers à Paris, notre équipe a récemment montré que dans 78 lignées cellulaires à faibles nombres de passages issues de MPM, 73% d’entre elles ont une 
délétion homozygote du gène CDKN2A et 23% présentant une délétion homozygote de tous les 

gènes codants les IFN-I 94. L’étude du The Cancer Genome Atlas (TCGA) sur 82 patients donne des 

pourcentages plus faibles, respectivement 44% et 9%, probablement dus à la présence de cellules 

non malignes du TME dans les échantillons qui masque la délétion. Ainsi, près d’un patient sur 
cinq atteint de MPM présente une délétion homozygote des gènes IFN-I. Les conséquences de cette 

délétion homozygote des gènes IFN-I dans la thérapie du MPM a fait l’objet d’une revue que nous 
avons écrite et publiée pendant ma première année de thèse 11. Dans cette revue, nous avions émis 
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l’hypothèse que les patients présentant des délétions homozygotes de CDKN2A s’étendant aux 
gènes IFN-I ont un microenvironnement tumoral moins favorable à l’immunothérapie. Une étude 
récente dans des cohortes du TCGA et du MSK-IMPACT vient étayer cette hypothèse 95. Celle-ci montre chez des patients atteints d’adénocarcinome pulmonaire que les délétions homozygotes 
de CDKN2A et des gènes IFN-I corrèlent avec un mauvais pronostic attribué à une répression des voies de l’immunité rendant le TME immunosuppressif.  

 

Figure 4| Délétions homozygotes de la région p21.3 du chromosome 9 dans le MPM . (A) 

Représentation schématique des gènes de la région p21.3 du chromosome 9 entre les positions 21 

000 000 et 22 200 000 (B) Altérations génomiques de CDKN2A, CDKN2B, MTAP IFNA2 et IFNB1 dans 

les échantillons de tumeurs de 82 patients. Seuls les patients a vec au moins une altération 

génomique parmi les cinq gènes sont montrés. Adapté de Grard et al., Front Oncol, 2021 11. 

Deux autres altérations génomiques sont abondamment décrites. Le MPM présente dans 

45 à 50% des cas des altérations du gène NF2 qui code pour la protéine merlin. Cette protéine est impliquée dans les jonctions adhérentes et sa perte favorise l’invasion tumorale 96,97. La perte de 

BAP1 concerne au moins 45% des MPM, principalement de type épithélioïde 79,96. Ce gène code 

pour une enzyme de dé-ubiquitination impliquée entre autres dans la réparation de l’ADN et la 
transition G1/S du cycle cellulaire 98. Cette mutation est parfois d’origine germinale 99, elle peut 

alors donner lieu, en présence d’amiante, à l’accélération du développement du MPM et l’apparition de cas avant l’âge de 40 ans. Cependant, ce cas de figure est relativement rare, car les pertes d’expression de BAP1 sont majoritairement somatiques (60%) 100. Des altérations moins fréquentes touchent également d’autres gènes suppresseurs de tumeurs dans le MPM 83,87,96. 
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COMPOSITION DE L’INFILTRAT IMMUNITAIRE 

La localisation pulmonaire, véritable interface immunitaire, ainsi que l’inflammation qui résulte de la phagocytose contrariée des fibres d’amiante conditionnent le TME du MPM. Celui-ci 

se caractérise par une importante composante immunitaire dans les épanchements pleuraux et 

un infiltrat conséquent dans les tumeurs (Figure 5).  

 

Figure 5| Composition en cellules immunitaires du MPM. (A) Composition de l'infiltrat immunitaire 

dans les tumeurs d'après la littérature 101–106, moyenne+/-étendue. (B) Proportion des différents 

types cellulaires dans les épanchements pleuraux de patients, données non publiées de l’équipe 

(n=42). B, lymphocytes B ; cDC, cellules dendritiques conventionelles  ; MDSC, myeloid derived 

suppressive cells ; NK, cellules natural killer ; pDC, cellules dendritiques plasmacytoïdes ; T, 

lymphocytes T ; TAM, macrophages associés aux tumeurs ; Treg, lymphocytes T CD4 Treg ; Tum, 

cellules tumorales.  

De nombreuses études décrivent cet infiltrat immunitaire. La composition en cellules immunitaire, l’expression des récepteurs et des ligands associés à ceux-ci dépendent fortement 

des patients et change au cours de la progression tumorale 101. Néanmoins, toutes ces études 

révèlent un microenvironnement immunosuppresseur fort avec une prédominance de cellules myéloïdes, notamment des TAM, qui représentent 20 à 40% de l’infiltrat immunitaire tumoral 

(Figure 5A) 101–103. Ces TAM sont probablement impliqués dès le début de la progression tumorale 

en créant un TME inflammatoire et une instabilité génétique en réponse à la présence de fibres d’amiantes qu’ils sont incapables de phagocyter.  On retrouve également dans le TME entre 0 et 

31% de MDSC et 1 à 50% de lymphocytes  Tregs 104. L’infiltrat des lymphocytes T CD4 auxiliaires 
est très variable 105, et les lymphocytes T CD8 ne représentent qu’entre 5 et 15% de l’infiltrat 
immunitaire 102,104. En moyenne, les cellules NK composent 4% de l’infiltrat et les lymphocytes B 
en représentent  3% 102. Ces derniers sont infiltrés dans 50% des échantillons de patients 106 et 

leur présence est associée à un meilleur pronostic 62,64. Les différentes fonctions adoptées par ces 

cellules sont abordées dans la partie dédiée au microenvironnement tumoral. 
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Des données non publiées de l’équipe dans laquelle j’ai réalisé ma thèse révèlent que les 
cellules retrouvées dans les épanchements pleuraux associés au MPM sont essentiellement 

immunitaires, avec une prédominance de cellules myéloïdes et de lymphocytes T CD4 (Figure 5B). 

Ces observations recoupent celles de la littérature où les épanchements pleuraux sont composés 

de lymphocytes T CD4 mémoires, mais avec peu de recrutement de lymphocytes T CD8 ou de 

cellules NK 107. Dans les tumeurs, une infiltration importante de lymphocytes T CD8 est souvent 

associée à une expression forte de PDL1 par les cellules du TME et une faible réponse à la 

chimiothérapie 108. Cela en fait des cibles d’intérêt pour l’immunothérapie avec des anticorps dirigés contre les points de contrôle immunitaire. À l’inverse, une faible infiltration est souvent de 
meilleur pronostic, suggérant que les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T peuvent encore 

être effectives. Dans le MPM, la répression des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T est associée à une présence importante de CD4 Treg et à l’expression de T cell immunoreceptor with 

Ig and ITIM domain (TIGIT) 102. En revanche, la présence de cellules T mémoires et l’expression de 
TIM3 sur les lymphocytes T CD8 sont plutôt associés à une production de cytokines et suggère un maintien de l’activité cytotoxique.  L’hypoxie du TME et le contenu inflammatoire de l’épanchement pleural attirent les 
monocytes au site tumoral 18,19. Dans le MPM, la principale cytokine impliquée dans le recrutement 

des monocytes est CCL2 et attire en majorité des monocytes au phénotype classique. De plus, la 

concentration de CCL2 augmente avec le stade de la tumeur 19,109. Dans le MPM, un taux élevé de 

monocytes circulants est associé à un mauvais pronostic 110. 

Les TAM du MPM proviennent essentiellement de ces monocytes. Leur polarisation est 

principalement dirigée par la présence de M-CSF dans le TME 111, sécrété en partie par les cellules 

tumorales 19. Les travaux du laboratoire dans lequel j’ai effectué ma thèse ont montré qu’ils expriment fortement CD163 et sécrètent de l’IL-10 au contact des cellules tumorales. Cela suggère qu’ils acquièrent un phénotype de type M2 soutenant l’inflammation locale et la prolifération 
tumorale et facilitent la transition épithélio-mésenchymateuse 19. En outre, ces TAM expriment souvent PDL1 et sécrètent de nombreuses cytokines, dont l’IL-10, qui en font des suppresseurs de 

lymphocytes T cytotoxiques 19,102,111,112. Leur présence est souvent associée à une mauvaise survie 

et une résistance aux traitements 64,113. D’autre part, les macrophages résidant dans les tissus acquièrent un phénotype immunosuppressif, contribuant entre autres à l’épuisement de la 

population lymphocytaire par une activation constante de la réponse IFN-γ 114. 

TRAITEMENTS Le MPM est généralement incurable. À titre d’exemple, entre 2004 et 2014 aux États-Unis, 

seuls 2,5% des patients ayant un MPM ont survécu et ils présentaient tous un stade précoce et 
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localisé de la maladie 115. Pour la plupart des patients, le diagnostic intervient cependant à un stade 

plus avancé et moins bien localisé de la tumeur.  Les recommandations de traitement de première ligne du MPM reposent sur l’utilisation 
de la chimiothérapie et de l’immunothérapie. La chimiothérapie consiste en une combinaison d’un sel de platine, le cisplatine, et d’un anti-métabolite, le pemetrexed 116. L’ajout d’un anti-VEGF, le bevacizumab, à cette chimiothérapie permet d’augmenter significativement la survie des patients de moins de 75 ans qui y sont éligibles. Récemment, l’essai Checkmate743 a comparé l’association d’un anti-PD1, le nivolumab, et d’un anti-CTLA4, l’ipilimumab, à la chimiothérapie de première 

ligne 84 et a montré une augmentation de la médiane de survie globale de 14,1 mois à 18,1 mois. 

Cet effet est particulièrement marqué dans les sous-groupes non épithélioïdes où l’on retrouve 
41% des patients survivants deux ans après traitement par immunothérapie contre 27% pour ceux traités par chimiothérapie. Cela a conduit à l’adoption de l’immunothérapie en première 
intention dans le MPM non épithélioïde. Cette combinaison peut aussi être utilisée pour les MPM 

de types épithélioïdes dès la première ligne 80.  

Les recommandations de deuxième ligne incluent la chimiothérapie, mais aussi l’immunothérapie en monothérapie ou en association 80.  

Enfin, les interventions chirurgicales concernent seulement un à deux pour cent des 

patients 80. Dans la plupart des cas, la chirurgie est partielle et vise à réduire la taille de la tumeur.  

Cela permet une meilleure accessibilité aux traitements adjuvants de routine ou en essai clinique. Parfois la chirurgie est plus lourde et consiste en l’exérèse de la plèvre pariétale, mais aussi d’une 
partie des organes adjacents comme le poumon, le péricarde et le diaphragme. Celle-ci est réalisée 

moins fréquemment en raison de sa morbidité-mortalité importante, et concerne uniquement les 

MPM épithélioïdes. Elle a l'avantage de permettre l’utilisation de la radiothérapie pour diminuer 
le risque de rechute. Dans le cadre du MPM, la radiothérapie peut également être utilisée dans un 

but palliatif pour ses effets antalgiques ou sur les points de ponctions du drain du liquide pleural 

pour y éviter la formation de nouvelles tumeurs.  

Les traitements avec des IPCI ont montré une nette amélioration dans la prise en charge 

des patients.  Cependant, les paramètres biologiques qui influencent la réussite de ces thérapies dépendent fortement de l’infiltrat immunitaire du MPM et de l’expression de PDL1 chez les 
patients. Pour soutenir l’effet des IPCI, certaines approches cherchent donc à augmenter l’expression de PDL1 dans le TME. D’autres stratégies cherchent quant à elles à induire une mort 

immunogène dans le TME pour attirer des cellules de l’immunité et restaurer une réponse 

immunitaire dirigée contre la tumeur en utilisant par exemple des virus oncolytiques.  
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L’IMMUNOTHERAPIE ONCOLYTIQUE 

LES VIRUS ET LE CANCER 

Les virus oncolytiques (OV) sont des virus réplicatifs qui ciblent spécifiquement les 

cellules tumorales tout en épargnant les cellules saines (Figure 6) 117. En se répliquant dans les 

cellules cancéreuses, ils provoquent leur mort immunogène qui permet le recrutement et l’activation du système immunitaire au site tumoral. De plus, ils peuvent être modifiés pour 

produire une protéine thérapeutique dans le TME. 

 

Figure 6| Mécanisme d’action des virus oncolytiques.  (A) Les virus oncolytiques se répliquent 

sélectivement dans les cellules tumorales et (B) induisent leur mort immunogène. L'inflammation 

qui en découle permet le recrutement de cellules de l'immunité innée et la maturation de cellules 

dendritiques (DC). (C) Les DC présentent des antigènes tumoraux aux lymphocytes T (LT). (D) Les LT 

migrent et exercent alors une action cytotoxique dirigée contre les cellules tumorales. Adapté de 

Petithomme et al., Med Sci (Paris) 2020 118. DAMP, motifs moléculaires associés aux dangers  ; NK, 

cellules natural killer ; PAMP, motifs moléculaires associés aux pathogènes ; TAA, antigènes associés 

aux tumeurs. L’utilisation de virus pour traiter les cancers fait suite à l’observation de cas de rémission 
spontanée et de régressions partielles des tumeurs chez des patients à la suite d’infections virales 
119–121. La caractérisation des virus et de leurs propriétés lytiques conduit dans les années 1950-

1960 à essayer plusieurs virus atténués pour traiter différents cancers, mais sans véritable succès. Ce n’est qu’avec les progrès de la biologie moléculaire que l’immunothérapie oncolytique prend 
réellement son essor permettant la commercialisation de plusieurs virus oncolytiques depuis 20 

ans. Actuellement, trois virus sont sur le marché et un peu plus d’une centaine d’essais cliniques sont en cours pour évaluer l’efficacité oncolytique de virus seuls ou en association à d’autres 
thérapies 117. Ces essais ont des cibles très variées allant des cancers hématologiques aux cancers 

solides. En outre, de nombreux virus différents, et souvent modifiés, sont étudiés permettant ainsi 
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de jouer sur une gamme étendue de propriétés intéressantes afin de freiner la propagation 

tumorale. Outre la lyse des cellules tumorales, l’intérêt des OV réside dans leur capacité à 
transformer un TME à la composante immunitaire tolérogène appelée « froide » en un TME 

« chaud » dont la composante immunitaire exerce une action cytotoxique contre les cellules 

présentant des antigènes viraux, mais aussi tumoraux 122,123.  

REPLICATION SPECIFIQUE DES VIRUS ONCOLYTIQUES DANS LES CELLULES 

TUMORALES 

Les OV sont sélectionnés ou modifiés pour lyser exclusivement les cellules tumorales 124. 

Ils ciblent et se répliquent précisément dans les cellules tumorales soit en interagissant avec des 

récepteurs spécifiques propres à ces dernières, soit en profitant des propriétés caractéristiques des cellules tumorales pour s’y répliquer (Figure 7).  

Certains OV possèdent un tropisme spontané pour les cellules tumorales qui surexpriment leurs récepteurs d’entrée. C’est le cas du virus de la rougeole (Measles virus, MV) dont les souches vaccinales utilisent le récepteur CD46 pour l’entrée dans la cellule 125–127. CD46 est souvent 

surexprimé par les cellules cancéreuses, car il protège celles-ci contre l’action du complément. Les protéines d’enveloppes ou de capside virale peuvent également être modifiées pour cibler des 
protéines spécifiques des cellules tumorales 128,129. 

Après son entrée dans la cellule, le virus profite des nombreux processus altérés dans les 

cellules tumorales pour favoriser sa réplication 124. Ainsi, l’immortalité réplicative, la production de signaux de prolifération ainsi que l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs, favorisent 
la réplication de nombreux virus à ADN ayant lieu en condition normale dans les cellules en 

division. Certains virus comme celui de la vaccine sont ainsi délétés des gènes viraux codant la thymidine kinase ou la ribonucléotide réductase pour dépendre de l’expression du gène cellulaire 
équivalent afin d’assurer la synthèse de leur génome 130. D’autres virus sont modifiés pour exprimer des gènes essentiels à leur cycle réplicatif sous le contrôle d’un promoteur suractivé 131 

ou de microARN sous exprimés dans les cellules tumorales 132.  Ainsi la réplication de plusieurs 

adénovirus oncolytiques dépend de la disponibilité du facteur de transcription E2F 133–136. Ce facteur est normalement inhibé par l’expression de la protéine Rb dont le gène suppresseur de tumeur est neutralisé dans de nombreux cancers. De même, l’activité de traduction augmentée de 
la cellule tumorale offre un contexte favorable à la production de nouveaux virions. Par exemple, 

la stimulation de la traduction cellulaire avec l’insulin-like growth factor-I (IGF-1) ou la 

surexpression d’eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E) améliore l’activité oncolytique 
du MV 137.  
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Figure 7| Déterminants du tropisme des virus oncolytique pour les cellules tumorales . La 

réplication préférentielle des virus oncolytiques dans les cellules tumorales peut s’expliquer par (A) 

une entrée virale facilitée par la surexpression d’un récepteur par les cellules tumorales, (B) une 

dépendance de la réplication virale à certaines caractéristiques tumorales, telles que des microARN 

(miARN) ou des promoteurs dérégulés ou (C) des défauts de réponse antivirale. Adapté de la thèse 

d’Ugo Hirigoyen, 2023.  cGAS, cyclic GMP AMP synthase  ; IFN, interféron ; IFNAR, interferon 

alpha/beta receptor ; IRF, interferon regulatory factor  ; ISG, interferon stimulated genes  ; JAK, Janus 

kinase ; MDA5, melanoma differentiation associated protein  5 ; RIG I, retinoic acid inducib le gene 1  

; PKR, protéine kinase R ; STAT, signal transducer and activator of transcription. 

La résistance à la mort cellulaire acquise par les cellules tumorales permet la réplication 

de virus dont la multiplication est normalement limitée par l’apoptose. Pour jouer sur cette 

propriété, la protéine E1B55K, qui interagit normalement avec p53 pour bloquer l’apoptose, a été 

délétée dans l’adénovirus H101 afin d’empêcher leur réplication dans les cellules saines sans la 
limiter dans les cellules tumorales 138. Cette résistance à l’apoptose peut cependant affecter l’activité oncolytique de certains OV, comme le MV, pour lequel l’implication de la caspase 3 139 et 

dont l’efficacité oncolytique est diminuée dans les lymphomes de cellules B surexprimant la 

protéine anti-apoptotique Bcl-2 140.  Afin d’échapper au système immunitaire, les cellules cancéreuses ont souvent des voies de 
défense antivirale altérées, en particulier la réponse IFN-I 141. Certaines stratégies reposent sur la 

neutralisation de facteurs de virulence qui bloquent la réponse IFN-I afin de limiter la réplication 



Introduction | L’immunothérapie oncolytique 
 

41 
 

virale dans les cellules saines qui ont une réponse IFN-I fonctionnelle, mais pas les cellules 

tumorales, où elle est défaillante. C’est le cas des souches atténuées du MV 142 ou du virus de la 

stomatite vésiculaire (VSV) 143. Enfin, l’échappement au système immunitaire des cellules tumorales grâce à l’immunoediting permet au virus de se répliquer dans un environnement 

immunosuppresseur favorable. 

LA REPONSE INTERFERON DE TYPE I 

La voie IFN-I a un rôle clé dans l’établissement d’une réponse immunitaire antivirale et l’élimination des pathogènes (Figure 8)144. En quelques heures seulement, ce système limite l’infection et contient le pathogène en activant différentes voies de transduction qui aboutissent à 

la production de cytokines et de chimiokines par la cellule infectée, dont de l’IFN-β et des IFN-α. En plus d’alerter le système immunitaire, à travers le recrutement et l’activation de cellules de l’immunité innée et adaptative, ces cytokines provoquent, dans la cellule infectée et les cellules 

voisines, l’expression de nombreux gènes stimulés par les IFN-I (Interferon Stimulated Genes, ISG) 

dont beaucoup présentent une activité antivirale.  L’attachement et l’entrée du virus dans la cellule permettent la reconnaissance de PAMP 
viraux par les PRR 145. Ceux-ci sont composés de plusieurs familles de récepteurs, dont les toll-like 

receptors (TLR), RIG-I-like receptors (RLR) et AIM2-like receptors (ALR). Ils sont situés au niveau des 

membranes et des compartiments endolysosomaux ou bien directement dans le cytosol où ils 

reconnaissent de l’ADN, des extrémités triphosphates l’ARN ou de l’ARN sous forme double brin. Les récepteurs capables de signaler l’infection sont très variables d’un type cellulaire à l’autre et leur diversité permet d’induire une réponse antivirale adaptée aux fonctions de la cellule infectée. Ainsi, lors d’une infection par le MV, toutes les cellules nucléées reconnaissent le matériel génétique du 
virus grâce aux RLR 146–150. Les cellules immunitaires innées comme les DC reconnaissent en plus la 

protéine H virale grâce au récepteur TLR2 151,152 et les pDC reconnaissent l’ARN simple brin viral 
dans le compartiment endolysosomal grâce à leur forte expression de TLR7 52.   Ainsi, dans les cellules non immunitaires, les récepteurs les plus indiqués pour l’induction d’IFN-I en réponse au virus sont ceux capables de reconnaitre le matériel génétique viral 144,145. L’ARN viral est reconnu par les RLR, incluant Retinoic acid inducible gene I (RIG-I, aussi appelé DDX58) qui reconnait l’ARN simple brin exogène tandis que melanoma differentiation associated 

gene 5 (MDA-5) et laboratory of Genetics and Physiology 2 (LGP-2) reconnaissent l’ARN double brin. 
Les virus à ADN sont reconnus par les ALR et la cyclic GMP-AMP (cGAMP) synthase (cGAS). La reconnaissance des ARN et ADN viraux déclenche respectivement l’activation des voies 
Mitochondrial Antiviral Signaling protein (MAVS) et stimulator of IFN genes (STING). Ces protéines 
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recrutent des kinases activant les facteurs de transcription IRF3 et NFκB, déclenchant la production d’IFN-β et de cytokines inflammatoires permettent d’attirer les cellules immunitaires.  

 

Figure 8| La réponse IFN-I. L’ADN ou l’ARN viral sont reconnus par les PRR qui activent la 

signalisation STING ou MAVS. Ces signalisations induisent la translocation nucléaire des facteurs de 

transcription IRF3 et NFκB qui permettent l’expression d’IFN -β ainsi que de quelques gènes stimulés 

par les IFN-I (ISG). IRF7 est activé dans un second temps et permet l’expression d’IFN -α. L’IFN-I est 

sécrété et se fixe sur IFNAR qui conduit à la formation du complexe ISGF3 pour induire l’expression 

d’un panel d’ISG antiviraux accompagnés  de régulateurs négatifs et positifs de la réponse IFN-I. 

Adapté de Grard et al., Front Oncol, 2021 11. IFN, interferon; IFNAR, interferon alpha/beta receptor; 

IRF, interferon regulatory factor; ISG, interferon stimulated genes ; ISRE, interferon stimulated 

response element; JAK, Janus kinase; MAVS , mitochondrial antiviral signaling protein ; PRR, pathogen 

recognition receptor; STAT, signal transducer and activator of transcription ; STING, stimulator of 

interferon genes; TYK, tyrosine kinase. 

Les IFN-I sont la plus grande famille d’interférons, ils sont composés de divers sous-types 

majoritairement représentés par les IFN-α et l’IFN-β 144. Les IFN-α sont codés par 13 gènes donnant 
13 isoformes dont la plus active chez l’homme est l’IFN-α2. L’IFN-β est codé par le gène IFNB1. Les 

IFN-I sont exprimés par toutes les cellules et notamment par les pDC, capables d’en produire des 
quantités très élevées 50. Dans la majorité des cellules, la production d’IFN-I s’effectue en deux 

temps. Dans un premier temps, la reconnaissance du virus induit la dimérisation du facteur de 

transcription IRF3 puis la translocation nucléaire de ce dimère ainsi que de NFκB, permettant leur 

fixation sur le promoteur du gène IFNB1. L’expression de l’IFN-β permet alors l’expression de 
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nombreux autres ISG dont le gène codant pour le facteur de transcription IRF7 153. Son expression 

permet son recrutement en tant que facteur de transcription avec IRF3 et NFκB permettant une boucle d’amplification de la réponse antivirale. Cela conduit, dans un second temps, à la production simultanée d’IFN-α et d’IFN-β. Les pDC expriment constitutivement IRF7 ce qui leur permet de produire très tôt et simultanément l’IFN-β et les IFN-α 50.  

Une fois produits, les IFN-I sont sécrétés par la cellule infectée et se fixent sur leur 

récepteur Interferon-alpha/beta receptor (IFNAR) 144,145. Il s’agit d’un dimère composé des sous-

unités IFNAR1 et IFNAR2 qui est présent sur toutes les cellules de l’organisme. Les IFN-I 

interagissent donc non seulement sur les récepteurs de la cellule infectée, mais aussi sur ceux des 

cellules adjacentes. La fixation de l’IFN-I permet la dimérisation d’IFNAR et rapproche ainsi la 

tyrosine kinase 2 (TYK2) de la Janus kinase 1 (JAK1). Ce mécanisme permet le recrutement de 

STAT2 qui forme alors un hétérodimère avec STAT1, afin d’entrer dans le noyau. Ils s’associent 
avec le facteur de transcription IRF9 et forment ainsi le complexe Interferon-stimulated gene 

factor 3 (ISGF3) qui permet la transcription de plusieurs centaines d’ISG.  L’expression des ISG au terme de cette cascade de signalisation permet de mettre la cellule 
dans un état antiviral 144. Les protéines codées par les ISG agissent sur le virus lui-même en 

bloquant son entrée, sa transcription, sa traduction, sa réplication, son assemblage ou son bourgeonnement. De nombreux ISG n’ont pas d’activités antivirales directes et sont des acteurs 
ou des modulateurs de la réponse IFN-I. D’autres ISG vont promouvoir l’apoptose cellulaire. 
Certains ISG sont activables comme la Protéine Kinase R (PKR). Elle s’active après la 

reconnaissance des structures d’ARN doubles brins et des éléments viraux. La PKR bloque alors 

les synthèses protéiques de la cellule et déclencher rapidement sa mort.  

Deux autres réponses interféron existent. La réponse interféron de type III fait intervenir 

les IFN-λ1/2/3/4 154. L’expression du récepteur aux IFN-III est restreinte aux cellules épithéliales 

et à certaines cellules immunitaires comme les neutrophiles. Ils déclenchent une réponse 

antivirale plus modérée et moins inflammatoire que la réponse IFN-I. La réponse interféron de 

type II est représentée par l’IFN-γ qui est principalement sécrété par les lymphocytes T et les 

cellules NK 155. L’IFN-γ augmente les capacités de présentation d’antigènes des cellules cibles des 
lymphocytes T et des cellules NK, en augmentant leurs voies d’apprêtement d’antigènes, les molécules d’adhésion en surface et l’expression des molécules du CMH.  

LA REPONSE INTERFERON DE TYPE I DANS LE CANCER 

Dans les cellules tumorales, la réponse IFN-I peut s’activer en l’absence d’infection par un 
pathogène. En effet, la tumorigenèse bouleverse de nombreux mécanismes de régulation 

épigénétique et peut par exemple lever la répression transcriptionnelle des régions où se sont 
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intégrés des rétrovirus endogènes 156. Cette déméthylation autorise l’expression de rétrovirus 

sous la forme d’ARN double brin dans le cytoplasme capable d’activer à la fois la signalisation 
MAVS et la PKR qui déclenchent la mort rapide de la cellule tumorale.  Ainsi dans les cellules de 

MPM, la reconnaissance de ces rétrovirus endogènes et l’induction des ISG sont associées à une 

meilleure survie pour le patient 157. De plus, l’instabilité chromosomique et la formation de 
micronoyaux peut conduire à la détection d’ADN nucléaire et mitochondrial par cGAS dans le cytoplasme de la cellule tumorale et l’activation de la réponse IFN-I par la voie STING 158. Cette 

même voie permet aussi de déclencher la réponse IFN-I dans les cellules de l’immunité innée 
phagocytant les cellules tumorales nécrosées 159.  

La réponse IFN-I a une action immunostimulatrice, antiproliférative, anti-angiogénique et 

pro-apoptotique forte qui freine le développement d’une tumeur 141. L’échappement immunitaire et l’oncogenèse conduisent donc souvent à la sélection de clones tumoraux ayant des défauts de 

la réponse IFN-I.  Ainsi, les altérations de cette voie favorisent la transformation maligne, la formation de tumeurs et l’apparition de métastases chez des souris 160–163. Ces défauts se retrouvent dans la reconnaissance d’acides nucléiques viraux, dans les voies de transduction du signal, ainsi que dans la production d’ISG.  
On retrouve dans de nombreux cancers, dont le MPM, une délétion homozygote de la 

partie p21 du chromosome 9 codant pour CDKN2A et les gènes codant les IFN-I 94,164–166.  

Récemment, il a été montré que les délétions de CDKN2A/B et des gènes IFN-I conduisent à un 

mauvais pronostic en supprimant la réponse immunitaire dans l'adénocarcinome du poumon 95. 

Enfin, dans un modèle de cancer pancréatique murin, l’utilisation de la technique molecular 

alteration of chromosomes with engineered tandem elements  (MACHETE) qui permet de faire des 

délétions homozygotes de longueurs variables dans le génome, a mis en évidence que la perte des 

gènes codant les IFN-I provoque l’échappement immunitaire des cellules tumorales et favorise 

l'apparition de métastases 167.   D’autres défauts des acteurs de la voie IFN-I ont été mis en évidence comme la perte d’expression de STING 168,169, la mutation ou la sous-expression de STAT1 170, la perte d’IRF9 171 ou l’épissage alternatif d’IRF3 172. En outre, l’expression de certains oncogènes comme KRAS, MYC 

ou HER2 sont capables de réguler négativement l’expression de la réponse IFN-I 173,174. Il existe 

donc lors du développement tumoral une pression qui tend à inactiver la réponse IFN-I de 

différentes façons.  

Les virus oncolytiques profitent de ces défauts pour se répliquer dans les cellules 

tumorales. Ainsi la sensibilité du MPM à la souche vaccinale du MV ou au VSV s’explique par les 
défauts de la réponse IFN-I 142,175.  
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LA MORT IMMUNOGENE INDUITE PAR LES OV 

La réplication virale dans les cellules cancéreuses exerce un effet oncolytique direct en 

entraînant la mort des cellules tumorales et s’accompagne d’une désorganisation du TME 122,124. 

Cette lyse est particulièrement immunogène et induit une réponse immunitaire systémique 

dirigée contre le virus, mais aussi contre la tumeur. 

INDUCTION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE INNEE 

La mort cellulaire immunogène des cellules infectées permet le recrutement massif et l’activation des cellules immunitaires innées telles que les monocytes, les neutrophiles, les 

macrophages, les NK et les DC (Figure 9)122.  Elle se caractérise par l’expression et la libération de DAMP. Parmi eux, le relargage d’ATP permet le recrutement de DC.  L’exposition de calréticuline 

à la surface des cellules tumorales infectées agit comme un signal de phagocytose pour les 

macrophages et les DC.  La sécrétion de cytokines comme le TNF-a ou les IFN-I, et la libération d’HMGB1 activent la maturation des DC 122. De nombreux PAMP sont également libérés et sont 

alors reconnus par les PRR des cellules de l’immunité innée, contribuant à leur activation 176. Enfin, des TAA sont libérés et capturés par les DC qu’elles utilisent ensuite pour activer la réponse 
immunitaire adaptative. Les cellules infectées surexpriment aussi des ligands activateurs de NK 

qui exercent alors leur effet cytotoxique via TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL), le relarguage de perforine et de granzyme et l’engagement de leur récepteur NKp30/44. 
 De plus, la mort cellulaire immunogène permet la libération de cytokines pro-

inflammatoires et de chimiokines par les cellules tumorales et celles de leur TME 177. La présence 

de signaux de dangers issus de la réplication virale conduit notamment à la sécrétion d’IFN-I qui soutient l’établissement de la réponse immunitaire innée 141,178. Ils permettent le recrutement de 

neutrophiles, de DC et de macrophages qui produisent à leur tour des cytokines inflammatoires, dont de l’IFN-I (ainsi que de l’IL-12 pour les DC et les neutrophiles et de l’IL-1β, du TNF-α et de l’IL-18 par les macrophages), qui favorisent le recrutement d’autres cellules de l’immunité innée. Sous l’influence de signaux comme l’IFN-I, l’IFN-γ, l’IL-12 et l’intégrine CCN1/B1, les neutrophiles 
et les macrophages exercent une action cytotoxique à la fois antitumorale et antivirale en 

exprimant TRAIL et des métabolites toxiques tels que les ROS. Ils soutiennent également l’activation des lymphocytes T en présentant des antigènes. Leur production d’IFN-I permet d’améliorer la survie des lymphocytes T tout en limitant l’activité des Treg. 
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Figure 9| Activation de la réponse immunitaire dirigée contre les cellules cancéreuses par les virus 

oncolytiques. (A) La mort immunogène des cellules tumorales induite par la réplication virale (B) 

recrute de cellules de l’immunité innée et permet la sécrétion de nombreuses cytokines attirant de 

nouveaux effecteurs immunitaires. (C) L’expression de DAMP comme la calréticuline à la surface des 

cellules tumorales permet leur phagocyte par les cellules de l’immunité innée. Ces cellules 

présenteront les antigènes de tumeurs aux lymphocytes T (LT) et ( D) exercent une réponse 

antitumorale. (E) Les cytokines libérées par la lyse tumorale permettent la maturation des cellules 

dendritiques (DC). (F) Les DC migrent dans les nœuds lymphatiques ( G) ou elles réalisent le priming 

des lymphocytes T (LT). (H) Les LT migrent jusqu’au site tumoral où (I) ils exercent leur action 

cytotoxique. ATP, Adénosine triphosphate ; CCR7, C-C motif chemokine receptor 7 ; CMH, complexe 

majeur d’histocompatibilité (HLA) ; FasL, Fas ligand ; HMGB1, high mobility group protein B1  ; Hsp70, 

heat shock protein 70  ; IFN, interféron ; IL, interleukine ; ROS, espèce réactive de l’oxygène  ; TNF, 

tumor necrosis factor ; TRAIL, TNF-related apoptosis inducing ligand.  

Les IFN-I permettent, en outre, la maturation des DC et favorisent leur migration jusqu’aux 
ganglions lymphatiques 141. Ils améliorent également la cytotoxicité des NK et des lymphocytes CD8 en augmentant l’expression de perforine et de granzyme B. De plus, leur présence dans le 

TME favorise l’expression de CMH-I par les cellules et accentue ainsi la réponse adaptative contre 

la tumeur. Cependant, la sécrétion d’IFN-I met également en place de nombreux mécanismes de rétrocontrôle immunitaire et induit notamment l’expression de PDL1 qui peut limiter l’activité antitumorale de l’immunité adaptative 179.  
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Ainsi, lors de la lyse des cellules tumorales infectées par des réovirus, celles-ci libèrent de l’ARN double brin typique de ce génome viral 180. Leur reconnaissance par la PKR des DC induit 

leur maturation et le relargage de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (IFN-α, IL-12, TNF-α et IL-6). L’infection avec le virus de la rougeole (MV) active, quant à elle, les RLR et TLR des DC 

52,146. Elles sécrètent alors de l’IFN-α, ce qui leur permet d’acquérir des fonctions cytotoxiques à travers l’expression de TRAIL. 
INITIATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE ADAPTATIVE 

Une fois au site tumoral, les DC phagocytent les cellules infectées et capturent les TAA 

122,178. Leur maturation induit une diminution de leur activité phagocytaire et une augmentation de leur capacité d’apprêtement et de présentation des antigènes. Elles surexpriment en outre des 

marqueurs d’activation comme CD83, de molécules d’adhésion comme CD54 (ICAM-1) ou CD58 

(LFA-3) et des récepteurs de costimulation tels que CD80 et CD86. De plus, elles perdent l’expression de leurs récepteurs de recrutement tumoral en faveur de récepteurs chimiokiniques 

spécifiques des organes lymphoïdes secondaires, tel que CCR7. Elles migrent alors dans ces 

organes, vers la source de CCL19 et CCL21, pour y présenter les antigènes du TME aux 

lymphocytes T et B. Ainsi, la mort immunogène induite par la réplication du MV induit la 

maturation des DC et la présentation croisée des antigènes associés aux tumeurs aux lymphocytes 

T CD8+ naïfs 52,181,182. Ce mécanisme est également observé lors de la mort immunogène induite par d’autres virus comme les parvovirus ou réovirus 180,183.  Le contexte cytokinique et la présentation d’antigènes par les DC activent les lymphocytes 
T CD4 et CD8 qui migrent vers le site tumoral grâce à la présence de CXCL9, CXCL10 et CXCL11 123. 

Ceux-ci exercent une activité cytotoxique contre les cellules tumorales exprimant les TAA 181,184.  

De plus, notre équipe a montré dans le mélanome que les TAA libérés dans le TME lors d’une 
infection avec un OV peuvent être internalisés par des cellules tumorales adjacentes qui sont ainsi 

reconnues par les lymphocytes T CD4 effecteurs spécifiques des TAA 185. L’activité cytotoxique des lymphocytes s’exerce en déversant des granules cytotoxiques contenant de la perforine et du 

granzyme B dans les synapses immunologiques formées avec les cellules exprimant le complexe 

CMH/peptide qu’ils reconnaissent. Ils induisent également l’activation de voies apoptotiques dans 
ces cellules en exprimant FasL et le TNF-α qui se lient respectivement au récepteur CD95 (Fas) et 

au TNF-receptor (TNFR)1/2. Enfin, la sécrétion cytokinique des lymphocytes T renforce le recrutement d’autres cellules immunitaires.  

MODULATION DU MICROENVIRONNEMENT TUMORAL PAR LES VIRUS ONCOLYTIQUES 

L’induction de l’inflammation locale par les OV permet ainsi le recrutement de cellules de l’immunité innée 186 et de lever le phénotype immunosuppresseur qu’elles acquièrent dans le TME 
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187,188. De plus, l’activité oncolytique des OV est capable d’augmenter localement l’infiltrat 
lymphocytaire et conduit à l’expansion de clones spécifiques de TAA 189,190. Cette réponse 

adaptative antitumorale permet alors la régression des tumeurs injectées avec le virus, mais aussi de métastases distantes du site d’injection 191,192. Il semble alors que l’activité oncolytique des OV 
ne repose pas tant sur l’effet oncolytique direct qu’ils induisent par leur réplication abondante 
dans les cellules tumorales, mais plutôt sur leur capacité à lever l’immunosuppression du TME. 

Par exemple, la déplétion de cellules de l’immunité innée chez la souris limite l’activité oncolytique d’un MV modifié 193. De plus, dans un autre modèle murin, des injections systémiques répétées de 

VSV sont plus efficaces qu'une seule injection, alors que la réplication virale est fortement limitée 

lors de la seconde administration 194. En effet, les monocytes recrutés sur le site tumoral lors de 

l’injection initiale capturent les virions de la seconde injection et modulent le TME en levant l’activité antivirale des neutrophiles tout en favorisant le recrutement de lymphocytes T ce qui a pour conséquence d’améliorer la survie des souris.  Ainsi, l’inflammation locale déclenchée par les OV permet le basculement de l’environnement immunosuppressif tumoral vers un microenvironnement attirant les différents 
effecteurs immunitaires. Afin d’améliorer encore cet effet, les OV sont parfois modifiés pour 

produire des transgènes au potentiel immunomodulateur 123,195. À cette fin, beaucoup d’OV de 

première génération exprimaient le GM-CSF. Les virus plus récents expriment plutôt d’autres 
cytokines pro-inflammatoires comme de l’IL-12ou de l’IL-15. Pour attirer les effecteurs 

immunitaires, les OV peuvent également exprimer des chimiokines comme CXCL9, CXCL10 ou CXCL11. D’autres stratégies cherchent à lever l’immunosuppression en faisant produire aux OV 

des inhibiteurs du TGF-β, des ligands capables d’induire la lyse des TAM ou des inhibiteurs de 

points de contrôle immunitaire. Enfin, pour améliorer la reconnaissance des cellules tumorales 

par les lymphocytes T, les OV peuvent être armés avec des bispecific T cell engager (BiTE) ou des antigènes de tumeurs, comme c’est le cas pour le MV-NY-ESO-1 que nous avons étudié dans l’équipe 196. 

LES VIRUS ONCOLYTIQUES EN CLINIQUE 

La richesse et la complémentarité des mécanismes mis en place par les OV pour remodeler 

le TME en font des outils particulièrement intéressants pour le traitement de tumeurs avec un 

TME immunosuppressif. Contrairement aux IPCI ou aux drogues qui ne ciblent qu’une seule 
molécule, leur activité est la conséquence de plusieurs effets qui s’exercent en parallèle. En effet, ils relarguent des TAA lors de la lyse tumorale, induisent l’immunité innée, promeuvent l’infiltration immunitaire au site tumoral, améliorent la reconnaissance et l’activité cytotoxique 
des cellules immunitaires, renversent l’activité tolérogène du TME. De plus, ce sont d’excellents 
vecteurs permettant l’expression d’autres agents thérapeutiques directement sur le site tumoral.  
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Trois OV sont aujourd’hui autorisés pour une utilisation clinique. Le premier à avoir été mis 
sur le marché est l’adénovirus H101 (Oncorine) qui est utilisé en combinaison avec une 

chimiothérapie pour le traitement des cancers squameux de la tête et du cou ou de l’œsophage 138. 

Malgré son autorisation en Chine depuis 2005, les données relatives à son utilisation clinique et la survie des patients n’ont jamais été publiées.  En 2015, le talimogene laherparepvec (T-VEC, Imlygic) 

a été le premier virus autorisé aux États-Unis et en Europe. Il s’agit d’un alphaherpesvirus humain 1 

(HSV-1) avec une délétion des gènes RL1 codant ICP34.5 et US12 codant ICP47 pour respectivement 

sensibiliser le virus à la réponse IFN-I et l’empêcher d’inhiber la présentation d’antigènes par la 
cellule infectée 197. Ce virus exprime également le GM-CSF supposé stimuler la réponse immunitaire. 

Ce virus est autorisé pour une administration intratumorale dans le mélanome métastatique non 

résécable. Récemment, l’HSV-1 G47Δ (teserpaturev, Delytact), a obtenu une autorisation temporaire d’utilisation au Japon pour le traitement du glioblastome récidivant 198. En plus des gènes RL1 et 

US12 ce virus est également dépourvu du gène UL39 qui code pour une enzyme impliquée dans la synthèse d’ADN. 
Les premières données d’utilisation des OV confirment la sécurité de l’approche, mais 

suggèrent que leur efficacité en monothérapie est limitée 123,199. Ainsi, malgré l’efficacité du T-VEC 

dans un essai clinique de phase III 200,201, les résultats obtenus depuis sa mise sur le marché 

montrent un rôle systémique limité avec un taux faible de régression des lésions non injectées 202. Afin d’améliorer l’efficacité des OV, de nombreuses combinaisons sont envisagées à des stades 

précliniques ou cliniques impliquant la chimiothérapie, la radiothérapie203, différentes drogues  

204,205, le transfert adoptif de cellules206, ou l’immunothérapie. Ces approches sont abordées et 
discutées dans la revue de Danni Lin 123. Jusqu’à présent, l’approche la plus prometteuse semble être 
la combinaison avec des immunothérapies. Par exemple, la combinaison d’anti-PD1 avec le T-VEC améliore l’efficacité du virus dans le mélanome métastatique 207. Le T-VEC est capable d'attirer sur 

le site tumoral des lymphocytes T CD8 sensibles à l’inhibition de l’axe PDL1/PD1 189  suggérant que 

les patients ne répondant pas aux anti-PD1 en monothérapie pourraient être sensibles à la 

combinaison d’anti-PD1 avec le T-VEC. Cependant, un essai clinique de phase III dans le mélanome 

métastatique non résécable n’a pas montré d’amélioration de la survie des patients  grâce à cette 

combinaison par rapport aux anti-PD1 seuls 208. Cet essai n’a toutefois pas été ciblé sur les patients 

ne répondant pas aux anti-PD1.  

Six essais cliniques ont été menés dans le cadre du MPM (Tableau 1). Ce sont des tumeurs 

facilement accessibles et qui permettent au virus d’être administré en intra-tumoral ou en intra-

pleural. Il s’agit d’études de phases I ou II ciblant différents cancers solides. Les résultats de ces 

essais montrent notamment un remodelage du TME du MPM vers un phénotype moins immunosuppresseur. Ainsi l’utilisation d’un adénovirus codant pour le GM-CSF améliore 
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l’infiltration immunitaire et polarise les macrophages tumoraux vers un phénotypes pro-

inflammatoires 209, tandis que l’utilisation d’un HSV-1 induit une réponse immunitaire antitumorale 

210.   

Tableau 1| Essais cliniques de phase I/II du MPM 

Virus N Administration Combinaison Pays Etat Référence 

MV-NIS 15 Intrapleurale 
Pémétrexed et 

cisplatine 
Etats-Unis Terminé NCT01503177 

HSV1716 

(HSV-1) 
12 Intrapleurale 

Pémétrexed et 

cisplatine 

Royaume-

Uni 
Terminé NCT01721018 210 

ONCOS-102 

(Adénovirus 5/3) 
31 Intratumorale 

Pémétrexed et 

cisplatine/carboplatine 

France, 

Espagne 
Inconnu NCT02879669 209 

Tbio-6517 

(VV, Copenhague) 
27 

Intratumorale / 

intraveineuse 
Pembrolizumab Etats-Unis En cours NCT04301011 

T3011 

(HSV-1) 
74 Intraveineuse - Chine En cours NCT05598268 

H101 

(Adénovirus 5) 
15 

Intratumorale / 

Intrapleurale 
inhibiteur de PD-1 Chine En cours NCT06031636 

HSV, alphaherpes virus humain ; MV, virus de la rougeole ; N, nombre de patients ; NIS, symporteur d’iodure de 

sodium ; PD-1, Programmed cell Death 1 ; VV, virus de la vaccine 

Du côté préclinique, plusieurs grands axes sont envisagés pour améliorer la prise en charge 

thérapeutique avec les OV 211. La plupart soulignent l’importance d’une meilleure caractérisation chez l’humain de la réponse immunitaire qu’ils induisent. Celle-ci permettra d’améliorer l’activité oncolytique des OV en les combinant avec d’autres thérapies ou en leur faisant exprimer différents 
transgènes améliorant la réplication virale ou modulant plus finement la réponse immunitaire. 
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LE VIRUS DE LA ROUGEOLE 

De nombreuses études s’intéressent aux souches atténuées du virus de la rougeole (MV, 

measles virus) pour traiter les cancers, dont le MPM 212,213. Ces souches possèdent un très bon profil d’innocuité avec un recul de plus de 60 ans de vaccination 214. Elles démontrent 

spontanément un fort potentiel lytique et immunostimulateur dans les tumeurs et peuvent être 

facilement modifiées génétiquement pour optimiser leur efficacité avec une grande capacité d’insertion de gènes étrangers 195.  

LA ROUGEOLE 

Le MV est un virus particulièrement contagieux à l’origine de la rougeole. Une seule 
personne infectée peut générer entre 12 et 18 nouveaux cas de rougeole dans une population non 

vaccinée 215. Heureusement, un vaccin très peu couteux et efficace existe depuis 1965 214,216. Il est 

utilisé en France depuis les années 1980 et a permis de réduire drastiquement le nombre de cas de rougeole, l’incidence en 1987 étant de 546 000 cas 217 pour 15 cas déclarés en 2022 218. Les premiers symptômes de la rougeole apparaissent 8 à 12 jours après l’exposition au virus et comprennent une forte fièvre, une toux, une perte d’appétit, une rhinorrhée ainsi que des 

taches de Koplick plus ou moins marquées dans la bouche 215. Plus tardivement, des éruptions 

érythémateuses, caractéristiques de la rougeole, apparaissent sur la totalité du corps. Ces 

symptômes durent environ sept à dix jours. Le MV, en infectant les cellules immunitaires, induit 

également une immunosuppression pouvant durer plusieurs mois laissant le champ libre à des 

infections opportunistes de gravités variables 219. Celles-ci sont responsables de la plupart des 

décès liés à la maladie, en particulier chez les enfants et les patients souffrant de malnutrition. Le 

reste des décès est imputable à des complications neurologiques. 

STRUCTURE ET GENOME VIRAL 

Le MV est un petit virus enveloppé de la famille des Paramyxoviridae du genre Morbillivirus 

215. Son génome est constitué d’un ARN simple brin linéaire négatif non segmenté, d’une taille de 
15,9kB, contenant 6 gènes codant pour 8 protéines (Figure 10). L’ARN est contenu dans un 

complexe ribonucléoprotéique (RNP) où le génome viral est empaqueté par la nucléoprotéine (N), 

qui le protège des nucléases, et est associé à la protéine large (L) et la phosphoprotéine (P) qui est 

un facteur de processivité de la protéine L. Le complexe protéique formé par L et P joue un rôle d’ARN polymérase. À ce complexe est fixée la protéine de matrice (M) qui provoque la courbure d’une membrane lipidique dérivée de la membrane cellulaire dans laquelle sont ancrées deux glycoprotéines : la protéine de fusion (F) et l’hémagglutinine (H). Les deux autres protéines, V et 

C, codées par le gène de la protéine P, sont des facteurs de virulence permettant au MV d’échapper 
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à la réponse immunitaire innée et de retarder l’apoptose. La protéine C sert également à la 
régulation de la réplication virale en améliorant l’efficacité de la polymérase 148. 

 

Figure 10| Le virus de la rougeole (MV). (A) Structure du virion : les 6 protéines N, P, M, F, H, L, 

définissent l’architecture du virus. (B) Génome du MV, les 8 protéines du MV sont codées par  6 gènes 

portés par un ARN simple brin linéaire négatif. La transcription s’effectue de 3’ en 5’ en suivant un 

gradient de la protéine N à la protéine L, c’est -à-dire que l’expression des protéines en 3’ sera plus 

précoce et abondante que celles en 5’. Les  facteurs de virulence V et C sont respectivement produits 

grâce à un épissage alternatif et un changement du cadre de lecture du gène P.  

TROPISME 

La contamination par le MV s’effectue par contact direct ou par l’air et se propage le long de l’appareil respiratoire. Le MV infecte d’abord les cellules immunitaires avant les cellules 
épithéliales. La protéine virale H se fixe au récepteur Signaling Lymphocytic Activation Molecule 

(SLAM, aussi appelé CD150), présent sur les macrophages, les cellules dendritiques et les 

lymphocytes B et T activés 220. Les macrophages alvéolaires et les DC résidentes infectés migrent 

alors jusqu’aux ganglions lymphatiques où le virus peut se répliquer, infecter les lymphocytes B et T, puis se disséminer dans l’hôte grâce à ces derniers 215. Lors de cette propagation de l’infection, 
les virus produits peuvent infecter les cellules épithéliales des voies respiratoires en se liant à la 

molécule de surface nectin-4 exprimée sur leur face basale 221. La mort de ces cellules déclenche 

une toux intense avec projection de gouttelettes contaminées hautement contagieuses qui permet de disséminer le virus à d’autres hôtes 215.   

Le MV est également capable d’infecter les cellules neuronales 222–225 par des mécanismes encore mal définis dont l’exploration est un sujet central de la recherche actuelle sur le MV. En 

effet, ce tropisme entraîne des complications neurologiques létales 215,226,227, comme la measles 

inclusion-body encephalitis (MIBE) et la subacute sclerosing panencephalitis (SSPE). A ce jour, 

aucun des récepteurs connus de la souche sauvage du MV n’est présent dans le système nerveux 
central et la dissémination du virus semble reposer sur l’apparition de mutants aux propriétés 
hyperfusogènes 228,229. Plusieurs études ont ainsi montré l’acquisition de mutations dans les gènes codants pour la protéine de matrice, la protéine de fusion et l’hémagglutinine virale pouvant 
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expliquer la propagation virale 226. En effet, les mutations « pertes de fonctions » du gène M 

limitent la capacité du virus à bourgeonner mais peuvent favoriser sa réplication car la protéine 

M exerce normalement un rétrocontrôle négatif sur l’activité de la polymérase virale. De plus, les 

mutations de M favorisent l’apparition de mutations dans le gène de la protéine H 230 ainsi que 

dans le domaine intracytoplasmique de la protéine F 231,232, permettant au MV d’acquérir des 

propriétés hyperfusogènes qui facilitent sa dissémination malgré le bourgeonnement limité du 

virus 229. Différentes hypothèses expliquent la dissémination du MV dans le système nerveux 

central par la liaison avec un récepteur inconnu de basse affinité 226,227, le transfert de cytoplasme 

induit par nectin-4 233, des microfusions impliquant la liaison de F avec le récepteur Neurokinin-

1 au niveau des synapses 234 ou faisant intervenir les molécules d’adhésion cellulaires CADM1 et 
CADM2 235–237.  Ainsi, les mécanismes sous-tendant le tropisme neuronal du MV ne sont pas 

pleinement élucidés mais ce domaine de connaissances est en pleine expansion. 

CYCLE REPLICATIF DU MV L’entrée du MV dans une cellule fait suite à l’interaction d’un dimère de la glycoprotéine H 

avec les récepteurs d’entrée virale (Nectin4 et CD150 ainsi que CD46 pour la souche vaccinale) 
présent à la surface de la cellule hôte (Figure 11) 215,238. Cette interaction induit une modification 

du dimère qui se lie à la protéine F, permettant un changement de sa conformation et son 

activation. Elle permet la fusion de la membrane virale avec la membrane cellulaire et la libération 

du complexe ribonucléoprotéique dans le cytoplasme. Les protéines F et H qui restent en surface 

de la cellule hôte, ainsi que celles nouvellement produites interagissent avec les récepteurs d’entrée présents sur les cellules voisines. La fusion qui en découle permet l’obtention d’une 
structure cellulaire multinucléée appelée syncytia, caractéristique d’une infection par le MV, qui 

facilite la propagation virale.  

Dans le complexe ribonucléoprotéique, la nucléocapside sert de matrice pour la 

transcription et la réplication qui sont réalisées par le complexe ARN polymérase ARN dépendante 

(RdRp), formé par les protéines P et L 238.  

Lors de la transcription, le complexe RdRp se lie au génome encapsidé au niveau du promoteur 3’ 215,238. Il transcrit ensuite tous les ARNm viraux avec une efficacité décroissante en 

reconnaissant les signaux de démarrage et d'arrêt encadrant les gènes viraux. Les ARN messagers 

sont coiffés et polyadénylés par la protéine L pendant leur synthèse. Ces ARN messagers sont 

traduits en protéines virales en s’associant aux ribosomes de la cellule hôte. L’ARN viral permet également à la synthèse d’un brin d’ARN complémentaire positif qui 
sert de matrice pour la réplication du nouveau génome viral 215,238. La réplication commence probablement lorsque suffisamment de protéine N a été produite pour pouvoir encapsider l’ARN 
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génomique immédiatement après sa synthèse. Le complexe RdRp réplique alors l'ensemble du 

génome viral sans reconnaître les signaux transcriptionnels, et l’ARN répliqué n'est ni coiffé ni 
polyadénylé.  

 

Figure 11| Cycle de réplication du MV. Le MV se lie à son récepteur (A) pour fusionner (B) avec la 

membrane cellulaire. L’ARN viral simple brin négatif est alors transcrit (C) en ARN messagers par la 

protéine L qui sont ensuite traduits (D) en protéines grâce aux ribosomes cellulaires. La réplication 

(E) de l’ARN viral passe par un intermédiaire ARN simple brin positif qui sert de matrice pour la 

production de nouveaux ARN simples brins négatifs. Ces ARN sont ensuite assemblés (F) avec les 

nouvelles protéines pour former des virions qui quittent la cellule par bourgeonnement (G) ou se 

propagent à travers le syncytia (H-I) formé grâce aux protéines H et F.  

Une fois la réplication terminée, le complexe ribonucléoprotéique nouvellement formé s’assemble avec la protéine de matrice (M) sous la membrane plasmique et bourgeonne pour 

relarguer les nouveaux virions  238. Ils pourront alors infecter d’autres cellules.  
LA SOUCHE VACCINALE DU MV 

Le MV fut isolé pour la première fois en 1954 chez un patient nommé Edmonston, qui 

donna son nom à la souche virale 239. Ce virus fut ensuite cultivé successivement sur des cellules 

rénales, des cellules embryonnaires et des cellules de la membrane amniotique humaine permettant en 1963 l’obtention du premier vaccin atténué contre la rougeole 216. Ce vaccin était toutefois très réactogène. C’est pourquoi il subit à nouveau des passages successifs sur différents 
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types de cellules animales et humaines. Ceux-ci permirent la génération de plusieurs souches 

vaccinales non pathogènes ayant conservé leurs propriétés immunogènes comme la souche 

Schwarz 240,241. Cette souche atténuée du virus sert à vacciner contre la rougeole dans le vaccin 

ROR (rougeole, oreillon, rubéole) commercialisé sous le nom de Priorix. Sa production est 

relativement aisée et peut être réalisée avec un titre viral élevé pour son utilisation en 

immunothérapie.  

La souche vaccinale Schwarz est particulièrement bien caractérisée avec 42 mutations 

dans son génome qui diffèrent de la souche sauvage 240. Le génome non segmenté du MV est stable et contrairement à d’autres virus à ARN présente un très faible risque de mutation (4/10000 
bases) 242. Cela rend très peu probable un retour à une forme pathogène du virus, qui n’a d’ailleurs 
jamais été observé.  

Dans les années 1960-70, des patients souffrant de leucémies ont vu leur état s’améliorer 
après avoir contracté la rougeole 121. L’excellent profil de sécurité de la souche vaccinale a permis d’envisager son utilisation en immunothérapie oncolytique. Il a alors été montré par notre équipe et par d’autres, que ces souches présentaient des capacités oncolytiques spontanées contre 
différents cancers tout en épargnant les cellules saines. De plus, la réplication virale dans les 

cellules tumorales conduit à une mort immunogène qui déclenche une forte réponse antitumorale. 

Enfin, le génome du MV est facilement modifiable, permettant ainsi de lui faire exprimer différents 

transgènes permettant de suivre sa réplication, de coder pour des molécules thérapeutiques, d’améliorer sa spécificité pour les cellules tumorales, ou de potentialiser son action 

immunomodulatrice 195. 

MECANISMES DE SENSIBILITE DES CELLULES TUMORALES AU MV 

SUREXPRESSION DES RECEPTEURS D’ENTREE DU MV  L’utilisation des souches atténuées du MV comme virus oncolytique fait suite à la mise en 

évidence de la permissivité des cellules tumorales à sa réplication. Cette activité oncolytique 

spontanée a initialement été attribuée à une meilleure entrée du virus dans les cellules tumorales 

125. Au cours des nombreux passages cellulaires de la souche vaccinale, celle-ci a acquis une mutation qui permet à la protéine H d’interagir avec le récepteur CD46 en plus des récepteurs 

CD150 et nectin-4 243. Le récepteur CD46 est un régulateur négatif de la lyse médiée par le 

complément, présent sur toutes les cellules humaines, mais qui est souvent fortement surexprimé 

par les cellules tumorales pour résister à la lyse provoquée par le complément. Le récepteur 

nectin-4 est, quant à lui, surexprimé dans l’adénocarcinome pulmonaire ou colique, ainsi que dans 
les cancers ovariens et du sein 212. Dans le MPM, l’infection par la souche vaccinale du MV dépend principalement de l’expression de CD46 plutôt que de nectin-4 et de CD150 137.  En conséquence, 
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la sélectivité du MV pour les cellules tumorales a d’abord été attribuée à la surexpression du 

récepteur CD46 sur ces dernières 125. Ce lien semble toutefois dépendre du cancer étudié. Notre 

équipe a montré dans le MPM et le mélanome, que l’activité oncolytique du MV ne dépendait pas 

du niveau d’expression de CD46 142,244 alors qu’elle semble corrélée à l’expression de ce récepteur 

dans le myélome 127. 

ALTERATIONS DE LA REPONSE ANTIVIRALE De nombreux travaux, dont ceux de l’équipe dans laquelle j’ai effectué ma thèse, ont 

montré que la sélectivité de la souche vaccinale du MV était principalement déterminée par les 

défauts de la réponse antivirale IFN-I des cellules cancéreuses 94,142,244–247. Les lignées tumorales ne présentant pas ces défauts étaient insensibles à l’action oncolytique du MV, y compris avec une 

expression de CD46 très élevée. Cette sélectivité découle de l’incapacité des souches atténuées du 
MV à bloquer les défenses cellulaires antivirales médiées par la réponse IFN-I. 

Sensibilité de la souche vaccinale à la réponse IFN-I 

Dans la cellule tumorale, le MV est reconnu par les PRR, en particulier Rig-I, Mda5 qui 

déclenchent une réponse pro-inflammatoire et antivirale 151. L’analyse transcriptomique de 
lignées de glioblastome infectées avec le MV montre une augmentation de l’expression de Rig-I, 

ainsi que d'IFNB1, STAT1 et d’ISG tels que l’ISG15, les MX dynamin like GTPase 1  (MX1) et MX2 et 

les 2’-5’-oligoadenylate synthase 1 (OAS1) et OAS2 capables de limiter la réplication virale 248.  

Bien que les ISG capables d’inhiber complètement le MV soient encore assez mal décrits, 

quelques-uns ont été mis en évidence et interviennent aux différentes étapes du cycle réplicatif viral. Par exemple, l’entrée du MV est limitée par la présence de l’interferon induced 

transmembrane protein 1 (IFITM1) qui modifie la fluidité de la membrane de la cellule en jouant 

sur ses composés lipidiques. Ainsi, il a été montré qu’une augmentation d’IFITM1 diminue la 

réplication virale 245. De même l’expression de la Guanylate Binding Protein 2 and 5 (GBP2/5) 

inhibe la réplication du MV en inhibant l’activité de la Furine, une enzyme indispensable à la formation de l’enveloppe du virus 249. L’augmentation de l’expression de la cytidine déaminase 

apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit 3G (APOBEC3G) est également capable de 

limiter la production de nouveaux virions 250. Cette enzyme induit la surexpression de  DNA 

Damage inducible transcript 4 (DDIT4, aussi appelé REDD1) ce qui impacte le métabolisme 

cellulaire et conduit entre autres à un arrêt de la traduction 251. Elle permet également la 

surexpression de KDEL endoplasmic reticulum protein retention receptor 2 (KDELR2) qui limite la 

disponibilité des protéines chaperonnes de la cellule pour empêcher le repliement et le transport 

des glycoprotéines H et F virales à la membrane 252. L’expression de la vipérine dans les cellules 

tumorales permissives à la réplication du MV empêche quant à elle le bourgeonnement du virus 
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253. Tandis que la tethérine peut empêcher la formation de syncytia en se liant à la glycoprotéine 

H du MV 254.  

Dans toutes ces études, l’inhibition médiée par les ISG étudiés est partielle, suggérant que l’action combinée de plusieurs ISG est nécessaire pour inhiber totalement la réplication du MV. Cette hypothèse est soutenue par l’étude de Shoggins et al en 2014 qui évaluait l’effet de plus de 
350 ISG sur 14 virus 255. L’activité du MV était réduite par des régulateurs de PRR comme 

Tripartite motif-containing protein 25 (TRIM25), des facteurs de transcription tels que IRF2 ou 

encore des enzymes responsables de modifications de bases ou régulant la production de protéines virales. Toutefois, à l’inverse des autres virus étudiés, aucun de ces 350 ISG n’est capable d’inhiber à lui seul plus de 50% de la réplication du MV. Cela confirme que l’action combinée de 
plusieurs de ces ISG est nécessaire pour stopper totalement la réplication du MV.  

La souche sauvage pathogène du MV utilise 3 protéines codées par le même gène, les 

protéines P, V et C, pour contourner la réponse IFN-I 256,257. Elles agissent en amont de la production d’interféron, mais aussi sur la cascade de signalisation après le récepteur IFNAR. La 

protéine V régule négativement l’action des RLR, qui ne peuvent pas déclencher la voie de signalisation MAVS. Elle agit également en empêchant l’activité transcriptionnelle des facteurs 

IRF3, IRF7 et NFκB et ainsi la production d’IFN-I. Enfin, elle inhibe la transduction du signal après 

IFNAR en interagissant avec JAK1, STAT1, STAT2 et le facteur de transcription IRF9. La protéine 

P régule négativement NFκB et empêche la phosphorylation et donc la translocation nucléaire de STAT1. La protéine C est capable de bloquer l’activation de la PKR, d’inhiber l’expression des gènes 
dépendants de NFκB en se liant à sa sous-unité p65 et de bloquer l’activité du promoteur du gène 
IFNB1 dans le noyau indépendamment d’IRF3. L’atténuation de la souche vaccinale par rapport à la souche sauvage du MV s’explique en grande partie par l’inactivation fonctionnelle de ces facteurs de virulence 240,258,259. Les diverses 

mutations des gènes P, V et C rendent la souche vaccinale du MV incapable de limiter l’expression 
des ISG des cellules saines et favorisent sa réplication dans les cellules tumorales ayant des 

altérations de la voie IFN-I. 

L’action oncolytique du MV dépend des défauts de la réponse IFN-I  

En 2015, Carole Achard a étudié la sensibilité à la souche vaccinale du MV de 22 lignées de 

MPM (Figure 12). Elle a montré que sept d’entre elles possèdent une réponse IFN-I fonctionnelle 

qui contrecarre la réplication du virus 142. Les cellules saines (fibroblastes, cellules bronchiques, 

endothéliales et mésothéliales) inhibent, par cette même voie, la réplication du virus. En revanche, 

15 lignées sont permissives à la réplication du MV, dont 11 lignées qui ne produisent pas d’IFN-I 

en réponse au MV. L’ajout d’IFN-I exogène sur ces cellules permet d’inhiber la réplication virale. 
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Des résultats similaires ont été observés in vitro sur une collection de 13 lignées de mélanome 244 

ainsi que dans des lignées tumorales de sarcomes 246. À l’inverse, l’inhibition de la signalisation 
après IFNAR par le ruxolitinib, a permis de sensibiliser les cellules saines ainsi que les cellules 

tumorales de mélanome et de MPM à la souche vaccinale du MV 94,244. Dans l’étude de Carole 
Achard, les 4 lignées permissives à la réplication du MV, mais capables de produire de l’IFN-I 

expriment également l’ISG Mx1 en réponse au virus, indiquant que la cascade de transduction 

après le récepteur IFNAR est fonctionnelle. Il est cependant possible que certains ISG nécessaires à l’inhibition de la réplication du MV soient absents ou non exprimés dans ces lignées, les rendant 

partiellement sensibles à l’action oncolytique du MV.  

 

Figure 12| Défauts de la réponse IFN-I dans le MPM permettant l’action oncolytique du MV.  IFN, 

interféron ; IFNAR, interferon-alpha/beta receptor ; ISG, interferon stimulated genes  ; MV, virus de 

la rougeole. 

 D’autres équipes ont confirmé depuis l’influence majeure de cette réponse antivirale sur l’activité oncolytique du MV. En ajoutant progressivement des mutations oncogéniques dans des 

cellules souches mésenchymateuses de la moelle pour mimer le développement tumoral, Sarah 

Aref et ses collaborateurs ont montré une inhibition progressive de la réponse IFN-I et une augmentation de l’activité oncolytique du MV 245. Cet article définit les défauts de la voie IFN-I qui 

accompagnent la transformation maligne comme un facteur majeur de la sélectivité de la souche 

vaccinale du MV. En comparant les voies de signalisation activées entre des lignées de glioblastome résistantes et sensibles à l’action du MV, Cheyne Kurokawa et ses collaborateurs ont 

identifié une signature de gènes, essentiellement des ISG, à partir de laquelle ils ont réalisé un 

algorithme visant à prédire quelles seraient les cellules tumorales résistantes ou sensibles à l’action oncolytique du virus 247. Les prédictions de cet algorithme ont été validées dans des 
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xénogreffes de glioblastome et de cancer ovarien et chez 10 patients dans un essai clinique de 

phase I et montrent une corrélation inverse entre l’expression d’ISG et la réplication virale. En 
effet, les patients avec une réponse IFN-I activée dans la tumeur avant l’injection du virus 
répondent moins à la thérapie que les patients dépourvus de réponse IFN-I. une meilleure 

connaissance des ISG bloquant le MV pourrait permettre de prédire l’efficacité d’un traitement basé sur ce virus et d’ajuster les prises en charges thérapeutiques pour chaque patient. 
Une étude publiée par l’équipe a identifié le défaut de réponse IFN-I le plus fréquemment 

retrouvé dans le MPM comme étant la délétion homozygote des gènes codant les IFN-I que l’on 
retrouve chez environ 20% des patients 94. Sur les 22 lignées de MPM étudiées dans l’étude de 
Carole Achard, Tiphaine Delaunay a montré que huit d’entre elles ont perdu les gènes IFN-I et sont 

incapables de produire des IFN-I permettant d’inhiber la réplication du virus.  
Ainsi les défauts de la réponse IFN-I des cellules tumorales permettent l’action oncolytique 

de la souche vaccinale du MV tout en préservant les cellules saines qui possèdent une réponse 

IFN-I fonctionnelle. De plus ces articles suggèrent que les différents défauts de la réponse IFN-I 

sont responsables des degrés de sensibilité des cellules tumorales au MV. 

INDUCTION DE LA REPONSE ANTITUMORALE PAR LE MV 

MORT IMMUNOGENE  Le mécanisme précis par lequel la mort cellulaire advient lors d’une infection par le MV est encore mal caractérisé. Les deux voies les plus étudiées sont l’apoptose ou l’autophagie 260. 

La lyse des cellules tumorales médiée par le MV et la perte de l’intégrité membranaire des 
syncitia sont particulièrement immunogènes. Elles libèrent de nombreux TAA, de DAMP et de 

PAMP. Dans le MPM, les cellules infectées avec le MV produisent des niveaux élevés d’heat shock 

protein 70 (HSP70), une molécule connue pour favoriser la présentation croisée par les DC 182. Dans le mélanome, l’ARN double brin, conséquence du cycle réplicatif du MV, déclenche la production d’IFN-I par les cellules ce qui entraîne la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-8 et CCL5. De plus la mort de la cellule induit la libération d’HMGB1 181. Ce relargage d’HMGB1 est retrouvé dans le carcinome hépatocellulaire où l’infection avec le MV favorise également la translocation membranaire de calréticuline ainsi que la libération d’ATP 261.   

ACTIVATION DES CELLULES PRESENTATRICES D’ANTIGENES 

Comprendre comment cette mort immunogène induite par le MV permet l’initiation d’une réponse antitumorale est un des axes de recherche de l’équipe dans laquelle j’ai réalisé ma thèse. 
Lors de son post-doctorat dans l’équipe, Anne Gauvrit avait d’abord comparé l’effet de la mort 
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cellulaire tumorale induite par le MV ou induite par des rayonnements ultraviolets sur des DC 

dérivées de monocytes 182. Seule la mort immunogène déclenchée par le virus est capable d’activer 
les DC immatures et d’induire le « cross-priming » d'un antigène tumoral, la mésothéline, aux 

lymphocytes T CD8. Jean-Baptiste Guillerme a ensuite montré avec des lignées cellulaires de 

mélanome exprimant NY-ESO-1, que l’infection par le MV est nécessaire pour permettre aux pDC 

d’induire la présentation croisée de cet antigène à des lymphocytes T 52. Les DC matures apprêtent 

les antigènes des cellules tumorales qu’ils ont phagocytées en peptides, qu’elles présentent sur les 

molécules de CMH-I 52,182. Les complexes CMH/peptide (signal 1) sont ensuite reconnus par les 

lymphocytes T CD8 dans un contexte de costimulation (signal 2) en présence de molécules 

inflammatoires (signal 3). Cela déclenche la prolifération et l’activation des lymphocytes T CD8 qui sécrètent alors de l’IFN-γ et acquièrent des fonctions cytotoxiques 52,181.  

Jean-Baptiste Guillerme et Carole Achard ont montré que le virus est reconnu par TLR7 

dans les phagosomes des pDC, tandis que, dans les pDC et les cDC, les récepteurs Rig-I et Mda5 reconnaissent l’ARN double brin 52,146. Cette reconnaissance déclenche une cascade de 

signalisation aboutissant à la maturation des DC, avec une surexpression des marqueurs de 

costimulation CD40, CD80, CD83, CD86 et HLA-DR, et la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires, notamment IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-α et un peu d’IL-12 52,146,181,182. La production d’IFN-α induit l’expression de TRAIL à la surface des DC ce qui leur permet d’exercer une action 
cytotoxique 146. De plus, Carole Achard a également montré que les pDC activées produisent de 

grandes quantités de granzyme B. 

MIGRATION ET FONCTIONS EFFECTRICES DES LYMPHOCYTES T  

Une fois activés, les lymphocytes T doivent migrer jusqu’au site tumoral. Là encore, l’infection avec le MV semble soutenir la réponse antitumorale. Notre équipe a montré que l’infection induit l’expression de CCL5, CXCL10 et CXCL11, susceptibles d’attirer les lymphocytes 
T, par les cellules de MPM 94. Ces résultats confirment ceux obtenus dans le glioblastome et le 

carcinome hépatocellulaire. En effet, après infection, les cellules de glioblastome sécrètent 

davantage de CCL5 et CXCL10 in vitro 248 tandis que, dans un modèle de xénogreffe de carcinome 

hépatocellulaire, des concentrations élevées de CCL3, CCL4, CCL5 et CXCL10 ont été mises en 

évidence 261.  

Caractériser si les lymphocytes T migrent effectivement sur le site tumoral est en revanche 

beaucoup plus compliqué à mettre en évidence. Cela nécessite des modèles murins 

immunocompétents dont les cellules tumorales peuvent être infectées par le MV. À cette fin, le 

virus ou les cellules murines sont modifiés pour induire un tropisme du MV vers une molécule de 

surface des cellules tumorales murines. Par exemple, la lignée murine de cancer colorectal MC38 
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peut être modifiée pour exprimer le carcinoembryonic antigen (CEA) qui est reconnu par un MV 

ciblant cet antigène 262. Dans ce modèle, des lymphocytes T sont retrouvés en périphérie de la tumeur 7 jours après l’injection du virus. De la même manière, un infiltrat de lymphocytes T CD4 

et CD8 est retrouvé dans des souris immunocompétentes porteuses de carcinomes pulmonaires 

sous-cutanés 263. Dans un modèle de mélanome il a été rapporté une augmentation de l’infiltrat 
des cellules T CD8 productrices d’IFN-γ et une augmentation du ratio lymphocytes 

effecteurs/régulateurs 264. 

Une fois au site tumoral, les lymphocytes T CD8 exercent une activité cytotoxique dirigée 

contre les cellules tumorales présentant des TAA sur leur CMH-I. L’infection in vitro par le MV de cellules de glioblastome augmente l’expression de transporter associated with antigen processing 

TAP et de CMH-I renforçant la capacité des cellules tumorales à présenter des TAA 248. De plus, 

Tiphaine Delaunay a montré que l’infection par le MV libérait des TAA, comme NY-ESO-1, dans le 

TME du mélanome pouvant être internalisé par les cellules tumorales adjacentes qui sont à leur 

tour reconnues par les lymphocytes T CD4 effecteurs 185.  

Deux études montrent 40% de rémissions tumorales complètes après virothérapie par le 

MV dans le modèle murin de cancer colorectal MC38CEA 265,266. De manière intéressante, quatre 

et six mois après rémission, respectivement 4/4 et 3/4 des souris sont protégées contre la greffe 

et le développement d’une nouvelle tumeur sur un site distant, mettant en évidence le développement d’une réponse mémoire antitumorale systémique. En outre, ces deux études ont montré une amélioration de l’action antitumorale du MV lorsqu’il est modifié pour exprimer IL-

12 ou IL-15 qui favorise l’activation des lymphocytes T et des NK. Cela souligne qu’une partie de l’action oncolytique du MV passe par ses effets immunomodulateurs dans le TME. 

MODIFICATION DU MICROENVIRONNEMENT TUMORAL En dehors de son effet sur les DC et les lymphocytes T, l’action immunomodulatrice du MV 

est relativement peu étudiée et caractérisée dans le TME.  

Il a cependant été montré que l’infection avec la souche vaccinale du MV recrute des 

neutrophiles au site tumoral 267 et induit leur activation 268. Ceux-ci sécrètent alors des cytokines antitumorales comme l’IL-8, TNF-a, MCP-1 et IFN-α ainsi que la sécrétion de TRAIL.  

La coculture de NK avec des cellules de mélanome infectées par le MV montre une surexpression du marqueur d’activation CD69 et du marqueur de dégranulation CD107 181. Dans des cocultures de lignées de sarcomes, l’infection augmente l’activité cytotoxique des NK par le 
relargage de granzyme et perforine 269.  
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Dans un modèle de cancer du sein, Tan et al. montrent que la présence de macrophages dérivés de monocytes améliore l’activité oncolytique de deux paramyxovirus, dont le MV 188. Celle-ci augmente l’expression de la molécule de costimulation CD80 et le relargage de molécules pro-

inflammatoires telles qu’IL-1b, TNF-a et IL-6 ainsi que des cytokines chimio-attractrices telles que 

CXCL9 et CXCL10. Ces modifications traduisent un changement phénotypique des macrophages 

associés aux tumeurs vers un phénotype pro-inflammatoire lors de l’infection. 
Dans le cancer ovarien, l’infection par le MV augmente l’expression de PDL1 270. Cette augmentation de l’expression est également retrouvée dans un modèle de glioblastome 271. La 

combinaison du MV avec un anti-PD1 in vivo augmente significativement la survie des souris. De 

plus, l’imagerie montre un afflux de lymphocytes T dans le cerveau en réponse aux traitements et l’analyse de cette population montre qu’ils sont activés. La synergie de cette combinaison est 

également montrée dans le glioblastome et l’inhibition de la réponse IFN-I dans ce modèle conduit à une diminution de l’expression de PD-L1 272.  

ESSAIS CLINIQUES DU MV 

La souche vaccinale du MV a été évaluée dans près d’une vingtaine d’essais cliniques de 
phase I et II (Tableau 2). La plupart de ces essais ont été réalisés à la Mayo Clinic de Rochester aux 

États-Unis par les groupes d’Evanthia Galanis et de Stephen J Russell. Ils utilisent des MV modifiés 

codant une partie du CEA ou le symporteur d’iodure de sodium (NIS) afin d’assurer un suivi de la 
réplication in vivo 273,274. Ce suivi est effectué en mesurant la concentration de transcrits du CEA 

dans le sang ou par imagerie après injection d’iode125.  La totalité de ces essais souligne l’innocuité 
du traitement et rapporte une efficacité thérapeutique variable selon les cancers et les patients 

traités 212,213.  Lors d’un essai clinique contre le myélome multiple, l’injection par voie intraveineuse d’une dose de 1011 virions de MV-NIS, ce qui correspond à 108 fois la dose vaccinale administrée 

en sous-cutanée aux enfants, a été assez bien tolérée chez deux patients non immunisés contre le 

MV, mettant en évidence la sécurité de la souche vaccinale en thérapie 275. Bien que les deux 

patients aient répondu au traitement, seul l’un des deux a montré une rémission totale et complète 

à tous les sites de la maladie. La poursuite de cet essai montre une réponse transitoire chez quatre 

autres personnes pour un total de 32 patients traités 276. Dans cet essai, le MV-NIS se réplique chez les patients avant d’être éliminé par le système immunitaire qu’il attire. De plus, le traitement avec 

le virus augmente le nombre de lymphocytes T capable de sécréter de l’IFN-γ quand ils sont 

stimulés par des TAA du myélome multiple 277.  L’innocuité du MV, injecté en intrapéritonéal avec des doses élevées (107à109 virions), a 

également été mise en évidence dans le traitement de cancers ovariens 278. Les patientes recevant 
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les plus fortes doses de virus avaient d’ailleurs une durée de vie largement supérieure aux autres 

après le traitement. Pour la majorité des patientes, la stabilisation de la maladie et l’augmentation 
de la survie sont corrélées à la qualité de la réponse immunitaire, traduite par la sécrétion d’IFN-γ et d’IL-4, mise en place suite à l’inoculation du virus.  L’induction d’une réponse immunitaire adaptative est également retrouvée dans le 
lymphome T cutané résistant à la thérapie ou récidivant 279. Dans un essai de phase I, la souche 

atténuée virale a été administrée à des patients vaccinés contre le MV et préalablement traités avec de l’IFN-a par mesure de sécurité. L’infection a été bien tolérée et cinq des six tumeurs 

injectées ont régressé ainsi que les tumeurs distantes de deux patients sur les cinq. De la réplication virale a été mise en évidence dans les biopsies ainsi qu’une orientation du phénotype 
des lymphocytes T vers un phénotype Th1.  

Dans ces essais, la réponse antitumorale générée par le MV semble avoir un rôle 

prépondérant, mais est d’efficacité variable. Pour moduler la réponse immunitaire, un essai 
clinique en cours NCT04521764; 280 utilise le MV modifié pour exprimer la neutrophil-activating protein (NAP), un facteur de virulence d’Helicobacter pylori. Cette approche semble induire des réponses 

Th1 par les lymphocytes T et démontre des effets précliniques prometteurs 281–283. 

Cependant, la réponse immunitaire peut induire la clairance du virus et limiter son 

efficacité. Ainsi, dans un essai clinique de phase I pour le traitement du glioblastome, la réplication 

du MV apparaît comme étant très variable dans les tumeurs de 10 patients traités 247. Cette variabilité est associée au niveau d’activation basale de la réponse IFN-I, plus élevé dans les 

tumeurs résistantes.  Les mécanismes d’actions précis de la souche vaccinale du MV en immunothérapie 

oncolytique ne sont pas complètement élucidés. Comprendre les interactions en jeu entre la 

souche vaccinale du MV, sa réplication dans les cellules tumorales, le microenvironnement tumoral et le système immunitaire inné et adaptatif est l’une des problématiques actuelles de 
l'immunothérapie médiée par le MV. C’est dans ce cadre que cette thèse a été réalisée afin de 
déterminer quels sont les freins éventuels de cette approche et de permettre de mieux cibler les 

patients répondants à cette thérapie. 
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Tableau 2| Essais cliniques testant le MV oncolytique 

Phase Virus Administration Cancer Combinaison Institution Etat Référence 

I MV-EZ Intratumorale lymphome T cutané IFN-α 
University Hospital 

Zurich 
Terminé 279 

I MV-CEA 
Cavité de résection ou 

intratumorale 
Glioblastome Chirurgie Mayo Clinic Terminé 

NCT00390299 
284 

I 
MV-CEA / 

MV-NIS 
Intrapéritonéale Ovaire  Mayo Clinic Terminé 

NCT00408590 
278,284 

I/II MV-NIS Intraveineuse Myélome multiple Cyclophosphamide Mayo Clinic Terminé 
NCT00450814 

275–277 

I MV-NIS Intrapleurale Mésothéliome  Mayo Clinic Terminé NCT01503177 

I MV-NIS Intratumorale Sein/ Tete et cou  Mayo Clinic Terminé NCT01846091 

I/II MV-NIS Intrapéritonéale Ovaire  Mayo Clinic En cours NCT02068794 

II MV-NIS Intraveineuse Myélome multiple Cyclophosphamide University of Arkansas Terminé NCT02192775 

I/II mix Vaccin Sous-cutanée Poumon 
avec le traitement 

standard 

Fuda Cancer hospital, 

Guangzhou 
Terminé NCT02333474 

II MV-NIS Intrapéritonéale Ovaire  Mayo Clinic En cours NCT02364713 

I MV-NIS Intratumorale Gaine du nerf périphérique  Mayo Clinic En cours NCT02700230 

I MV-NIS Intratumorale Poumon Atezolizumab Mayo Clinic Terminé NCT02919449 

I MV-NIS 

Cavité de résection / liquide 

céphalo-rachidien après 

ponction lombaire. 

Médulloblastome/ Tumeurs 

rhabdoïdes atypiques 

récurrentes 

Chirurgie University of California Terminé NCT02962167 

I MV-NIS Intravésiculaire Vessie  Vyriad, Mayo Clinic Terminé NCT03171493 

I MV-NIS Intraveineuse Myélome multiple 
F-18 TFB et 

imagerie 
Mayo Clinic Terminé NCT03456908 

I MV-s-NAP Intratumorale Sein  Mayo Clinic En cours NCT04521764 

CEA, carcinoembryogenic antigen ; EZ, Edmonston-Zagreb ; IFN, interféron ; mix Vaccin : DTP (diphteria, pertussis, tetanus), BCG (Bacille Camette Guerin), MV, Serratia, 

pneumocoque ; MV, virus de la rougeole ; NIS, symporteur d’iodure de sodium. 
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OBJECTIFS ET PRINCIPAUX RESULTATS DE LA THESE 

Tout récemment, les financements nécessaires à un premier essai clinique de phase I d’immunothérapie par la souche vaccinale du MV en France ont été rassemblés. Cet essai est en 

cours de préparation et devrait débuter en 2025 à l’institut Gustave Roussy sous la direction du 
docteur Stéphane Champiat pour le traitement de cinq cancers, dont le mésothéliome. En 

collaboration avec le docteur Frédéric Tangy de l’institut Pasteur à Paris, notre équipe a caractérisé et breveté le MVΔC qui sera utilisé pour cet essai (Brevet : 10980873) 285,286. La 

délétion de la protéine C permet à ce virus d’induire davantage d’apoptose des cellules tumorales et conduit à une mort plus immunogène que l’infection avec la souche vaccinale non modifiée. Ce virus est produit par Oncovita, une société fondée en 2015 par Frédéric Tangy et l’ancien directeur de l’équipe, Marc Grégoire. Les travaux de l’équipe caractérisent depuis plusieurs années les 

propriétés oncolytiques et immunostimulatrices du MV et ont permis de justifier le lancement d’un tel essai clinique. 
Les précédentes études de l’équipe ont mis en évidence que la sensibilité des cellules de 

MPM à l’action oncolytique de la souche vaccinale du MV est due à des défauts de la réponse IFN-

I 94,142. Tiphaine Delaunay a montré que le défaut le plus fréquent de la voie IFN-I est une délétion homozygote des gènes codant les cytokines IFNα et IFNβ concomitante à la délétion homozygote 
du gène suppresseur de tumeur CDKN2A situé dans la même région du chromosome 9 94. Son 

analyse du TCGA révèle que ces délétions sont également retrouvées, dans d’autres types de 

cancers, dont ceux qui seront traités lors de l’essai clinique. Dans cette étude, une majorité de 

lignées sensibles au MV ont une cascade de signalisation intacte après IFNAR et l’ajout d’IFN-I 

exogène inhibe l’action oncolytique du MV.  

Les mécanismes qui sous-tendent l’activité oncolytique du MV sont donc bien caractérisés 

dans les cellules tumorales mais ont peu été étudiés au sein du TME. Pourtant, la présence de 

cellules non-malignes au sein de la tumeur affecte probablement la réplication du MV. Dans ce contexte, l’objectif de ma thèse était de caractériser le rôle des cellules dérivées de monocytes, 

notamment les macrophages de type M2, très présents dans le MPM, sur l’activité oncolytique du 
MV dans les cellules tumorales. En effet, les cellules non-cancéreuses, comme les monocytes, les 

macrophages ou les DC, possèdent une voie IFN-I fonctionnelle et, en réponse à la présence du 

virus, sécrètent de l’IFN-I. Nous avons émis l’hypothèse que cet IFN-I peut se fixer de manière 

paracrine au récepteur IFNAR des cellules tumorales et ainsi inhiber l’activité oncolytique du MV. J’ai donc réalisé des cocultures de monocytes issus de donneurs sains différenciés 

préalablement ou non en macrophages de type M1 et M2 ou en DC avec des cellules de MPM. Dans 

un premier temps, j’ai montré que quatre jours de coculture orientent les cellules dérivées de 
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monocytes vers un phénotype de TAM de type M2. Les lignées tumorales utilisées ont deux types 

de défauts de la réponse IFN-I permettant l’action oncolytique du virus. La lignée Meso13 présente 

une délétion des gènes IFN-I mais possède une signalisation IFNAR qui est fonctionnelle. La lignée Meso34 est capable de produire de l’IFN-I mais ne possède pas tous les ISG nécessaires à l’inhibition de la réplication virale. J’ai montré que la production d’IFN-I par les cellules dérivées de monocytes permet d’inhiber fortement la réplication virale dans les lignées tumorales ayant 
une signalisation IFNAR qui est fonctionnelle (comme Meso13). En revanche cette production d’IFN-I n’a pas d’effet notable sur l’action du MV dans les cellules ayant un défaut après IFNAR 

(comme Meso34). Lors de ces travaux, j’ai particulièrement caractérisé l’effet de l’infection par le MV des 

cellules de MPM sur les cellules dérivées de monocytes humains en coculture. J’ai notamment 
montré que le MV déclenche la transcription de nombreux gènes de l’immunité innée dans les 

cellules tumorales ainsi que dans les monocytes et les macrophages de type M2. De plus, l’infection 
par le MV induit la sécrétion de nombreuses cytokines pro-inflammatoires dans les cocultures. De 

plus, elle induit une augmentation des marqueurs de costimulation et une diminution de marqueurs de l’immunosuppression dans les quatre types de cellules dérivées de monocytes 
étudiés.  Enfin, j’ai montré que le MV induit l’expression de PDL1 sur les cellules tumorales et sur 
les cellules myéloïdes. Les résultats obtenus lors de cette étude font l’objet d’un article scientifique dont je suis 
première auteure qui est actuellement soumis à Journal of Thoracic Oncology pour publication.  
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ABSTRACT 

Attenuated measles virus (MV) exerts its oncolytic activity in malignant pleural 

mesothelioma (MPM) cells that lack type-I interferon (IFN-I) production or responsiveness. 

However, other cells in the tumor microenvironment (TME), such as myeloid cells, possess 

functional antiviral pathways. In this study, we aimed to characterize the interplay between MV 

and the myeloid cells in human MPM.  

We cocultured MPM cell lines with monocytes or macrophages and infected them with MV. 

We then assessed viral replication and analyzed the transcriptome of each cell type and studied 

their secretion and phenotypes by high-dimensional flow cytometry.  

We show that MPM cells drive the differentiation of monocytes into M2-like macrophages. 

These macrophages are not permissive for MV replication and inhibit its replication in tumor cells 

harboring a defect in IFN-I production but a functional signaling after the IFN-I receptor, while 

having minimal effects on MV replication in tumor cells with defect of responsiveness to IFN-I. 

Interestingly, inhibition of the IFN-I signaling by ruxolitinib restores MV replication in tumor cells. 

Upon MV infection, cocultured macrophages express antiviral pro-inflammatory genes and induce 

the expression of IFN-stimulated genes in tumor cells. MV also increases the expression of HLA 

and costimulatory molecules on macrophages and their phagocytic activity. Finally, MV induces 

the secretion of inflammatory cytokines, especially IFN-I, and PD-L1 expression in tumor cells and 

macrophages. 

These results show that macrophages reduce MV replication in some MPM cell lines 

through their IFN-I production and generate a pro-inflammatory interplay that may stimulate the patient’s anti-tumor immune response. 
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INTRODUCTION 

Malignant pleural mesothelioma (MPM) is an aggressive cancer mostly due to asbestos 

exposure 1. Treatments are mainly based on pemetrexed and cisplatin combination chemotherapy 

with or without bevacizumab. Unfortunately, the five years survival remains below 10% 2. In 

October 2020, an immunotherapy based on an ipilumumab and nivolumab combination has been 

approved and led to new immunotherapeutic guidelines for MPM 3. Benefits of this combination 

were observed mainly in non-epithelioid mesothelioma patients regardless of PD-L1 expression 

4. However, there is still a large number of patients that do not respond to immunotherapy. In 

other cancers, poor response to immunotherapy has been linked to a lack of tumor mutational 

burden and T cell-inflamed gene expression profile in the tumor 5. In MPM patients, PD-L1 

expression is highly variable from one study to another and ranges from 16% to 65% of patients 

6. Furthermore, its expression is more frequent in non-epithelioid mesothelioma and has been 

associated with a lower overall survival. 

The immune infiltrate is highly variable from one MPM patient to another and comprised 

macrophages, regulatory CD4+ T lymphocytes, CD8+ T lymphocytes and NK cells 6–9. Myeloid cells 

such as tumor-associated macrophages represent the most abundant fraction (30 to 40% of the 

immune infiltrate) found in almost all tumors. Macrophages are involved very early on in MPM 

pathogenesis due to dysfunctional phagocytosis of asbestos fibers 10, leading to their activation 

and to the production of reactive oxygen species that promote both an inflammatory environment 

and genetic instability 11. Later in the disease, they commonly acquire an M2-like phenotype 

mainly characterized by the expression of CD163 and CD206 6. Our team previously showed that 

monocytes cocultured with MPM cell lines differentiate mainly into CD163+ M2-like 

immunosuppressive macrophages with a central role of M-CSF produced by tumor cells that binds 

to the CSF1R receptor 12,13. Functionally, these M2-like macrophages are able to block the 

cytotoxicity of tumor antigen specific CD8+ T cells against MPM cells 13. The first spatial 

transcriptomics report in MPM shows that M2-like macrophages reside inside the tumor, whereas 

CD8+ T cells tend to be excluded and accumulate in the adjacent tissue 14. Various strategies aim 

to attract these cells inside the tumor 15. Other strategies are also being developed to block the 

immunosuppressive function of M2-like macrophages or to redirect their differentiation toward 

a more inflammatory, M1-like phenotype 16. Interestingly, in a mesothelioma mouse model, 

monocytes-derived macrophages accumulate in tumor with an M2-like phenotype and their 

depletion lead to tumor rejection, in contrary of resident macrophages that support antitumor 

immune response 17. 
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 Oncolytic immunotherapy is a therapeutic approach based on oncolytic viruses (OVs)18. 

OVs are non-pathogenic replicative viruses that infect and kill exclusively or preferentially tumor 

cells without harming healthy cells. Infection of tumor cells by OVs results in an immunogenic death that can activate antiviral inflammation in ‘cold’ tumors, attract new immune cells and 

reinforce the antitumor immune response 19. Furthermore, by inserting transgenes into their 

genome, they can be used as expression vectors to produce therapeutic proteins in the tumor 

microenvironment (TME). Thus, OVs represent good candidates to attract immune cells in tumors, 

reorient immunosuppressive myeloid cells, activate the antitumor immune response and enhance 

immunotherapy by immune checkpoint inhibitors (ICI).  

 The attenuated vaccine strains of measles virus (MV) are spontaneously oncolytic against 

numerous types of cancers and have been evaluated in clinical trials 20. We and others have shown 

that MV induces immunogenic death in tumor cells that leads to the maturation of dendritic cells 

(DC) and promotes tumor antigen cross-presentation21–24. By studying MV oncolytic activity on a 

bio-collection of 22 human MPM cell lines, we confirmed that MV oncolytic activity requires CD46 

expression on tumor cells 25and that the most permissive tumor cell lines to MV replication 

present a defective IFN-I response compared to MV-resistant cells 25,26.  More recently, we showed 

that the most frequent defect in the IFN-I response found in about 20% of MPM patient is the 

homozygous deletion (HD) of all IFN-I encoding genes that co-occurs with the HD of CDKN2A gene 

located nearby on the human chromosome 9 26.  

 Interactions between MV and non-malignant cells from the human TME, especially 

myeloid cells are not well defined but hold great potential for therapeutic development. In this 

study, we aimed at characterizing these interactions in the context of MPM, with a focus on the 

myeloid compartment. We cocultured different types of myeloid cells (monocyte, M1- or M2-like 

macrophages and DC) with two patient-derived MPM cell lines that are permissive to MV 

replication. First, we confirmed that monocytes differentiate mainly into M2-like macrophages 

after coculture with MPM cells. Then we showed that myeloid cells, via their production of IFN-I, 

can decrease MV replication in one of the MPM cell lines. Finally, we showed that MV induces an 

antiviral proinflammatory response in tumor and myeloid cells that is characterized by the 

production of numerous chemokines and cytokines, as well as PD-L1 expression on both cell 

types. These results suggest that MV may be a good candidate to modify the MPM TME and thus 

make it more favorable to the efficacy of both the anti-tumor immune response and ICI 

immunotherapy. 
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MATERIALS AND METHODS 

Cell lines 

Human MPM cell lines were established and genetically characterized in the laboratory 

from pleural effusions (Biocollection DC-2011-1399, CHU Nantes, France) 27. The cell lines were 

cultured at 37°C and 5% CO2 in Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI)-1640 (Eurobio) 

supplemented with 2mM L-Glutamine, 100IU/mL Penicillin, 100µg/mL Streptomycin (all from 

Gibco), and 10% heat-inactivated Fetal Calf Serum (FCS, Corning). They were regularly screened 

for Mycoplasma contamination (PlasmoTestTM, InvivoGen). 

Monocyte purification and myeloid cell differentiation 

Blood monocytes were isolated through negative magnetic sorting (EasySep Human 

Monocyte Enrichment Kit, StemCell) from peripheral blood mononuclear cells of healthy donors 

(Etablissement Français du Sang, ethics agreement CPDL-PLER-2022 09).   

Macrophages were differentiated from monocytes over 4 days, seeded in a 12-well plate 

at 1.106 cells in 1mL of RPMI supplemented as described. At the seeding day and the day after, 

200U/mL of GM-CSF (Miltenyi) was added to differentiate M1-like macrophages or 5000U/mL of 

M-CSF (Miltenyi) for M2-like macrophages. After 4 days, macrophages were harvested for 

experiments. DCs were differentiated from monocytes over 5 days, seeded at 10.106 cells in a 6-

well plate with 5 mL of RPMI supplemented with 100U/mL Penicillin, 100μg/mL Streptomycin, 
2mM L-Glutamine, 2% human albumin (VIALEBEX), 1000IU/mL of GM-CSF and 200IU/mL of 

Interleukin-4 (Miltenyi). After 5 days, DCs were harvested for experiments. 

Oncolytic measles virus and infection of cocultures 

The live-attenuated Schwarz strain of measles virus (MV) and MV expressing the enhanced 

green fluorescent protein (MV-GFP) were produced as previously described 28. 

Myeloid cells were cocultured with MPM cells at a 1:2 myeloid:MPM cell ratio, in 50% 

supplemented RPMI and 50% conditioned medium from MPM cells. In parallel, each cell type was 

cultured alone following the same procedure. After 24h, cells were infected with a multiplicity of 

infection of 1 viral particle per MPM cell. All experiments were conducted 72h after infection.  

Immune profiling of samples by high-dimensional flow cytometry 

Cells were infected with MV-GFP. A total of 300,000 cells per condition were harvested 

using tryPLE (GIBCO). After washing in Phosphate buffered saline (PBS), the cells were incubated 
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20 minutes with 1:500 Zombie UV™ Fixable Viability dye (Biolegend) in PBS. They were washed 
with PBS-0.1% Bovine Serum Albumine (BSA, Sigma-Aldrich) and fixed with PBS-4% 

paraformaldehyde (PFA, Electron Microscopy Sciences) for 10 minutes, washed and stored at 4°C.  

Cells were incubated in 50µL of Brilliant Stain Buffer (BD Biosciences) supplemented with 

1.25µg of human BD Fc Block (BD Biosciences) and 1.25µg of True Stain monocytes blocker 

(Biolegend). After 10 minutes, appropriate concentrations of specific antibodies or isotype 

controls from the same manufacturer were added for 30 min at 4°C (available in supplemental 

table 1 (Table S1)).   

After three washes in PBS-0.1%BSA, stained cells were acquired on a 5 laser, 32 detector BD FACSymphony™ A5 Cell Analyzer (BD Bioscience). The BD FACSDiva 8.0 software (BD 

Biosciences) was used for data acquisition. Weekly QC was performed using CS&T DiVa QC beads 

(BD Biosciences), and standardization of the flow cytometry data acquisition across the three 

independent experiments was done using Rainbow Calibration Particles (8 peaks) (BD 

Biosciences), to ensure that the instrument variability was inferior to 3% for each detector. 

Flow cytometry supervised and unsupervised analysis 

Flow cytometry data were cleaned using the FlowAI algorithm with default settings on the 

OMIQ platform (Dotmatics, https://www.omiq.ai/) 29. Cells were manually gated to remove 

aggregates, debris and doublets. Compensations were performed, checked and applied to samples 

using FlowJo software 10.8.1 (BD Biosciences). Arcsinh scaling was adjusted in OMIQ to ensure 

than 99% of events were on scale and the negative population was unimodal around 0 for each 

channel. The gating strategy for further analysis on live cells is shown in supplemental figure 1 

(Figure S1).  

The FlowSOM algorithm was applied to 7,000 events for each sample (Euclidean distance 

to determine the nearest neighbor of a new point, 7×7 grid for the self-organizing map, 10 training 

iterations) to cluster the data 30. Results were mapped on a UMAP dimensional reduction of all 

fluorescent features, excluding GFP and the viability dye 31.  

Cells positive for HLA-DR and CD45 were gated and downsampled to 1,200 events. The 

FlowSOM algorithm was applied to uninfected samples with the same settings as before. Twelve 

homogeneous metaclusters were identified and visualized on an Opt-SNE dimensional reduction 

of all features excluding GFP and the viability dye 32. Metaclusters were annotated to display the 

different conditions of cultures. The MFI values of markers were displayed on a clustered 

heatmap, normalized by column. A principal component analysis was performed on all features 
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except for GFP and viability dye to show the variations between the different culture conditions 

33. The FlowSOM algorithm, with the same settings, was also applied on all samples. Twenty 

metaclusters were created and annotated to display the different culture conditions and 

visualized on an Opt-SNE dimensional reduction of all fluorescent parameters except for the 

viability dye. Cocultured samples were then grouped into 4 culture conditions and the MFI values 

of markers were compared. The MPM cells (HLA-DR or CD45 negative cells) were analyzed for the 

MFI of GFP and PD-L1.  

MV replication assay 

10,000 MPM cells were seeded in 96-well plates in 180µL of their culture medium, alone 

or with 5,000 monocytes, M1-like or M2-like macrophages. After 24h, they were infected or not 

with MV-GFP. Viral replication was monitored for 10 days by measuring GFP fluorescence daily 

using a FLUOstar Omega reader (BMG Labtech). Data were normalized to the uninfected 

conditions and compared between cocultured cells and MPM cells alone.  

Confocal microscopy 

Cocultures were seeded in µ-Slide 8-well plates (IBIDI) with 30,000 MPM cells/well. 

Treatment with 2µM Ruxolitinib (Invivogen) or 1,000IU/mL of IFN-α2a/-β1 (Immunotools) was 

administered or not 8h prior to MV-GFP infection. Cells were fixed in PBS-4% PFA at room 

temperature for 10 minutes. Myeloid cells were stained overnight with an anti-CD45-APC 

antibody (Biolegend, RRID:AB_304037) diluted to 1:50 in PBS-2% BSA. Nuclei were labelled with 

5µg/ml of Hoechst33342 (Sigma) in PBS-2% BSA for 1h. 

Pictures were taken with a Nikon A1rHD LFOV confocal microscope, with a 60x oil 

immersion objective (Nikon Instruments). The images were processed and analyzed using the 

ImageJ software 34. 

mRNA extraction for 3’RNAseq digital gene expression and RT-PCR 

Cells in cocultures with monocytes or M2-like macrophages, infected with MV or not, were 

harvested using TryPLE. CD45+ and CD45- cells were sorted using human CD45 (TIL) MicroBeads (Miltenyi). An additional 4mL wash step was added to the manufacturer’s protocol. RNAs were 
extracted immediately from positive and negative cells using Nucleospin® RNA plus kit 

(Macherey-Nagel). 
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3’RNAseq digital gene expression  
mRNA were analyzed by 3’seq-RNA Profiling (GenoBird, IRS-UN, Nantes, France) using a 

NovaSeq 6000 (Illumina) as described previously 35.  The quality of raw sequence reads was 

assessed by FastQC. Adapter sequences were trimmed off the raw sequence reads using Cutadapt. 

Reads were aligned to the human (hg38) genome using BWA. Differential expressions were 

detected using the BIOMEX software 36. 

We identified the KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) pathways involving 

the differentially expressed RNA using PathfindR 37 and conducted further analysis with R 

2023.03.0. 

Reverse-transcriptase quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

1µg of RNA was reversed-transcribed (Invitrogen). Quantitative PCR was performed on a 

QuantStudio3 system (Applied) using Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master mix (Thermo 

Scientific). Each reaction was done in duplicate. Melting curve analysis was performed to ensure 

specificity of the amplification. Gene expression was normalized based on the expression of the 

housekeeping gene encoding the Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0 (RPLP0). Primers 

used are available in table S2. 

Chemokine detection by multiplex assay 

The supernatants of cocultures were collected after 72h of infection with MV for IL-1β, IL-

6, CXCL8, IFN-α2, IFN-β, IFN-λ1, IFN-λ2/3, IFN-γ, TNF-α, CXCL10, GM-CSF quantification using the LEGENDplex™ Human Anti-Virus Response Panel (BioLegend) according to the manufacturer’s 
recommendations. 

Statistical analysis 

Data are presented as the mean +/- SEM between biological replicates. Statistical details 

and the number of biological replicates (n) are displayed in the figure legends. Means of two 

groups were compared using the non-parametric Mann-Whitney test. Means of more than two 

groups were compared with Kruskal-Wallis test. Statistical analysis were conducted using 

GraphPad Prism.   
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RESULTS 

Monocytes cocultured with MPM cell lines differentiate into CD1c-CD206+CD163+ M2-like 

macrophages. 

In a first experiment, we sought to characterize the effect of MPM tumor cells on the 

phenotype of different subsets of myeloid cells. As myeloid cells, we used monocytes either 

undifferentiated or differentiated with GM-CSF/IL-4 to obtain dendritic cells (DC), or with GM-CSF 

or M-CSF to obtain M1-like or M2-like macrophages respectively (hereafter coined as M1 or M2 

macrophages). These myeloid cells were cultured alone as control, or cocultured with Meso13 or 

Meso34 MPM cell lines at a 1:2 (myeloid:MPM) cell ratio (Figure 1A). We then analyzed their 

phenotypes with high-dimensional flow cytometry using 13 discriminating markers. Our gating 

strategies and analysis pipeline are shown in Figure S1. After 4 days with MPM cells, we found that 

the average frequency of CD45+HLA-DR+ cells accounted for 6 to 12% of total viable cells and 

displayed phenotypes distinct from MPM cells (Figure 1B-C). CD45+HLA-DR+ myeloid cells of all 

donors were grouped into 12 different metaclusters based on their markers expression (Figures 1D-

1F). To assess the impact of MPM on the myeloid compartment, both control myeloid cells and 

myeloid + MPM cocultures were visualized on the same high-dimensional representation (Figure 

1D). A small cluster of 172 cells (MC3) was found only in cocultures with Meso13 cells and expressed 

low level of CD45 suggesting it was tumor cells. We removed it from subsequent analysis. 

We further annotated the 11 metaclusters based on their relative cell abundance of each culture 

condition, with monocultures hereafter coined as control (Figures 1E-1F). Control monocytes were found 

in MC1 and MC2 and were CD14lowCD1c-CD206-CD163-. Control DC were found in MC8 and MC9 and were 

CD1chigh CD206lowCD163-. Control M1 were in MC6 and MC7 and were CD1chighCD206high CD163low. Control 

M2 were mostly found in MC4 and were CD1c- CD206intCD163high.  Upon coculture with MPM, 95.6% of the 

myeloid cells were present in 5 main clusters (namely MC4, MC5, MC10, MC11, and MC12). Most 

cocultured monocytes (86,7%) were found into MC4 and MC12 clusters and displayed an M2-like 

phenotype (CD1c- CD206intCD163high). Cocultured DCs or M1 were enriched in 3 clusters (MC5, MC10 and 

MC11) and were annotated as one group since they expressed similar markers. They tend to lose CD1c 

expression and gain CD163 expression suggesting a phenotypic conversion towards the M2-like 

phenotype (Figure 1F). Interestingly enough, cocultured M2 were in the same cluster (MC4) as the M2 

control monoculture, but also appeared in a new cluster (MC12) characterized by the overexpression of 

many markers (CD45, HLA-DR, CD86, CD206, CD68, CD14 and CD16) (Figures 1E-1F). Finally, a principal 

component analysis highlights that regardless of their initial phenotype, myeloid cells cultured with MPM 

tend to differentiate towards an M2-like state (Figure 1G), confirming our previous observations 13. 

Subsequent analyses from our study thus focus on monocytes and M2 cocultured with MPM cells. 
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Figure 1| MPM cells orient myeloid cells towards an immunosuppressive phenotype. Myeloid cells were 

cultured alone or with MPM cells for 96h. They were then analyzed by flow cytometry for the expression of 13 

markers. (A) Experimental design. (B) Proportion of myeloid cells (HLADR+CD45+) in cocultures with MPM cells 

(n=5 donors for monocytes and DC, n=6 donors for M1 and M2, 2 MPM cell lines). (C) FlowSOM clustering was 

performed on live cells (n=5 donors for monocytes and DC, n=6 donors for M1 and M2, 2 MPM cell lines). 

Metaclusters are shown on a UMAP dimensional reduction. (D) FlowSOM clustering was performed on HLA-

DR+CD45+cells. Metaclusters are shown on the Opt-SNE dimensional reduction. The number of cells for each 

metacluster is shown in brackets. (E) The abundance of each culture type in metaclusters was assessed. Groups 

of metaclusters were annotated with wide shapes. (F) The median of fluorescence intensity (MFI) of each marker 

on the different metaclusters is normalized by column. (G) Principal component analysis was performed on the 
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 previously annotated metaclusters. DC, dendritic cell; GM-CSF, Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating 

Factor; IL4, interleukin 4; M1, M1-like macrophage; M2, M2-like macrophage; MC, metacluster; M-CSF, 

Macrophage Colony-Stimulating Factor; MPM, Malignant Pleural Mesothelioma. 

Myeloid cells reduce MV replication in MPM tumor cells exhibiting an IFN-I production defect 

We previously showed in vitro that the spontaneous oncolytic activity of the Schwarz 

attenuated strain of MV is directed against human MPM cell lines with defects of the antiviral IFN-

I response 25. We found two types of defects that lead to permissiveness of tumor cells to MV 

replication. On the one hand, some MPM cell lines such as Meso34 are able to produce IFN-I (IFN- α and -β) in response to MV but failed to control MV replication. On the other hand, some MPM 

cell lines, like Meso13, are unable to produce IFN-I in response to MV and therefore are unable to 

inhibit MV replication26.  

In a first set of experiments, we determined whether monocytes, M1, M2 or DC cocultured 

with Meso13 or Meso34 could affect MV replication in tumor cells. Thereafter, cocultures were 

exposed to MV encoding the green fluorescent protein (MV-GFP) and three days later we 

measured GFP expression by flow cytometry as a readout of MV replication in MPM cells (Figures 

2A-2B). After 72h of MV infection, we found that coculture with CD45+ myeloid cells reduces GFP 

expression in Meso13, especially with M2 macrophages that inhibit 90,3% of GFP fluorescence in 

tumor cells. On the other hand, coculture with CD45+ myeloid cells does not affect GFP expression 

in Meso34.  

We then measured the kinetics of GFP expression over 10 days after infection in absence 

or in presence of ruxolitinib, a JAK1/2 inhibitor that blocks IFNAR signaling (Figure 2C-2D). We 

observed that myeloid cells decrease significantly MV replication in Meso13 and that addition of 

ruxolitinib restores it. In Meso34, MV replication is not significantly affected and addition of 

ruxolitinib tends to increase it. These results suggest that myeloid cells inhibit MV replication in 

Meso13 through IFN-I production. 

We then followed MV replication in MPM tumor cells cocultured or not with myeloid cells 

by confocal microscopy. After 72h of MV infection, we observed that myeloid cells or IFN-I 

stimulation reduces GFP fluorescence in Meso13 but that the fluorescence can be restored by 

ruxolitinib (Figure 2E). In Meso34, addition of myeloid cells or IFN-I did not affect GFP 

fluorescence, while ruxolitinib increased it. Altogether these results show that myeloid cells tend 

to inhibit MV replication in Meso13, whereas they have a smaller effect on MV replication in 

Meso34. 
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Figure 2| Myeloid cells reduce MV replication in MPM cells without IFN genes. Two MPM cell lines, Meso13 or 

Meso34, were cultured either alone or with myeloid cells. IFN-I genes are deleted in Meso13. Meso34 has 

probably a defect in ISG production. Cells were infected with MV-GFP at MOI=1. (A, B) After 72h, cells were 

stained as in Figure 1. (B) MV-GFP relative MFI (RMFI) corresponds to the MFI ratio of MV-GFP infected over 

uninfected MPM cells (HLA-DR or CD45 negative cells). Data are presented as percentage of the RMFI of MPM 

cells in monocultures (n=6 donors, Kruskal-Wallis test). (C-D) Cocultures were treated or not with ruxolitinib, an 

inhibitor of IFNAR signaling, and MV-GFP fluorescence was measured for 10 days (n=4 donors, Kruskal-Wallis 

test). (E) Cultures were treated with ruxolitinib or IFN-I. Nuclei were labelled with Hoechst (blue), myeloid cells 

were stained with anti-CD45 antibody (red) and GFP from MV replication appears in green. Fluorescence was 

observed by confocal microscopy (representative images of 6 donors, scale bar = 200µm). DC, dendritic cell; IFN, 

Interferon; ISG, Interferon stimulated genes; M1, M1-like macrophage; M2, M2-like macrophage; MOI, 

multiplicity of infection; Monos, Monocytes; MPM, Malignant Pleural Mesothelioma; MV, Infected with MV; NI, 

Uninfected. ns, non-significant, * p<0.05, ** p< 0.001, *** p< 0.001. 
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 When we measured GFP fluorescence in Meso13 cocultured with M2 cells exposed to MV-

GFP, we observed a small increase of GFP expression in all the CD45+ cells (Figure 2A). This GFP 

fluorescence in macrophages is either due to residual MV replication or to acquisition by 

phagocytosis of GFP produced by MV-GFP-infected Meso13 tumor cells. Thus, we performed 

experiments to clarify the source of this GFP (Figure S2). We cultured M2 macrophages alone and 

infected them with MV-GFP. After 3 days, we observed no fluorescence in these cells. We also 

cocultured M2 macrophages with Meso13 expressing constitutively the GFP. Three days after MV 

infection, we observed that M2 macrophages were GFP positive in similarly to what we observed 

in figure 2A. These results suggest then that M2 macrophages are not permissive to MV replication 

and that upon MV infection of Meso13, macrophages may phagocyte GFP-containing cell debris. 

MV induces antiviral inflammatory response in myeloid cells cocultured with MPM tumor cells. 

 To understand how cocultures with infected MPM cells impact monocytes and M2 function, we analyzed their transcriptomic program by 3’RNA sequencing after magnetic sorting 
of cells based on their CD45 expression. We first observed that MV has a more profound 

transcriptomic impact in M2 than in monocytes cocultured with MPM cell lines (4472 versus 150 

significantly deregulated genes, respectively) (Figure 3A). Analysis of the 25 most deregulated 

pathways by MV in cocultured monocytes or M2 showed that MV impacts mainly pro-

inflammatory anti-viral pathways such as IFN-I, TNF, IL-17 and necroptosis pathways (Figure 3B, 

Table S3-S4). In M2 macrophages from MPM cocultures, we also found a deregulation of pathways associated with antigen presentation such as “cell adhesion”, “phagosome” and “antigen processing and presentation”. As expected, among the 100 most deregulated genes, we found that 
MV induces expression of the IFNB1 gene (coding for IFN-β) in monocytes or M2 cocultured with 

MPM, and several genes encoding IFN-α in monocytes cocultured with Meso13 (Figure 3C). MV 

infection also activates IFNL1 expression that encodes IL-29 also called IFN-λ1, a type III 

interferon. As a consequence, MV activates expression of several interferon stimulated genes (ISG) 

in myeloid cells such as APOBEC3A, APOBEC3H, IFIH1/T1/T2/T3/TM1, ISG15, ISG20 and MX1. 

Furthermore, infection induces the expression of numerous chemokine genes such as CCL3, -4, -

4L1, -5, -7, -8, and CCXCL-8, -10, -11, and some chemokine receptors such as CCR3 and CCR7. We 

also observed that the expression of some genes is repressed by the virus, such as MRC1 that 

encodes CD206. Finally, we confirmed and validated by RT-qPCR the expression of four genes of 

interest CLEC5A, MRC1, CCR7 and TAP1 (Figure 3D). Thus, MV induces an antiviral pro-

inflammatory response in M2-like macrophages that were cocultured with MPM cells. 
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Figure 3| MV induces the expression of antiviral pro-inflammatory pathways in myeloid cells. Meso13 and 

Meso34 were cultured with monocytes or M2. After 24h, MPM cells were infected or not with MV at MOI=1. 

After 72h of infection, cells in cocultures were sorted according to CD45 expression. (A-C) A 3’RNA sequencing 

was performed on each cell type. Gene expression volcano plot (A) the 25 most deregulated pathways (B) or the 

100 most deregulated genes in M2 and the 100 most deregulated genes in monocytes (C) upon infection in 

myeloid (CD45+) cells cocultured with MPM cells are shown. The heatmap is normalized by line. (D) Expression 

of key markers in myeloid cells was assessed by qPCR (n=4 to 6 donors, Mann-Whitney test, *p<0.05, **p< 0.001). 
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 M2, M2-like macrophage; MOI, multiplicity of infection; Monos, Monocytes; MPM, Malignant Pleural 

Mesothelioma; MV, Infected with MV; NI, Uninfected. 

MV induces antiviral inflammatory response in MPM cells cocultured with myeloid cells. 

In the same transcriptomic experiment, we also analyzed the transcriptomic program of 

CD45- MPM cells cocultured with monocytes or M2 exposed or not to MV. Infection by MV 

modulates the expression of thousands of genes in Meso13 and Meso34 cocultured with 

monocytes or M2 (Figure 4A). MV impacts pro-inflammatory anti-viral pathways in cocultured 

tumor cells such as the IFN-I, the TNF and IL-17 pathways (Figure 4B, Table S5-S6). It also impacts 

pathways implicated in cell death such as pyroptosis, autophagy and apoptosis, and activation of 

several metabolic pathways. As expected, we found that MV induces the expression of the IFNB1 

gene only in Meso34 cocultured with monocytes or M2 as expected, since Meso13 has lost both 

copies of this gene (Figure 4C). MV activates lots of ISGs in cocultured Meso13 and Meso34 such 

as RSAD2, MX1/2, OASs and IFITs genes. When we compared ISGs induced in mesothelioma and in 

myeloid cells, we observed that each cell type has its own ISG profile (Figure S3). Furthermore, 

MV induced the expression of numerous cytokines such as IL-1A, IL-1B and IL-6 and chemokine 

genes such as CCL3, -4, -4L1, -4L2, -5, -20 and CCXCL-2, -3, -5, -8, -10 and -11. We also found that the 

expression of some genes is repressed by the virus, with a stronger decrease in Meso13. These 

genes belong mainly to the metabolism of steroid hormones and the extracellular matrix 

proteoglycan pathways.  

In this transcriptomic analysis, we observed in cocultured Meso13 the expression of some 

ISGs such as STAT1, MX1 and TLR3 whose expression requires IFN-I. However, Meso13 does not 

express IFN-I genes (Figure 4C). Thus, the expression of STAT1, MX1 and TLR3 was probably 

induced by IFN-I secreted from myeloid cells. We confirmed this hypothesis by comparing the 

expression of these ISG in MPM cells cultured alone versus MPM cells cultured with myeloid cells 

(Figure 4D). We observed an increased expression of STAT1, MX1 and TLR3 expressions in 

response to MV, only when Meso13 was cocultured with myeloid cells or exposed to IFN-I. 
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Figure 4| Upon infection, myeloid cells induce the expression of ISG in MPM cells. Meso13 and Meso34 were 

cultured with monocytes or M2. After 24h, MPM cells were infected or not with MV at MOI=1. After 72h of 

infection, tumor cells in cocultures were negatively sorted according to CD45 expression. (A-C) A 3’RNA 

sequencing was performed on each cell type. Gene expression volcano plot (A), the 25 most deregulated 

pathways (B), or the 100 most deregulated genes (C) upon infection in MPM cells cocultured with myeloid 

(CD45+) cells are shown. The heatmap is normalized by line. (D) Expression of three ISG, strictly dependent of 

IFN-I, were assessed in tumor cells cultured alone or with myeloid cells by qPCR (n=4 to 6 donors, Kruskal-Wallis 
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 test, *p<0.05, ***p< 0.001). IFN, interferon; ISG, Interferon stimulated genes; M2-like macrophage; MOI, 

multiplicity of infection; Monos, Monocytes; MPM, Malignant Pleural Mesothelioma; MV, Infected with MV; NI, 

Uninfected. 

MV promotes a pro-inflammatory secretome and modulates surface markers expression in 

myeloid cells cocultured with MPM tumor cells 

We found that MV activates the expression of genes encoding cytokines and chemokines 

in cocultured myeloid cells and MPM cell lines. We next measured secretion of some of these 

cytokines and chemokines in the supernatants of tumor cells cultured alone or cocultured with 

monocytes or M2 and infected with MV (Figure 5A). As expected and observed in the 

transcriptomic analysis, Meso13 cells was unable to produce IFN-1 or IFN2 in response to MV, 

but these two cytokines were produced in the supernatants when myeloid cells were present in 

the coculture. On the other hand, Meso34 cells was able to produce IFN-I in response to MV and 

more IFN-

observed an increase of IFN-III (IFN-1 and -2/3) production in response to MV when myeloid 

cells were present. Il-6 and IL-1-secretions were also induced by MV in tumor cells and in 

myeloid cells. Other cytokines like TNF- or CXCL10 were found in higher amounts in the 

supernatants of cocultured myeloid and MPM cells than in those of MPM cells cultured alone. We 

also observed that in response to MV, Meso13 and Meso34 produced GM-CSF that is probably 

consumed by myeloid cells, since this cytokine was not found in the supernatants when myeloid 

cells were present. These results confirm that myeloid cells cocultured with MPM cells are 

activated by MV and produce numerous cytokines and chemokines, in particular IFN-I. 

To investigate the phenotypic changes induced by MV on myeloid and tumor cells of the 

coculture, we used the 13 fluorescence-conjugated antibody panel against different markers. After 

metaclustering of control cells and cocultured cells, we annotated the metaclusters with the 

different condition of cultures, following a similar strategy as in Figure 1 (Figure 5B, Figure S1E, 

Figure S4). We observed a phenotypic shift induced by MV-GFP for all types of myeloid cells 

cocultured with MPM cells (Figure 5C). This phenotypic shift was characterized by an increase of 

CD86 and PD-L1 expression in all types of myeloid cells (Figure 5D). The myeloid cells also acquire 

a slight GFP fluorescence that is probably due to phagocytosis as demonstrated earlier. We also 

observed an increase of HLA-DR and CD80 expression induced by MV that is significant only for 

M2 and M1, respectively. CD163 expression is decreased by MV on M2 that had been cocultured 

with MPM cells. Finally, MV also induced the expression of PD-L1 on Meso34 MPM cells (Figure 

5E), whereas it did not modify the already high expression of PD-L1 on Meso13 (Figure S5). 
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Altogether, these results confirm at the protein level the activation of an antiviral inflammatory 

response in myeloid cells cocultured with MPM cells, leading to the expression of the 

immunosuppressive protein PD-L1 on tumor and myeloid cells. 

 

Figure 5 | MV oncolytic action induces pro-inflammatory proteins expression in myeloid cells. (legend next 

page) 
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 MPM cells were cultured alone or with myeloid cells for 96h. After 24h, some of the cocultures were infected 

with MV at MOI=1. (A) Cytokine secretion was measured in culture supernatants (n=4 donors, Kruskal-Wallis 

test). (B-E) Myeloid cells were cultured alone or with MPM cells. Some of the cocultures were infected at 24h 

with MV-GFP. They were analyzed at 96h by flow cytometry for the expression of 13 markers.  After gating of 

HLA-DR+CD45+ cells, FlowSOM clustering was performed on cells control and cells cocultured with infected or 

uninfected MPM cells (n=5 donors for monocytes and DC, n=6 donors for M1 and M2, 2 MPM cell lines). (B) 

Annotations of metaclusters are shown on an Opt-SNE dimensional reduction. (C) Culture conditions (HLA-

DR+CD45+ cells: control, cultured with non-infected MPM cells, cultured with MV MPM cells) are shown on an 

Opt-SNE dimensional reduction. (D) Expression of immune-related molecules on HLA-DR+CD45+cells, annotated 

in B, cocultured with infected (blue) or uninfected (orange) MPM cells (Mann-Whitney test). (E) Expression of 

PDL1 on Meso34 infected or not, cocultured with myeloid cells (Mann-Whitney test). DC, dendritic cell; M1, M1-

like macrophage; M2, M2-like macrophage; MFI, median of fluorescence; MOI, multiplicity of infection; MPM, 

Malignant Pleural Mesothelioma; MV, Infected with MV; NI, Uninfected. ns, non-significant, *p<0.05, **p< 0.001, 

***p< 0.001.
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DISCUSSION 

 In this study, we confirmed that MPM cells drive monocytes, and to a lesser extent M1 and 

DCs, towards an M2-like phenotype. We then showed that MV is able to activate an inflammatory 

response in cocultured myeloid and tumor cells characterized by the expression of a large panel 

of ISGs and the secretion of numerous cytokines and chemokines. Importantly, MV induces PD-L1 

expression not only on tumor cells, but also on myeloid cells. In return, the inflammatory response 

of myeloid cells decreases MV replication in tumor cells, especially in those that are unable to 

produce IFN-I in response to the virus. Despite the impairment of MV replication, our results 

suggest that oncolytic MV may be able to attenuate the TME immunosuppressive properties by 

shifting tumor-associated myeloid cells toward a more favorable phenotype. 

 We showed that, when in contact with MPM cells, monocytes differentiate towards an M2-

like phenotype with the expression of CD163 and CD206. Furthermore, M1-like macrophages and 

DCs tend to lose the expression of CD1c in cocultures to express low levels of CD163. These results 

confirm our previous studies where we showed that MPM cells or pleural effusions promote the 

differentiation of monocytes into M2-like immunosuppressive macrophages, which block the 

cytotoxicity of tumor antigen specific CD8+ T cells 13,38. Our results are also in line with histological 

or flow cytometry studies that demonstrate the presence of CD163+ CD206+ macrophages in 

MPM tumors 6–8. Thus, we used this coculture model to determine whether M2-like macrophages 

affect MV oncolytic activity against MPM cells and reciprocally how MV modulates macrophage 

and tumor cell phenotypes.  

In Meso34, MV replication was not altered by the presence of macrophages. Indeed, 

Meso34 produces its own IFN-I and is still permissive to MV replication, but less than Meso13. 

Defects in IFNAR signaling transduction leading to vesicular stomatitis virus permissiveness are 

already described 39. However, we showed that exposure to MV induces ISG expression in Meso34 

suggesting that IFNAR signaling is at least partly functional, but that only a set of the ISGs 

necessary to fully block MV replication are expressed. After ruxolitinib treatment, the expression 

of these ISGs is blocked in Meso34 and we observed an increased MV replication.  

We also showed that macrophages, through their IFN-I production, are able to reduce MV 

replication in Meso13 MPM cell line, which is unable to produce IFN-I due to the loss of both copies 

of the genes encoding for IFN-β, IFN-ε, IFN-ω and for the 13 IFN-α26,40. Meso13 alone in response 

to MV fails to express several ISGs that are dependent on IFN-I such as STAT1, MX1 and TLR3 26. 

Here we show that, in presence of myeloid cells, Meso13 is able to express these genes, thus 

reducing MV replication. We previously estimated that, like Meso13, around 20% of patients with 
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MPM have tumor cells presenting homologous deletion of the IFN-I locus 26,40. MV replication in 

these patients may be impaired, but the induction of an antiviral proinflammatory 

microenvironment by MV may still have favorable effects. Indeed,  it was recently shown in a 

murine model that similar homologous deletion of CDKN2A/IFN-I genes in pancreatic tumors 

were more infiltrated by macrophages and less by activated CD8+ T cells compared to CDKN2A 

HD tumors 41. In human, deletions of CDKN2A/B and IFN-I genes were recently associated with 

poor prognosis as it suppresses the immune response in lung adenocarcinoma compared to 

CDKN2A deletions alone 42. Thus, the TME of MPM tumor with IFN-I HD is thought to be 

particularly cold and oncolytic immunotherapy appears as a good candidate to make it more 

favorable to the antitumor immune response by inducing an antiviral proinflammatory 

microenvironment. It may be tempting to use inhibitors of the IFN-I response such as ruxolitinib 

to increase viral replication, but they may also disrupt positive effects of IFN-I on the TME. 

In our study, we show that MV induces an antiviral pro-inflammatory response in myeloid 

cells as well as in tumor cells. MV decreases the expression of the M2 specific marker CD163 on 

cocultured monocytes and M2 macrophages, thus suggesting a conversion toward the M1 

phenotype. Our results confirm a similar study using a human breast cancer line, where Tan et al. 

showed that MV induces the modulation of monocyte-derived myeloid cells towards an anti-tumor 

phenotype 43. It also increases the expression of both co-stimulatory molecules and HLA-DR on all 

types of co-cultured myeloid cells. Furthermore, the production of cytokines and chemokines is 

more diversified and massive when myeloid cells are present. Some of the chemokines such as 

CXCL10 and CXCL11 are known to attract effector T cells 44. This chemoattracting effect of MV on T 

cells and NK was also observed in colorectal and pancreatic cancer mouse model 45–47. In these 

studies, the authors also showed a synergy of MV virotherapy with anti-PD1 treatment. In human, 

the only FDA and EMA approved OV, the T-vec (ImlygicR, Amgen), has been shown to attract immune 

cells in melanoma tumors notably T cells 48. Our study suggests that MV should be of particular 

interest to induce T cell infiltration in MPM tumors. Furthermore, in these animals and human 

studies, the OVs have been shown to induce PD-L1 expression in tumors and increase anti-PD1 

efficacy 45–48.  This increase in PD-L1 expression on tumor and myeloid cells was also identified in 

our study during MV infection suggesting that a combination of MV with checkpoint inhibitor 

immunotherapy may be envisaged to treat mesothelioma with a likely better efficacy than MV alone. 

In conclusion, our study characterizes the interplay of MV with human MPM cells and M2-

like macrophages. These myeloid cells can have negative effects like decreasing viral replication, 

but also positive effects by developing an antiviral proinflammatory response that may reshape 

the TME and favor the antitumor immune response. Thus, oncolytic MV can be an interesting 

candidate for MPM treatment, especially in the context of immunotherapy.
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SUPPLEMENTAL FIGURES 

 

Figure S1 | Gating strategy for cytometry. Myeloid cells were cultured alone or with MPM cells for 96h. After 24h, 

some of the cocultures were infected with MV-GFP. They were then analyzed by flow cytometry for the expression 

of 13 markers. (A) Datas were cleaned using the FlowAI algorithm with default settings. Cells were manually gated 

to remove aggregates, debris and doublets. Compensations and axis scaling were performed. Then, live cells were 
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 manually gated. (B) Further analysis were conducted on all live cells to distinguish myeloid cells from MPM cells 

(C) MPM cells were gated and the MFI of GFP, PDL1 and CD46 were analyzed. (D-E) Myeloid cells were gated. (D) 

Further analysis were conducted on uninfected samples to study the differentiation of myeloid cells in cocultures 

compared to control cells. (E) Further analyses were performed on all samples to study the effect of MV in coculture 

on myeloid cell phenotype. DC, dendritic cell; M1, M1-like macrophage; M2-like macrophage; MC, metacluster; 

MFI, median fluorescence intensity; MPM, malignant pleural mesothelioma; MV, Infected with MV; NI, Uninfected; 

Opt-SNE, optimized parameters for T-distributed stochastic neighbor embedding ; PCA, principal component 

analysis; RS, random seed; SOM, self-organizing map; UMAP, Uniform Manifold Approximation and Projection. 

 

Figure S2 | MV infection in tumor cells increases GFP uptake by macrophages. M2 were cultured either alone 

or with Meso13 and were infected with MV-GFP. They were also cultured with Meso13 expressing GFP (Meso13-

GFP) and infected with a non-fluorescent MV. Cocultures were stained with a CD45-APC antibody and (A) GFP 

intensity was measured in CD45+ cells. (B)GFP relative MFI (RMFI) corresponds to the MFI ratio of CD45+ cells 

cocultured with infected cells over CD45+ cells cocultured with uninfected cells (n=5 or 6 donors, Kruskall-Wallis 

test). M2, M2-like macrophages; MV, Infected with MV; NI, Uninfected. 
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Figure S3 | ISG expression in cocultured cells. Meso13 and Meso34 were cultured with monocytes or M2. After 

24h, MPM cells were infected or not with MV-GFP at MOI=1. After 72h of infection, cells in cocultures were sorted 

according to CD45 expression. A 3’RNA sequencing was performed on each cell type. Expression of the ISG strictly 

dependant of IFN-I (A) or non strictly dependant of IFN-I (B) 72h after infection is normalized by line. M2, M2-like 

macrophages; Monos, monocytes; MPM, malignant pleural mesothelioma; MV, Infected with MV; NI, Uninfected. 
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Figure S4 | Annotation strategy for MFI analysis of myeloid cells cocultured with MPM cells infected or not. 

Myeloid cells were cultured alone or with MPM cells for 96h. After 24h, some of the cocultures were infected 

with MV-GFP. They were analyzed at 96h by flow cytometry for the expression of 13 markers. (A) Experimental 

design. (B) All samples were gated, clustered and metaclustered as shown in supplementary FigureS1. 

Metaclusters are shown on an Opt-SNE dimensional reduction. The number of cells for each metacluster is shown 

in brackets. (C) The median of fluorescence intensity (MFI) of each marker on the different metaclusters is 

normalised by column. (D) The abundance of each culture type in metaclusters was assessed. Groups of 

metaclusters were annotated with wide shapes. (E) Based on their annotation, metaclusters were attributed to 

4 category of myeloid cells for further MFI analysis. DC, dendritic cell; M1, M1-like macrophage; M2-like 

macrophage; MC, metacluster; MPM, malignant pleural mesothelioma; MV, Infected with MV; NI, Uninfected. 
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Figure S5 | Expression of GFP, CD46 and PDL1 in MPM cells upon infection. MPM cells were cultured alone or 

with myeloid cells for 96h. After 24h, some of the cocultures were infected with MV-GFP at MOI=1 (MOI, 

multiplicity of infection). They were analyzed at 96h by flow cytometry for the expression of 13 markers. The MFI 

of GFP, CD46 and PDL1 were assessed in the MPM cells (HLA-DR and CD45 negative population) cocultured or 

not with myeloid cells (n=5 donors for monocytes and DC, n=6 donors for M1 and M2, n=8 for MPM cell lines 

alone, Mann-Whitney test). DC, dendritic cell; M1, M1-like macrophage; M2-like macrophage; MC, metacluster; 

MFI, median fluorescence intensity; MPM, malignant pleural mesothelioma; MV, Infected with MV; NI, 

Uninfected. 
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REMISE EN CONTEXTE DES PRINCIPAUX RESULTATS 
OBTENUS 

Notre équipe a montré que la réplication de la souche Schwarz du virus oncolytique de la rougeole dans des lignées tumorales de MPM déclenche une mort immunogène capable d’induire 
une réponse immunitaire adaptative dirigée contre les cellules tumorales 52,146,182,185. Lors de leur 

thèse dans l’équipe, Carole Achard et Tiphaine Delaunay ont montré que les lignées cancéreuses 
de MPM sont permissives à la réplication du MV, car elles possèdent des défauts de la réponse 

IFN-I 94,142. Ces défauts se situent avant ou après le récepteur ubiquitaire IFNAR. Au début de ce projet, nous avons émis l’hypothèse que, lors de l’infection par le MV, la production d’IFN-I des 

cellules non malignes du TME, en particulier des macrophages, peut compenser le défaut de production d’IFN-I par les cellules cancéreuses. Cette production inhiberait la réplication du MV 

dans les cellules tumorales ayant une signalisation IFNAR fonctionnelle, mais pas dans celles dont 

le défaut de la voie se situe après IFNAR. 

Pour mimer le TME du MPM in vitro, j’ai réalisé des cocultures de cellules de MPM en 
présence de monocytes ou de cellules dérivées de monocytes (DC, macrophages M1 ou M2) issus de PBMC humains. J’ai confirmé dans un premier temps que les monocytes cultivés en présence de cellules de MPM se différencient vers un phénotype de macrophage de type M2. J’ai également montré qu’elles peuvent réorienter des cellules déjà différenciées comme des M1 et des DC vers un phénotype qui se rapproche de celui des macrophages M2. J’ai ensuite observé que la présence 
de ces cellules myéloïdes diminue la réplication du MV dans les cellules tumorales ayant un défaut 

de production des IFN-I, mais pas dans celles dont le défaut de la réponse IFN-I se situe après IFNAR. De plus, l’infection des cellules tumorales par le MV induit la transcription de nombreux gènes appartenant à l’immunité innée dans les monocytes, les macrophages de type M2 ainsi que les cellules tumorales. Cela permet la sécrétion d’IFN-I dans le surnageant des cocultures et l’induction d’un programme transcriptionnel antiviral dans les cellules tumorales incapables de produire de l’IFN-I par elles-mêmes. Ces résultats confirment ainsi notre hypothèse de départ. En outre, j’ai montré que l’infection des cellules tumorales permet la sécrétion de nombreuses autres 
cytokines pro-inflammatoires dans les cocultures. De plus, de nombreuses chimiokines sont 

exprimées par les cellules tumorales et par les cellules myéloïdes en réponse au MV. Le MV provoque aussi l’augmentation de molécules de costimulation sur les cellules myéloïdes et l’expression de PDL1 sur les cellules tumorales et myéloïdes des cocultures. Dans leur ensemble, 
mes résultats suggèrent que le MV redéfinit le phénotype des cellules myéloïdes du TME en induisant une réponse inflammatoire antivirale qui pourrait être capable de restaurer l’action 
antitumorale du système immunitaire.   
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LE MPM ORIENTE LE PHENOTYPE DES CELLULES 
DERIVEES DE MONOCYTES 

Les macrophages sont le type cellulaire le plus abondant dans l’infiltrat immunitaire du 
MPM 101–103,110. Ils tiennent un rôle prépondérant dans l’initiation et la progression du MPM par 
leur production de ROS en réponse à la phagocytose contrariée de fibres d’amiante et leur 

acquisition par la suite d’un phénotype immunosuppresseur de type M2. L’analyse de coupes histologiques de tumeurs de MPM a montré qu’ils représentent en moyenne presque 30% de l’aire 
tumorale 110. De plus, ils sont en majorité issus de monocytes circulants qui expriment CCR2 et qui sont attirés dans la tumeur par l’expression de CCL2 18,19,109. Les monocytes recrutés peuvent 

également se différencier en DC.  Pour mimer cette composante du TME du MPM, j’ai réalisé des cocultures de cellules 
tumorales avec 30% de monocytes préalablement différenciés ou non en macrophages ou en DC. 

Cependant, après quatre jours, les cellules dérivées de monocytes ne représentent qu’environ 
10% des cocultures. Cette diminution de leur proportion in vitro est probablement due à la multiplication des cellules tumorales plutôt qu’au manque de signaux de survie dans les 
cocultures puisque, quel que soit le type cellulaire différencié à partir de monocytes cette 

diminution est retrouvée. Les deux lignées de MPM utilisées dans cette étude ont une croissance 

similaire, mais cette hypothèse pourrait être vérifiée en réalisant ces cocultures avec une lignée 

dont la multiplication est moins rapide.  

Dans l’équipe, nous disposons d’un modèle de culture en sphéroïdes multicellulaires 

(MCTS) où la proportion de cellules myéloïdes semble davantage conservée 111,287. Pendant sa 

thèse, Marion Grard a montré que la prolifération des cellules tumorales, dont Meso13 et Meso34, 

est diminuée en sphéroïdes 287 ce qui appuie l’hypothèse de la dilution des cellules myéloïdes par 

la prolifération des cellules cancéreuses dans le modèle de coculture. Ce mode de culture en MCTS 

rend mieux compte des interactions intercellulaires au sein d’une tumeur que les cocultures en deux dimensions et le MPM s’y prête particulièrement bien 288,289. L’utilisation de MCTS de MPM a 
permis de montrer que les monocytes se différencient en macrophages de type M2 immunosuppresseurs capables d’inhiber la cytotoxicité des lymphocytes T 111. Cependant, l’utilisation de MCTS pour l’étude de la virothérapie est difficile, car ce modèle se prête mal à la 

réplication virale et à la dissociation de cellules fragilisées par le virus, limitant ainsi les études 

par cytométrie en flux ou le tri cellulaire.  J’ai donc choisi de travailler avec un modèle de coculture 

en deux dimensions avec des cellules tumorales et des monocytes différenciés ou non.  

Une fois recrutés au site tumoral, les monocytes peuvent se différencier en DC ou en 

macrophages 14,16. J’ai donc différencié des monocytes en DC en utilisant du GM-CSF et de l’IL-4 53. 
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Les macrophages, quant à eux, suivent un continuum phénotypique in vivo et possèdent des 

fonctions très diversifiées. Les macrophages associés aux tumeurs sont connus pour être à la fois responsables de l’inflammation, comme dans le MPM avec la phagocytose contrariée de fibres d’amiante, mais aussi pour avoir un rôle immunosuppresseur et résolutif qui soutient la croissance tumorale. Pour mimer cette hétérogénéité fonctionnelle, j’ai utilisé du GM-CSF, une 

cytokine produite en grande quantité dans un contexte inflammatoire et immuno-activateur 290 

pour différencier des monocytes en macrophages aux fonctions pro-inflammatoires que j’ai qualifié de M1. En parallèle, j’ai différencié des monocytes avec du M-CSF, une cytokine sécrétée 

par les cellules tumorales et retrouvée dans de nombreuses tumeurs 111,291, pour obtenir des macrophages au phénotype plus immunosuppresseur que j’ai qualifié de M2. Le M-CSF est présent 

dans tous les liquides pleuraux associés au MPM et la présence de son transcrit dans les biopsies 

de la collection du TCGA corrèle avec des marqueurs de macrophages de type M2 comme CD14, CD163 ou l’IL10 111. Pour discriminer les différents types cellulaires dans cette étude, nous avions, 

entre autres, choisi les marqueurs CD1c, CD206 et CD163 comme marqueurs spécifiques des DC, M1 et M2 respectivement. L’expression de ces marqueurs sur les populations contrôle met en 
avant le continuum phénotypique de ces cellules et montre par exemple une co-expression de 

CD1c avec CD206 sur les M1, et une expression modérée de CD206 avec CD163 sur les M2. 

Les monocytes, les macrophages de type M1 ou M2 ainsi que les DC adoptent de nouveaux 

phénotypes au contact des cellules cancéreuses de MPM. Cela souligne l’intégration de ces types cellulaires dans le TME et l’importance de les étudier dans un contexte tumoral. Les monocytes et 
les macrophages de type M2 déjà différenciés développent des phénotypes très proches dont les 

marqueurs sont retrouvés sur les macrophages protumoraux « contrôles » de type M2. Ils 

expriment notamment CD163 qui est un des marqueurs les plus spécifiques des macrophages M2 

retrouvés dans le MPM 292. En outre, la co-culture avec le MPM exacerbe l’expression d’autres marqueurs comme le récepteur d’endocytose CD206. Une expression élevée de CD206 est d’ailleurs retrouvée sur les macrophages de type M2 de biopsies de MPM 102,110,292.  La culture avec 

des cellules cancéreuses de MPM influe également le devenir de M1 et de DC préalablement différenciés. Ils perdent notamment l’expression de CD1c, impliqué dans la présentation d’antigène et acquièrent une expression modérée de CD163 ce qui suggère que les cellules 
tumorales réorientent les macrophages pro-inflammatoires et les DC vers un phénotype 

intermédiaire entre M1, DC et M2 qui pourraient avoir un rôle immunosuppressif. Ainsi, l’utilisation de ces quatre types de cellulaires semble mimer différents stades de différenciation 

des monocytes et des cellules myéloïdes recrutés dans le TME du MPM. Ces observations ont été 

réalisées au terme de quatre jours de coculture, mais il serait intéressant de regarder si une 

coculture plus longue aboutit à un stade de différenciation similaire pour toutes les cellules 

dérivées de monocytes, quel que soit leur état de différenciation initial.  
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Globalement, l’orientation du phénotype de cellules dérivées de monocytes vers un 
phénotype de macrophage M2 au contact des cellules du MPM est cohérente avec la littérature. Au sein de l’équipe, Thibaut Blondy a montré que 90% des monocytes dans des MCTS de MPM 

adoptent un phénotype de macrophages M2 111. Le contenu des épanchements pleuraux de MPM est également capable d’induire cette différenciation en macrophages de type M2 19,112 qui sont capables d’induire une immunosuppression des lymphocytes T 112. Dans le MPM, une 

concentration élevée de monocytes circulants 110 ou un infiltrat tumoral riche en macrophages de 

type M2 64,293 sont de mauvais pronostic pour le patient. Dans un modèle murin de MPM, la 

déplétion des macrophages de type M2 promeut le rejet de la tumeur 114. Cet article montre que 

les macrophages dérivés de monocytes ont un rôle clé dans la progression tumorale tandis que 

les macrophages résidents contribuent au contraire à la réponse immunitaire antitumorale. Une 

approche visant à dépléter la totalité des macrophages tumoraux ne permettrait pas de profiter de leur rôle immunitaire. L’utilisation d’OV dans le MPM vise à modifier le phénotype acquis par les macrophages afin d’induire un environnement moins immunosuppresseur. Les résultats que j’ai acquis sur la différenciation des monocytes, des macrophages de type M1 et M2 ainsi que des DC justifient l’utilisation de ces cocultures pour étudier l’interaction des OV avec les cellules 
myéloïdes et les cellules tumorales.  
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LE TME INTERFERE AVEC L’EXPRESSION DU 
TRANSGENE VIRAL 

 J'ai utilisé la souche vaccinale Schwarz du MV, modifiée par l’équipe de Frédéric Tangy 
pour exprimer la green fluorescent protein (GFP). Ce virus est probablement plus immunogène qu’un virus non modifié, car l’insertion d’un gène supplémentaire dans le génome du MV augmente la probabilité d’un arrêt précoce de la polymérase et ainsi le nombre de copies d’ARN 
génomiques défectives produites (DI-RNA, 5’copy-back defective interfering genomes) 148. Ces DI-RNA se présentent sous une forme d’ARN double brin et, avec les extrémités 5’-triphosphate du 

génome viral 294, sont reconnues par les RLR, ce qui active la réponse IFN-I. L’intensité de fluorescence de la GFP dans les cellules permet d’estimer la réplication virale, mais ne permet pas 

de déterminer le nombre de copies de génomes ou de particules infectieuses produites, pour 

lesquelles il faudrait respectivement réaliser une PCR quantitative ou une titration par median 

tissue culture infectious dose (TCID50).  L’expression de la GFP dépend de la machinerie cellulaire 
et permet de mesurer la production de protéines codées par le génome viral, dont celles nécessaires à la réplication du virus. Elle reste donc un bon moyen d’évaluer la réplication du MV, mais aussi d’estimer la production d’une protéine thérapeutique dont on voudrait insérer le gène 

dans le MV.  

 J’ai montré que la présence de monocytes ou de macrophages diminue la production de 
GFP dans la lignée Meso13, ce qui suggère une inhibition de la réplication virale. Cette lignée a une 

délétion homozygote des gènes codant les IFN-I et, par conséquent, est incapable d’en produire. Cependant, lors de l’infection par le MV-GFP, de l’IFN- et - sont retrouvés dans le surnageant 

des cocultures avec des monocytes ou des macrophages de type M2. De plus, la coculture de la lignée Meso13 avec des cellules myéloïdes permet l’induction d’ISG dont l’expression dans les 
cellules de MPM est strictement dépendante de la signalisation par le récepteur IFNAR, comme 

STAT1, TLR3 et MX1. Ces ISG et d’autres dépendants de la signalisation par IFNAR ne sont pas 
exprimés dans la lignée Meso13 cultivée seule 94. Enfin, l’inhibition de la signalisation IFNAR au 
niveau de la Janus kinase permet de restaurer la production de GFP dans les cocultures. Les protéines Jak1/2 appartenant à d’autres voies de signalisation, l’utilisation d’un anticorps 
inhibiteur dirigé contre IFNAR aurait été plus avisée pour valider ce dernier point. Toutefois, ces résultats confirment que la production d’IFN-I par les cellules myéloïdes est capable de limiter la 

réplication virale dans les lignées tumorales ayant une délétion des gènes IFN-I. Les travaux de l’équipe permettent d’estimer que ces délétions sont trouvées chez environ un patient atteint de 
MPM sur cinq 94. Cette inhibition pourrait notamment limiter la production d’un transgène thérapeutique dans ces lignées. Il serait intéressant d’étendre ces résultats pour les sept autres 
lignées de la biocollection de l'équipe possédant aussi la délétion homozygote des gènes IFN-I.  



Discussion | Le TME interfère avec l’expression du transgène viral 

112 
 

Étonnamment, la réplication virale dans les Meso13 semble plus fortement inhibée par la 

présence de M1 que de DC. Pourtant, après 96h de culture avec des cellules de MPM ces deux types 

cellulaires semblent exprimer les mêmes marqueurs. Il est possible que lors de l’infection avec le 
MV-GFP, qui s’effectue 24h après le début de la coculture, les DC et les M1 n’aient pas encore 
convergé vers le même phénotype et que la présence de virus permette de les orienter vers 

différents phénotypes. Cette supposition est appuyée par l’apparition, lors de l’infection par le MV-

GFP, de clusters dans les cocultures avec des DC qui sont distincts de ceux retrouvés dans les cocultures avec les M1. Cette différence d’orientation peut s’expliquer par la permissivité des DC à la réplication virale qui n’a pas lieu dans les macrophages différenciés avec du GM-CSF 182,196,295. Cette réplication est capable d’induire l’apoptose des DC, ce qui limiterait ainsi la production et la disponibilité d’IFN-I pour inhiber la réplication dans les cellules tumorales. De plus, il n’est pas 
exclu que les DC puissent servir de réservoir de MV dans les cocultures et favoriser la réplication 

virale dans les cellules tumorales 296.   

 Le deuxième modèle de lignée permissive étudié, représenté par Meso34, est capable de 

produire des IFN-I. En réponse au virus la cellule exprime des ISG strictement dépendants de la 

réponse IFN-I ce qui montre que la signalisation IFNAR est fonctionnelle. Ces ISG sont capables de 

limiter en partie la réplication virale. D’autres ISG nécessaires à l’inhibition totale de la réplication 
du MV sont probablement absents de cette lignée. En effet, une étude de 2014 montre que contrairement à d’autres virus, aucun des 350 ISG étudiés n’est capable d’inhiber à lui seul plus 

de 50% de la réplication du MV 255. Cela suggère que pour une inhibition totale de la réplication, il faut l’expression d’un ensemble d’ISG, dont une partie seulement est exprimée par Meso34. De manière cohérente, la production d’IFN-I par les cellules myéloïdes n’a pas d’effet sur la réplication virale dans la lignée Meso34. Toutefois, l’inhibition de la signalisation après IFNAR 

avec du ruxolitinib permet la production de davantage de GFP, probablement parce que certains 

ISG qui freinent la réplication du MV comme IFITM1 et BST2 sont inhibés dans cette condition.  

 Un autre type de défaut de la réponse IFN-I situé dans la cascade de signalisation après 

IFNAR est décrit 175. Dans les lignées présentant ce type de défaut, la production d’IFN-I par les cellules tumorales n’inhibe pas la réplication du MV, car la signalisation défaillante d’IFNAR ne permet pas l’expression d’ISG contrairement au cas de Meso34. Il est donc probable qu’avec ce 
type de défaut dans les cellules tumorales, la réplication virale ne soit pas inhibée par la production d’IFN-I des cellules myéloïdes.  

Mes résultats indiquent que la présence de macrophages dans le TME pourrait diminuer l’expression de transgènes thérapeutiques visant à améliorer l’activité oncolytique du MV. Plusieurs études chez la souris montrent en effet une augmentation de l’efficacité du MV lorsqu’il est modifié pour exprimer de l’IL-12, de l’IL-15 ou un anti-PD1 264,266,297. Pour améliorer la 
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réplication du MV dans les cellules cancéreuses, mais aussi l’expression de protéines 
thérapeutiques il serait donc intéressant d’inhiber la voie de signalisation IFNAR uniquement dans les cellules tumorales. En collaboration avec Gilles Uzé de l’IRMB de Montpellier, les travaux de Thomas Ogor, qui a réalisé sa thèse dans l’équipe et qui sont toujours en cours visent justement 

à cibler uniquement le récepteur IFNAR des cellules cancéreuses pour améliorer la réplication des 

OV dans ces dernières 298. Cette stratégie consiste à coupler un nanobody qui inhibe IFNAR avec 

une très faible affinité, à un nanobody qui reconnait un marqueur tumoral. Lorsque le second 

nanobody est accroché à la cellule tumorale, le premier nanobody gagne assez en avidité pour inhiber IFNAR. Outre l’amélioration de la réplication virale exclusivement dans les cellules 
tumorales, une telle stratégie permettrait de maintenir l’effet positif des IFN–I sur la stimulation d’une réponse immunitaire antitumorale que j’ai pu observer pendant ma thèse et qui fait l’objet 
de la suite de cette discussion. 
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L’INFECTION PAR LE MV INDUIT UNE REPONSE PRO-
INFLAMMATOIRE DANS LE TME 

Plusieurs études chez la souris montrent que la réponse antitumorale induite par les OV 

ne corrèlent pas nécessairement avec le niveau de réplication virale dans les cellules tumorales 

194,299–303. L’effet des OV semble davantage conditionné par la manière dont ils activent la réponse 
immunitaire innée puis adaptative 122,304. Ainsi, chez la souris, l’inactivation de voies de signalisation et d’activation de la réponse immunitaire innée, en particulier les voies des TLR ou 
de l’IL-1β, conduit à un effet oncolytique atténué du VSV 305 , tandis que la lyse de cellules de l’immunité innée limite l’activité oncolytique d’un MV modifié 193.  Ces résultats suggèrent un rôle 

important de la réponse IFN-I dans l’efficacité des OV, puisque les voies de TLR aboutissent à cette réponse. Il est d’ailleurs montré que les IFN-I sont indispensable à la mise en place d’une réponse 

immunitaire adaptative médiée par les lymphocytes T 306,307.  

Mes résultats dans un modèle de coculture de cellules humaines montrent que la réplication du MV permet l’établissement d’une réponse antivirale et pro-inflammatoire par les cellules myéloïdes, comme le montre l’expression de nombreux ISG ainsi que des chimiokines et des cytokines de l’inflammation. De plus, la présence de MV modifie l’expression des récepteurs de surface des cellules myéloïdes en favorisant l’expression de molécules de costimulation et en diminuant l’expression du récepteur CD163 sur les M2, suggérant que le MV redirige les 

différentes cellules myéloïdes vers un phénotype moins immunosuppresseur, davantage capable de soutenir une réponse antitumorale. Des expériences supplémentaires d’inhibition de la 
réponse IFN-I par des anticorps inhibiteurs d’IFNAR seraient toutefois nécessaires pour confirmer l’implication de cette cytokine dans les changements phénotypiques des cellules en cocultures.  Cette transition phénotypique est également observée avec l’utilisation d’un adénovirus 
oncolytique dans le glioblastome308. Elle dépend de la présence simultanée de particules virales 

et de multiples cytokines pro-inflammatoires dans le TME, les auteurs soulignent d’ailleurs le rôle 
de la voie IFN-I dans cette réponse sans toutefois mesurer la production de ces cytokines. Dans cet article, la transition phénotypique s’effectue en parallèle de la phagocytose des cellules infectées. Dans notre étude, l’infection des cellules tumorales modifie le programme transcriptionnel des M2. Cette transition s’accompagne d’une diminution de l’expression de 
récepteurs de phagocytose comme MRC1 et de l’augmentation de l’expression de gènes des voies d’apprêtement d’antigènes comme TAP1 ou TAP2 ainsi que l’augmentation d’HLA-DR sur les 

macrophages de type M2.  Cette transition vers un phénotype plus immuno-activateur est 

également retrouvée dans un modèle de cancer du sein, où l’utilisation de deux paramyxovirus, dont le MV, augmente l’expression de CD80 et de plusieurs cytokines pro-inflammatoires dans les 
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cellules dérivées de monocytes 188. Dans cet article, l’infection virale déclenche l’action 
cytotoxique des macrophages de manière indépendante de la réplication virale. Enfin, des essais 

cliniques ont débuté aux États-Unis avec le Voyager-1, un VSV qui code pour l’IFN-, afin de profiter de l’action immunostimulatrice de cette cytokine bien qu’elle limite la réplication virale 

du VSV 309. À la lumière de la littérature, mes résultats suggèrent que l’action oncolytique du MV pourrait tout de même s’exercer dans le MPM grâce à l’induction d’une réponse antivirale et pro-

inflammatoire dans le TME malgré la diminution de la réplication virale dans les cellules 

tumorales. 

 Il serait intéressant d’observer si cette levée de l’immunosuppression du TME est durable 
dans le temps ou si les macrophages se réorientent vers un phénotype tolérogène après le pic d’inflammation dû à l’infection. À plus courte échelle, l’infection par le MV recrute des effecteurs de l’immunité innée 186 qui pourraient avoir une action antivirale et limiter la propagation du virus. Naumenko et ses collaborateurs suggèrent que l’injection d’une seconde dose de virus 
pourrait limiter cette action antivirale et favoriser le recrutement de lymphocytes T 194. J'ai toutefois observé dans les cocultures infectées une augmentation de l’expression de PDL-1 sur les cellules myéloïdes et tumorales qui pourraient inhiber l’activité des lymphocytes T.  L’utilisation d’IPCI en combinaison avec le MV permettrait de contourner cet écueil. La phagocytose des cellules tumorales, l’augmentation de l’expression de gènes appartenant aux voies d’apprêtement antigéniques, l’expression de molécules de costimulation comme CD86 sur les cellules myéloïdes et l’augmentation de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires lors de l’infection des cocultures lève la question de la capacité des cellules 
myéloïdes en coculture à présenter des TAA aux lymphocytes T naïfs et à les primer. Pour explorer 

si les cellules myéloïdes cultivées avec des cellules tumorales infectées induisent une 

augmentation de la prolifération de lymphocytes T naïfs, nous avons essayé, avec Joëlle Nader qui est ingénieure dans l’équipe, de réaliser une expérience de Mixed Lymphocyte Reaction 

allogénique. Elle consiste à évaluer la prolifération de lymphocytes T naïfs d’un donneur en 
présence de cellules myéloïdes triées des cocultures infectées ou non par le MV.  Cette expérience 

est encore en cours de mise au point.  

En présence de MV les cultures avec des cellules myéloïdes produisent de nombreuses 

cytokines antivirales comme les IFN-I et III et compensent leur absence de production par les cellules tumorales Meso13. Ces cytokines avec d’autres dont la production augmente avec l’infection permettent probablement l’établissement d’un TME pro-inflammatoire favorable à la 

réponse antitumorale 122. Étonnamment dans les cocultures, la concentration de GM-CSF dans le 

surnageant diminue en présence de cellules myéloïdes alors que les cellules cancéreuses en sécrètent d’importantes quantités lors de l’infection par le MV. Cette cytokine est peut-être 
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consommée par les monocytes et macrophages de type M2 en coculture ce qui pourrait expliquer 

en partie leur réorientation phénotypique vers des macrophages de type M1 290. En outre, la 

production de GM-CSF par les cellules tumorales lors d’une infection pourrait expliquer pourquoi 
son apport en tant que transgène thérapeutique ne semble pas être la meilleure stratégie, qui 

pourtant a été adoptée pour plusieurs OV de première génération123 comme le Jx594 310 ou le T-

VEC 201. Malgré tout, cette cytokine soutient la réponse immunitaire et sa présence améliore l’activité oncolytique du MV dans un modèle murin immunocompétent 262. Dans l’objectif de 
stimuler plus efficacement la réponse immunitaire, les OV les plus récents servent à vectoriser des interleukines dont l’administration est toxique si elle n’est pas localisée 123, comme l’IL-12 311. Ce type de vectorisation pourrait pallier l’absence de sécrétion de cette cytokine dans le TME, que je n'ai d’ailleurs pas retrouvée lors de l’infection des cocultures (données non montrées). L’équipe de Christine Engeland vectorise ainsi de l’IL-12 et de l’IL-15 dans le MV afin de moduler le TME et 

de permettre une meilleure réponse Th1 médiée par les lymphocytes T CD8+ et les NK contre la 

tumeur 265,266.   Lors de l’infection, la surexpression par les cellules myéloïdes de récepteurs tels que CCR7 
suggèrent que ces cellules pourraient migrer vers les ganglions lymphatiques. Cette hypothèse 

serait vérifiable en réalisant une expérience complémentaire de chimiotactisme à travers une 

membrane en utilisant un gradient de CCL19 et CCL21. De nombreux autres gènes codant des cytokines et des chimiokines sont surexprimés lors de l’infection comme CCL5, CXCL8/10/11 et 
la production de certaines de ces protéines comme CXCL8 ou CXCL10 a été validée dans cette étude. Leur production lors de l’infection conforte de précédentes données de l’équipe dans le 
MPM 94 et est cohérente avec ce qui est décrit dans la littérature lors de l’infection par le MV dans 
le glioblastome et le carcinome hépatocellulaire 248,261. La présence de ces cytokines et chimiokines suggère que l’infection avec le MV permettrait de recruter des cellules immunitaires, dont des 
lymphocytes T au site tumoral. Dans la littérature, l’augmentation de l’infiltrat immunitaire suite à l’utilisation d’OV est souvent retrouvée dans les modèles animaux 194,266,272,299,300. Chez l’homme, l’injection intratumorale de l’HSV G47Δ dans le glioblastome montre une augmentation de l’infiltrat immunitaire, en particulier de lymphocytes T CD4 et T CD8 après traitement 198. Dans le mélanome métastatique, l’utilisation du T-VEC en combinaison avec un anti-PD1 permet l’infiltration de lymphocytes T sensibles à l’inhibition de l’axe PD1/PDL1 dans la tumeur 189.   
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PERSPECTIVES Deux IPCI, le nivolumab et l’ipilimumab sont, depuis peu, des options thérapeutiques du 
MPM 84,312. Pour être efficace, cette thérapie est conditionnée par la présence d’un infiltrat lymphocytaire T CD8 dans le MPM. Or, chez les patients ayant un MPM, la composition de l’infiltrat immunitaire ainsi que l’expression de PDL1 sont très variables 82,101,102,292. De plus, l’analyse en 
transcriptomique spatiale de deux biopsies de MPM suggère que les lymphocytes T et B sont exclus en périphérie de la tumeur à l’inverse des macrophages qui sont répartis dans toute la 

tumeur 313 .  Au vu des résultats obtenus dans cette étude et de l’induction par le MV d’une réponse inflammatoire nous émettons l’hypothèse que l’utilisation du MV permettrait de réchauffer le TME et améliorerait l’efficacité des IPCI dans le MPM. En effet l’induction de la réponse IFN-I établit un 

environnement pro-inflammatoire capable d’attirer les effecteurs immunitaires 141,306,307. Il est d’ailleurs démontré que la réponse antitumorale engendrée par les IFN-I permet d’améliorer l’efficacité des traitements par IPCI 11,314,315 . De plus, les IFN-I induisent l’expression du point de 
contrôle immunitaire PD-L1 179,316. Dans les cocultures de notre étude, l’infection avec le MV augmente l’expression de PD-L1 par les cellules myéloïdes et les cellules tumorales et pourrait ainsi inhiber l’activité des lymphocytes T dans le TME.  Cette augmentation de l’expression de PD-L1 suite à l’infection par le MV est également retrouvée dans le cancer ovarien 270 et le 

glioblastome 271. Pour lever cette immunosuppression, l’utilisation du MV en combinaison avec des IPCI ciblant l’axe PD1/PDL-1 est étudiée. La synergie d’une combinaison d’anti-PD1 et d’un 

MV modifié pour être plus immunogène est montrée dans un modèle murin de glioblastome 272. 

De même, la vectorisation d’un anti-PD1 dans le MV permet un afflux de lymphocytes T activés 

dans la tumeur des souris traitées et améliore significativement leur survie dans le modèle MC38 

de cancer  du côlon 297. Dans la mesure où dans les cocultures de MPM l’induction de la réponse 
IFN-I limite la production d’un transgène, cette dernière stratégie de vectorisation ne me parait pas optimale chez l’homme.  

 En revanche, il pourrait être intéressant d’utiliser des IPCI en combinaison avec un MV modifié pour augmenter son immunogénicité. L’insertion d’une cytokine comme l’IL-12, qui agit 

localement à de faibles concentrations, est une piste prometteuse. Une autre stratégie consiste à utiliser le MVΔC dont l’immunogénicité ne dépend pas de l’expression d’un transgène, mais se base sur l’absence d’expression de la protéine C virale qui permet normalement de limiter l’apparition de DI-RNA, de ralentir l’apoptose et de bloquer la réponse IFN-I. L’équipe a montré 
que ce virus réplique moins dans les cellules tumorales, induit une mort cellulaire plus rapide et 

est plus immunogène, car il forme davantage de DI-RNA qui stimulent la réponse IFN-I (manuscrit 
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en préparation). Un essai clinique de phase I/II de virothérapie antitumorale avec ce virus qui sera mené par le Dr Stéphane Champiat à l’Institut Gustave Roussy est prévu en 2025 pour le 
traitement de cinq cancers. Mes résultats suggèrent qu’il serait intéressant d’accompagner l’injection intratumorale du MVC avec un traitement par IPCI. Mes résultats suggèrent également que l’immunogénicité du MVC pourrait être limitée dans les cellules cancéreuses dépourvues des 

gènes IFN-I. Cependant, l’infection par ce virus peut déclencher la réponse IFN-I d’autres cellules 
du TME et ainsi améliorer la réponse immunitaire antitumorale. 

 Dans cette étude, je me suis intéressée aux cellules dérivées de monocytes, en particulier 

les macrophages et les DC, car ce sont les cellules immunitaires les plus fréquentes dans le TME du MPM. Cependant, d’autres cellules composent le TME et possèdent, elles aussi, une réponse 

IFN-I fonctionnelle. Des données préliminaires de ce projet montraient ainsi une diminution de la 

réplication virale dans la lignée Meso13 en présence de fibroblastes immortalisés (données non 

montrées). Cependant, ces mêmes fibroblastes cultivés avec une autre lignée tumorale permettaient à l’inverse une augmentation de la réplication virale. Cela suggère qu’un dialogue 
entre ces cellules favorise la réplication du virus. Ilkow et ses collaborateurs ont montré que les 

cellules tumorales, via la sécrétion de TGF-β, réduisent l’état antiviral des fibroblastes 317. En 

retour, ceux-ci sécrètent du FGF2 qui diminue la reconnaissance des motifs viraux dans les cellules tumorales, potentialisant ainsi l’immunothérapie oncolytique.  De plus, il est possible que les 

cellules du TME puissent servir de réservoir pour la réplication virale et délayer une seconde vague d’infection dans le TME. Les délétions homozygotes des gènes IFN-I sont retrouvées dans l’adénocarcinome pulmonaire qui est également permissif à la réplication du MV 94. Il serait donc 

intéressant de regarder si les résultats obtenus dans les cocultures de MPM peuvent être étendus à ce cancer. De plus, l’équipe a accès à des biopsies d’adénocarcinome pulmonaire grâce à Elvire 

Pons-Tostivint qui dirige la recherche clinique en oncologie thoracique au CHU de Nantes. Ces 

biopsies mises en culture permettraient de reproduire fidèlement la modulation du TME lors d’une infection par le MV. Dans de telles biopsies, il serait également possible d’évaluer si, comme 
dans le glioblastome 247, une réponse IFN-I préexistante limite l’action du MV.  
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CONCLUSION 

 Les travaux de ma thèse montrent, dans un modèle humain, que le MV est capable de 

réorienter les cellules myéloïdes du TME immunosuppresseur vers un phénotype antiviral et pro-

inflammatoire favorable à l’attraction d’effecteurs immunitaires et a une réponse antitumorale 

(Figure 13). Ils offrent une piste prometteuse pour améliorer la thérapie avec des IPCI dans le 

MPM. Ils mettent également en lumière que la production d’IFN-I au sein du TME peut limiter la 

réplication virale et la production de transgènes thérapeutiques par les virus armés. En regard de 

cette étude, il apparait nécessaire de vectoriser des transgènes dont l’expression en grande quantité n’est pas un prérequis à leur action ou bien d’utiliser des stratégies d’inhibition de la 
réponse IFN-I, ciblées sur les cellules tumorales.  

 

Figure 13| Résumé graphique du travail de thèse. 
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ABSTRACT

Introduction: Oncolytic immunotherapy is based on the
use of nonpathogenic replicative oncolytic viruses that
infect and kill tumor cells exclusively. Recently, we found
that the spontaneous oncolytic activity of the Schwarz strain
of measles virus (MV) against human malignant pleural
mesothelioma (MPM) depends on defects in the antiviral
type I interferon (IFN-I) response in tumor cells.

Methods: In this study, we studied three independent hu-
man MPM bio-collections to identify the defects in the IFN-I
responses in tumor cells.

Results: We show that the most frequent defect is the ho-
mozygous deletions (HDs) of all the 14 IFN-I genes (IFN-a
and IFN-b) that we found in more than half of MV-sensitive
MPM cell lines. These HDs occur together with the HDs of
the tumor suppressor gene CDKN2A also located in the
9p21.3 chromosome region. Therefore, the IFN-I�/� MPM
cell lines develop a partial and weak IFN-I response when
they are exposed to the virus compared with that of normal
cells and MV-resistant MPM cell lines. This response
consists of the expression of a restricted number of
IFN-stimulated genes that do not depend on the presence of
IFN-I. In addition, the IFN-I�/� MPM cell lines infected by
MV also develop a pro-inflammatory response associated
with stress of the endoplasmic reticulum.

Conclusion: Our study emphasizes the link between HDs of
IFN-I encoding genes and the CDKN2A gene in MPM and
sensitivity to MV oncolytic immunotherapy.

� 2020 International Association for the Study of Lung
Cancer. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Oncolytic immunotherapy; Measles virus; Type I
interferon; Gene homozygous deletion; Mesothelioma

Introduction
Oncolytic immunotherapy is a developing strategy to

treat cancer that is based on the use of nonpathogenic
replicative oncolytic viruses (OVs). OVs exclusively repli-
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cate in and kill tumor cells and stimulate the antitumor
immune response.1 Indeed, viral replication is often
favored in tumors owing to the presence of an immuno-
suppressive environment and defects in several pathways
in tumor cells such as apoptotic or antiviral pathways that
are normally used to prevent viral replication.2

Attenuated vaccine strains of measles virus (MV)
such as Edmonston or Schwarz strains display a spon-
taneous oncolytic activity against numerous tumor cell
types.3,4 These strains use the CD46 molecule as a sec-
ond receptor to infect human cells, unlike the pathogenic
strains that mainly use the CD150 molecule.5,6 Tumor
cells often overexpress CD46 to escape complement-
mediated cytotoxicity.7,8 This expression at high den-
sity favors the infection of tumor cells by attenuated
MV.9 We and others have reported that the oncolytic
activity of MV also depends on deficiencies of the
antiviral type-I interferon (IFN-I) response in tumor
cells.10-12 All nucleated cells are able to detect viral
infection using intracytoplasmic pattern recognition re-
ceptors (PRRs).13 In the case of MV, cytosolic helicases
such as RIG-I and MDA5 detect the viral RNA and send a
signal to the nucleus through IRF3, nuclear factor kB
(NF-KB). This signal induces the secretion of IFN-I that
protects infected and neighboring cells from further viral
replication. Indeed, exposure to IFN-I induces the
expression of hundreds of IFN-stimulated genes (ISGs) in
cells that express the IFN-a or -b receptors (IFNARs).
These ISGs are directly or indirectly responsible for the
antiviral activity. Some of these ISGs such as ISG15 or
ISG54 (IFIT1) can be directly activated in response to the
virus through IRF3 without the need of IFN-I, whereas
others require IFN-I and IFNAR signaling.13-15

Malignant pleural mesothelioma (MPM) is a cancer of
the pleura often resulting from long-term asbestos expo-
sure.16 Treatments of MPM include chemotherapy,
radiotherapy, and surgery and are of limited efficacy,
urging the development of new therapeutic approaches
such as oncolytic immunotherapy. In a recent study, we
reported that 15 of 22 human MPM cell lines were sen-
sitive to Schwarz MV oncolytic activity owing to defects of
their antiviral IFN-I response.10 Eleven of these 15 MPM
cell lines were unable to secrete IFN-I (IFN-a and IFN-b)
in response to MV, making them permissive to the viral
replication that ended up killing them. However, these cell
lines were able to control viral replication and to resist
MV oncolytic activity if they were previously exposed to
IFN-I, suggesting that the defects of the IFN-I response
were located upstream of IFNAR. The other seven MPM
cell lines and four types of healthy cells were able to
produce type I IFN when exposed to MV and thus block
viral replication and cell lysis.

In this study, we aimed at further identifying the
defects of IFN-I response present in MPM tumor cells

that make them sensitive to MV oncolytic activity. We
also wanted to characterize their effects on the cellular
response to the virus. We show that the most frequent
defect in MPM is the homozygous deletions (HDs) of all
genes encoding IFN-I (IFN-a and IFN-b) that were found
in eight of the 15 MV-sensitive MPM cell lines. These
frequent HDs of IFN-I–encoding genes in MPM that occur
together with the HD of CDKN2A gene represent a ther-
apeutic target that can be exploited with OVs such as
Schwarz MV to induce immunogenic death of tumor cells.

Materials and Methods
Cell Culture

Human MPM cell lines (from Meso 4 to Meso 225)
were established in our laboratory from pleural effu-
sions that were collected by thoracocentesis and genet-
ically characterized.17 All patients gave their informed
consent. All cell lines were maintained in RPMI-1640
medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal
calf serum, 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL
streptomycin, and 2 mM L-glutamine (all reagents from
Gibco-Invitrogen) and cultured at 37�C in a 5% CO2 at-
mosphere. Normal peritoneal mesothelial cells, MES-F,
were purchased from tebu-bio; pulmonary fibroblasts
CCD-19Lu were purchased from the ATCC-LGC Stan-
dards, and pulmonary endothelial cells HMVEC-L from
Lonza. These cells were cultured in their specific media
according to the manufacturer’s recommendations. The
bronchial epithelial cells were obtained and cultured as
previously described.18 Cells were routinely checked for
mycoplasma contamination using the PlasmoTest from
InvivoGen.

The 78 MPM cell lines used to confirm the HD of
IFNB1 gene were early passages of primary tumor cells
established at INSERM U1162 laboratory, Paris, from
surgical resection, pleural biopsies, or malignant pleural
fluid of confirmed MPM cases obtained from several
French hospitals with patients’ consents.19,20

MV Infection, IFN, and Inhibitor Treatments
Live-attenuated Schwarz vaccine strain of MV, MV

recombinant for the enhanced green fluorescent protein,
and MV recombinant for the cherry protein (MV-ch)
were produced and purified as previously described.21

Infection of cells with MV lasted 2 hours at 37�C. Viral
inoculum was then replaced by fresh culture medium,
unless otherwise indicated. Type I IFN treatment was
performed by adding rhIFN-a2a and rhIFN-b1a (Immu-
noTools) at 1000 IU/mL within 48 hours. The IFN-I
pathway was inhibited by ruxolitinib, a chemical inhibi-
tor of janus-associated kinases (JAK1, JAK2, and JAK3), at
1 mM 3 days before infection and added every day during
the time of the experiment.
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MV Replication Assay
Three days before infection, cells were seeded in six-

well plates at a density of 0.5 � 106 cells per well for the
MPM cell lines with or without ruxolitinib. A day before
infection, cells were seeded in 96-well plates, at a den-
sity of 10,000 cells per well. Infection was performed at
a multiplicity of infection of one (MOI ¼ 1), and fluo-
rescence at 610 nm was analyzed every day for 9 days
using a ChemiDoc MP imaging system (Bio-Rad).
Quantification was performed with the Image Lab 4.1
Software (Bio-Rad) with the relative fluorescence cor-
responding to the ratio between the fluorescence
measured in treated and nontreated cells.

Confocal Microscopy
MPM cell lines were seeded in an eight-well silicone

cultivation chamber (IBIDI) at a density of 0.5 � 105 cells
per well and then infected with MV at an MOI of 10 for 12
hours. Cell membrane cells were labeled with wheat germ
agglutinin, a lectin marker, at 5 mg/mL for 10 minutes at
room temperature. Cells were fixed with 4% para-
formaldehyde for 20 minutes at room temperature; cell
and nuclear membranes were permeabilized for 5 minutes
at 20�C with absolute methanol and then blocked in
phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.1% bovine
serum albumin (BSA; Sigma Aldrich) at 4�C overnight.
Cells were incubated for 5 minutes in PBS 0.1% BSA 0.1%
saponin (Sigma Aldrich) and then with anti-IRF3 and NF-
kB primary antibodies (Cell Signaling Technology) for 1
hour, followed by incubation with DyLight 488-coupled
secondary antibodies (Life Technologies) for 20 minutes
at room temperature. For these incubations monoclonal
antibodies were diluted in PBS 0.1% BSA 0.1% saponin.
Finally, nuclei were labeled with Hoescht for 5 minutes at
room temperature. Labeled cells were directly viewed
with a confocal microscope (Nikon A1RSi). The images
were recorded with NIS Element software (version 3.6,
Nikon) and processed with the software Fiji.22 Ratio of the
nuclei to cytoplasm fluorescence intensity was measured
with the Volocity software (Perkin-Elmer).

Real-Time Reverse-Transcriptase Polymerase
Chain Reaction

MPM cell lines and healthy cells were seeded in six-,
12-, or 24-well plates at a density of 0.5� 106, 0.25� 106,
or 0.1 � 106 cells per well, respectively. Thereafter, cells
were treated with type I IFNs or ruxolitinib or infected
with MV at an MOI of 1 for 48 hours or an MOI of 10 for
12 hours. Total cell RNA was extracted using the
Nucleospin RNA II kit (Macherey-Nagel), and 0.5 mg or
0.25 mg total RNA was reverse-transcribed using MMLV
reverse transcriptase (Invitrogen). Polymerase chain
reaction (PCR) reactions were conducted using

QuantiTect primer assays (Qiagen) and Maxima SYBR
Green to ROX qPCR Master Mix (Fisher Scientific) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. Gene
expression was analyzed in treated or untreated cells
using QuantiTect primers pairs for Mx1, TLR3, IRF7,

STAT1, XAF1, IFIT1, DDX58 (RIG-I), OAS1, IRF3, RELA

(p65), and RSAD2. Gene expression was expressed as
relative expression compared with the expression of a
housekeeping gene that encodes the human large ribo-
somal protein (RPLPO) and in fold change (DDCt ¼ [Ct
gene nontreated – Ct RPLPO nontreated] – [Ct gene
treated – Ct RPLPO treated]).

Genomic PCR
Genomic DNAwas extracted with the Nucleospin Blood

kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s in-
structions. In addition, 250 ng of genomic DNA was
amplified according Phusion hot start II high fidelity DNA
polymerase protocol (thermo scientific). The following
primers were used: 50-GGTCGTTTGCTTTCCTTTGC-30

(forward) and 50-AGCAATTGTCCAGTCCCAGA-30 (reverse)
for IFNB1 gene. A two-step cycling protocol was used with
one cycle during 30 seconds at 98�C, then 30 cycles of
amplification 10 seconds at 98�C and 1 minute at 72�C
after a final extension of 7 minutes at 72�C. The Genomic
PCR on the 80 MPM cell lines of the validation series was
performed as described in Supplementary Material and
Methods.

Genomic Array Analysis
Genomic DNA was extracted with Nucleospin Blood kit

(Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s in-
structions. DNA (500 ng) was processed and hybridized to
Affymetrix CytoScanHD Array according to the manufac-
turer’s instructions (Affymetrix, Santa Clara, CA). The
detection, determination, and visualization of gains and
losses were performed using Affymetrix Chromosome
Analysis Suite software (ChAS v3.1.1.27). All obtained data
have been uploaded on GEO Omnibus site (GSE134349).

Analysis of The Cancer Genome Atlas (TCGA)
Database

Available alteration data (copy number variation,
mutation and fusion) for CDKN2A, IFNA2, IFNB, and
several genes that encode protein implicated in the IFN-I
response were retrieved from cBioPortal, an online
portal for accessing data from TCGA project (http://
www.cbioportal.org).

Transcriptomic Study
MPM cell lines and healthy cells were seeded in six

well plates at a density of 0.5 � 106 cells per well.
Thereafter, cells were treated with type I IFN or infected
with MV at an MOI of 1 for 48 hours. Total cell RNA was
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extracted using the Nucleospin RNA II kit (Macherey-
Nagel). For each sample, a mix of an equal amount of RNA
from three separate experiments was used. Transcriptome
analysis was performed with Affymetrix human Gene 2.0
ST arrays according to the manufacturer’s protocol.
Briefly, total RNA (300 ng) was labeled, and cRNA (anti-
sens RNA) was synthesized using the Affymetrix WT cDNA
Synthesis and Amplification Kit. After cleanup protocol,
sense single-stranded DNA was synthesized, fragmented,
and labeled with biotin. Biotin sense single-stranded DNA
was hybridized onto microarrays according to the manu-
facturer’s instructions. After 16hours at 45�C, microarrays
were washed and stained using Affymetrix fluidics station
450 and scanned with an AffymetrixGeneArray scanner
3000 7G. Raw data were normalized using the Robust
Multichip Algorithm in Bioconductor R. Then, all quality
controls and statistics were performed using Partek GS
(version 6.6 � 2012 Partek Inc., St. Louis, MO). To find
differentially expressed genes, classical analysis of vari-
ance was performed for each gene and pair-wise Tukey’s
post hoc tests between groups. The p values and fold
changes were used to filter and select differentially
expressed genes. Interaction, pathway, and functional

enrichment analyses were performed with IPA (Ingenuity
Systems, www.ingenuity.com). All data obtained by
microarray analysis have been uploaded on the GEO
Omnibus site (GSE117668).

Western-Blotting
MPM cell lines were seeded in six well plates at a

density of 0.5 � 106 cells per well. Thereafter, cells were
treated with IFN-I or infected with MV at an MOI of 1 for
48 hours. Cells were lysed in RIPA buffer containing a
Protease Inhibitor Cocktail (Sigma) and denatured at 95�C
for 5 minutes in Laemmli buffer with 10% b-mercaptoe-
thanol. Then, 20 mg of proteins for cellular lysate were
separated by sodium dodecyl sulfate�polyacrylamide gel
electrophoresis on 8% gels and transferred to poly-
vinylidene difluoride membranes. Blots were incubated
with anti-MX1 (clone M143, Dr. Georg Kochs, University
Medical Center Freiburg, Germany), TLR3, STAT1, XAF-1,
RIG-I, RSAD2, OAS1, IFIT-1, or actin primary monoclonal
antibodies (Cell Signaling Technology), followed by incu-
bation with HRP-coupled secondary antibodies (Jackson
Immuno research). Proteins were revealed using
Enhanced Chemiluminescence Detection ECL (Bio-Rad).
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Figure 1. The interferon (IFN) I response controls measles virus (MV) replication and oncolytic activity. Cells were treated 3
days before infection with ruxolitinib (1 mM) and infected with MV encoding cherry fluorescent protein (MV-ch) (A, B) or with
MV (C and D) at multiplicity of infection of one (MOI ¼ 1). Viral replication of MV-ch was followed by measuring cherry
fluorescence at 610 nm during 9 days in healthy cells (A) or in MV-resistant malignant pleural mesothelioma (MPM) cell lines
(B). Relative RNA expression of three ISGs, Mx1, TLR3, and IRF7, was studied 48 hours after infection by RT-qPCR in healthy
cells (C) or in resistant MPM cell lines (D). RPLP0 gene expression was used as reference and indicated values are means ±
standard error of the mean of relative expression of three independent experiments. NI, noninfected; ruxo, ruxolitinib.
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Results
IFN-I Response Controls MV Replication and
Oncolytic Activity

In a previous study, we found that the sensitivity of
MPM cell lines to MV oncolytic activity depends on de-
fects of the antiviral IFN-I response in tumor cells.10 To
confirm the role of the IFN-I response on MV oncolytic
activity, we performed a first experiment in which we
exposed four MV-resistant MPM cell lines and two types
of healthy cells (MES-F mesothelial cells and CCD-19Lu
fibroblast) to MV-ch in the presence of the JAK1 and
JAK2 inhibitor ruxolitinib that blocks the IFNAR
signaling. We observed that heathy and MPM cells were
resistant to MV-ch replication in the absence of rux-
olitinib (Fig. 1A and B). This was probably owing to the
expression of ISGs because MV induces the expression of
MX1, TLR3, and IRF7 in healthy and MV-resistant MPM
cells (Fig. 1C). However, adding ruxolitinib prevented
ISG expression, releasing, therefore, the break on MV
replication.

These results prove that MV replication and lytic
activity are highly sensitive to a functional IFN-I
response and that defects in this signaling pathway in
MPM tumor cells make them sensitive to the MV onco-
lytic activity.

IRF3 and NF-KB Signaling Is Functional in MV-
Resistant and MV-Sensitive MPM Cell Lines

We then sought to identify the defects in the IFN-I
response affecting MPM cell lines that are sensitive to
MV replication. We determined if the IRF3, IRF7, and NF-
KB proteins were functional in MV-sensitive MPM cell
lines and allowed the signal transduction from PRRs to
the nucleus.

First, we assessed the expression of IRF3, IRF7, and
RELA genes that encode IRF3, IRF7, and p65, a subunit of
NF-KB, respectively (Fig. 2A). IRF3 and RELA were
constitutively expressed in all cell groups. IRF7 was
expressed at low basal level in MV-resistant MPM cell
lines and barely detectable in healthy cells and MV-
sensitive MPM cell lines. Forty-eight hours after expo-
sure to MV, we observed that IRF3 and IRF7 expression
was increased in healthy cells and MV-resistant MPM cell

lines but was not induced in MV-sensitive MPM cell lines.
On the contrary, RELA expression increased after MV
infection in the three groups. Earlier at 12 hours or 24
hours, we tried to measure the induction of IRF3, IRF7,
and RELA expression in response to MV but were un-
successful (data not shown).

We then studied IRF3 and NF-KBp65 nuclear relo-
cation 12 hours after MV exposure at high MOI by
confocal microscopy. Without virus, IRF3 and p65 were
not activated and were located mainly in the cytoplasm.
After infection, we observed that both transcription
factors relocated to the nucleus of MV-resistant MPM
cells and to the nucleus of MV-sensitive MPM cells
(Fig. 2B and C). No substantial difference in the intensity
of nuclear relocation was observed between the two
groups (Fig. 2D).

Altogether, these results show that MV is well
detected by MPM cell lines, even in cells that failed to
produce IFN-I. Detection of MV is then followed by a
signal that reaches the nucleus through the relocation of
IRF3 and p65 transcription factors.

Most Frequent Defect of the IFN-I Response in
MV-Sensitive MPM Cell Lines Is HD of the Genes
Encoding IFN-a and IFN-b

Because the PRR signaling is functional in MV-
sensitive MPM cell lines, the defects are probably
located in the nucleus at the level of genes encoding IFN-
I. We thus performed a genomic PCR on six MV-resistant
and the 15 MV-sensitive MPM cell lines to assess the
presence of the IFNB1 gene that encodes IFN-b (Fig. 3A).
Whereas six MV-resistant and seven MV-sensitive MPM
cell lines had at least one copy of the IFNB1 gene, eight of
the 15 MV-sensitive MPM cell lines had a HD of the
IFNB1 gene: Meso 11, Meso 13, Meso 31, Meso 47, Meso
76, Meso 96, Meso 163, and Meso 225.

The IFNB1 gene is located on the chromosome 9 next
to a cluster of 13 genes that encode the IFN-a cytokines
and close to the tumor suppressor gene CDKN2A that
encodes p16INK4A and p14ARF (Fig. 3B). In the next
experiment, we measured the size of the deletions of the
chromosome 9 region where the IFNB1 gene is located.
We performed a cytogenetic study by Cytoscan that
allowed us to analyze the genome of the eight MPM cell

Figure 2. IRF3 and nuclear factor kB (NF-KB) signaling is functional in measles virus (MV)–sensitive cells. (A) Cells were infected
at multiplicity of infection of one (MOI ¼ 1) during 48 hours and IRF3, IRF7, and RELA (NF-KB p65) gene expression was studied by
reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-qPCR) with RPLP0 gene expression used as reference. Indicated values are
means ± standard error of the mean of relative expression of three independent experiments. NI, noninfected. ns, nonsignifi-
cant, *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 (Wilcoxon-Mann-Whitney test); (B) cells were infected at MOI ¼ 10 during 12 hours.
Then localization of IRF3 and NF-KBp65 was determined using IRF3- and NF-KBp65�specific monoclonal antibodies and a Dylight
488-conjugated secondary antibodies (green). Membranes were labeled with a lectin marker wheat germ agglutinin (red) and
nucleus with Hoescht (blue). Fluorescence was analyzed by confocal microscopy; (C) ratio of the nuclei to cytoplasm fluores-
cence intensity was measured with the software Volocity software on more than 100 cells.
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Figure 3. Frequent biallelic deletion of the genes encoding interferon (IFN)-a and IFN-b in measles virus (MV)–sensitive
malignant pleural mesothelioma (MPM) cell lines. (A) Genomic DNA of MPM cell lines was extracted, and the presence of the
IFNB1 gene was analyzed by polymerase chain reaction (PCR) with IFNB1 primers (chr9:21077267-21078217); (B) analysis of
the copy number of the chromosome 9p21.3 chromosome region containing IFN-I and CDKN2A genes was performed on
extracted DNA from MPM cell lines. Each blue dot represents a genomic probe. Red lines represent location of IFNB1, IFNA2,
and CDKN2A genes; (C) analysis of the copy numbers of the IFNB1 and the CDKN2A genes was determined on genomic DNA of
78 short-term–cultured MPM cell lines. Genomic DNA was amplified by PCR using IFNB1 primers (chr9:21077267-21078217),
and the deletion status was determined based on the presence of an amplification by capillary electrophoresis. INFB1 and
CDKN2A deletion status and histologic types are indicated in the heat map. DEL, bi-allelic deletion; WT, wild-type; MME,
epithelioid MPM; MMB, biphasic MPM; MMS, sarcomatoid MPM; MMD, desmoplastic MPM; ND, not determined.
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lines that have lost the IFNB1 gene and four MV-resistant
MPM cell lines (Fig. 3B). This technique covers the entire
human genome with specific probes spaced by 1 Kb in
average. We observed in the MV-sensitive MPM cell lines
that the biallelic deletion of IFNB1 genes located at the
21.08 Mb position encompassed all the genes encoding
the IFN-a cytokines between the 21.17 Mb and 21.44 Mb
positions and extend after the CDKN2A gene located at
the 21.97 Mb position. We also found that the four MV-
resistant MPM cell lines had at least one copy of the gene
encoding the IFN-I cytokines. However, in three of the
four MV-resistant tumor cell lines, two alleles of the
CDKN2A gene were deleted. Only the cell line Meso 61
conserved one copy of the CDKN2A gene.

Then, we sought to confirm the frequent HD of the
CDKN2A and IFNB1 genes on another biocollection of 78
short-term–cultured MPM cell lines (Fig. 3C). We found
the HD of the CDKN2A and IFNB1 genes in 57 of the 78
MPM cell lines (73%) and 18 of the 78 MPM cell lines
(23%), respectively. Seventeen of the 57 MPM cell lines
(30%) that had lost the CDKN2A gene had also lost the
IFNB1 gene, and 17 of the 18 MPM cell lines (94%) that
had lost the IFNB1 gene had also lost the CDKN2A gene
(94%). One MPM cell line, MPM_51, lost only two copies
of the IFNB1 gene while keeping the CDKN2A gene.
Interestingly, the IFNB1 gene HD was significantly more
frequent in MPM with a sarcomatoid component, the
most aggressive form of the disease (Fisher’s exact test,
p ¼ 0.0085), that is, 17% of epithelioid MPM, 45% of
biphasic MPM, and 50% of sarcomatoid or desmoplastic
MPM.

Then, we wanted to determine if other alterations
of the IFN-I pathway exist in MPM and to estimate
their frequencies. Thus, we looked at the cbioportal.
org website (http://www.cbioportal.org) in the TCGA
database on 87 patients with MPM for alterations of
CDKN2A, IFNA2, and IFNB1 genes, but also at several
other genes that encode proteins implicated in the
IFN-I response (Fig. 4A). We observed 43.8%, 18.4%,
and 9.2% of CDKN2A, IFNA2, and IFNB1 genes HD,
respectively. We found no other alteration on these
genes except one fusion for CDKN2A. The genes
encoding the other proteins of IFN-I response pathway
were rarely altered with two of the 87 patients having
a STAT1 alteration and several patients showing a
unique alteration on DDX58 (RIG-I), IFIH1 (MDA5),
STAT1, STAT2, JAK1, or JAK2. The alteration of DDX58
and IFIH1 was found in patients with IFN-I genes HD,
whereas alterations of STAT1, STAT2, JAK1, or JAK2

were found in patients without.
To determine if the IFN-I gene HD had a role in MV-

replication permissivity, we used CRISPR-cas9 technol-
ogy and lentiviral transduction to knock out the IFNB1

genes of the four MV-resistant MPM cell lines to

determine if it was sufficient to make them permissive to
MV replication (Supplementary Fig. 1). We found that
IFNB1 inactivation was sufficient to make Meso 45
permissive to MV replication (Supplementary Fig. 1A and
B). For the other three cell lines, it was not sufficient, and
the inactivation of some of the 13 genes encoding IFN-a
may be required (Supplementary Fig. 1C). We also
restored the IFNB1 gene and its promoter in five of the
eight IFN-I�/� MPM cell lines by lentiviral transduction.
Replication of MV was strongly reduced in four MPM cell
lines (Meso 11, Meso 13, Meso 47, and Meso 225) and
moderately in the last one (Meso 163) (Supplementary
Fig. 2). Altogether, these results show that IFNB1
expression is often sufficient to block MV replication, but
IFNA genes may also play a role.

Thereafter, we sought to determine if these HDs are
also frequent in other cancers. In the TCGA, we looked at
copy number alterations of CDKN2A, IFNA2, and IFNB1

genes. Mesothelioma is the second cancer with the most
frequent CDKN2A HD after glioblastoma multiforme
(Fig. 4B and C). Nine types of cancer, including SCLC,
have a frequency of CDKN2A HD superior to 20% that
always correlates with lower frequencies of IFNA2 and
IFNB1 HD. Mutations of the IFN-I genes, IFNA2 and
IFNB1, are rare in all cancers and absent in MPM,
meaning that alteration of IFN-I genes in cancer occurs
mainly by HD (Fig. 4C).

Because IFN-I gene HDs are also frequent in lung
cancer, we used the canSAR database (https://cansar.icr.
ac.uk/cansar) to randomly select 11 lung cancer cell
lines, with four of them having IFN-I genes HD, to
determine their permissivity to MV replication
(Supplementary Fig. 3). First, we confirmed by genomic
PCR that IFN-I genes were absent in the four cell lines
(Supplementary Fig. 3A). Then, we exposed the 11 lung
tumor cell lines to MV-ch and measured cherry fluores-
cence during 9 days. We observed that the four IFN-I�/�

lung cancer cell lines were permissive to MV replication
and that in the presence of IFN-I, this permissivity was
lost for three of them (Supplementary Fig. 3B). Five of
the seven other lung cancer cell lines with at least one
copy of the IFN-I genes were also permissive, suggesting
that, as in MPM, defects other than the IFN-I gene HDs
affect the IFN-I pathway in lung cancer.

Altogether, these results show that HD of IFN-I genes
is frequent in cancers in which CDKN2A gene HD is a
malignancy driver.

MPM Cell Lines That Have Lost IFN-I Genes
Develop a Partial IFN-I Response and a Pro-
inflammatory Program After Exposure to MV

We then wanted to characterize how the MPM cell
lines that have lost IFN-I encoding genes (IFN-I�/� MPM
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cell lines) respond to MV or exogenous IFN-I (IFN-a2a
and IFN-b1a). Thus, we performed a transcriptomic
analysis on four types of healthy primary cells (G1:
CCD19Lu fibroblasts, human microvascular endothelial
cells (HMVEC), MESF peritoneal mesothelial cells, and
CEB lung epithelial cells), four MV-resistant MPM cell
lines (G2: Meso 4, Meso 45, Meso 61, and Meso 173), and
the eight IFN-I�/� MPM cell lines (G3: Meso 11, Meso 13,
Meso 31, Meso 47, Meso 76, Meso 96, Meso 163, and
Meso 225) (Fig. 5, Supplementary Fig. 4).

First, we analyzed the expression of genes encoding
type I, II, and III IFN and their receptors (Fig. 5A and
B). Constitutive expression of these genes was com-
parable in the three groups (Fig. 5B). After 48 hours of
MV exposure, expression of IFNB1 gene was induced
only in some healthy cells (G1) and in resistant MPM
lines (G2) and absent in IFN-I�/� MPM cell lines (G3),
whereas no expression of the IFNAs genes was
observed (Fig. 5A). Expression of type III IFN genes
(IFNL1, IFNL2, and IFNL3) was strongly increased after
exposition to MV in MPM cell lines (G2 and G3) but not
in healthy cells (G1). We also observed that MV had no
effect on expression of all IFN receptors. Furthermore,
exposure of the different groups to exogenous IFN-I
had no effect on the expression of genes encoding
type I, II, and III IFN and their receptors.

Then, we investigated the expression of ISGs by the
three groups of cells in response to MV or type I IFN
(Fig. 5C and D). When healthy cells (G1) and resistant
MPM lines (G2) were exposed to MV, we observed the
overexpression of a large panel of ISGs (Fig. 5C) that
encodes proteins with varied antiviral functions.23 In
response to IFN-I, G1 and G2 expressed a similar set of
ISGs, although at a lower level. The MV-resistant MPM
cell lines (G2) developed a weaker response to MV and
IFN-I compared with that of healthy mesothelial cells,
but the basal expression of these genes was often
higher in G2 than in G1 (Fig. 5, Supplementary Fig. 4),
especially in Meso 4 and to a lower extent Meso 45 and
Meso 173 (Fig. 5D). In contrast, the constitutive
expression of these genes was lower in IFN-I�/� MPM
cell lines (G3) than in healthy mesothelial cells. In
response to MV, IFN-I�/� MPM cell lines (G3)
expressed a limited set of genes, such as RSAD2, IFIT1,
OAS1, and DDX58 compared with that in G1 and G3
cells (Fig. 5C). Other genes such as IFI35, IFIT1M, XAF1,

and TLR3 expressed in response to MV in G1 and G2
but failed to be expressed in G3 cells. However, G3 cell
lines were able to express these genes after exposure
to IFN-I. Altogether, these results show that IFN-I�/�

MPM cell lines (G3) develop a partial IFN-I response
characterized by the expression of a limited set of ISGs
independently of IFN-I expression that does not suc-
ceed in controlling MV replication. The other set of
ISGs that requires IFN-I is not expressed in response
to MV by IFN-I�/� MPM cell lines, resulting in the
absence of MV replication control.

We also detected in G3 a particular set of ISGs that
were expressed mainly in response to MV but that were
not or weakly expressed in the two other groups of cells,
such as TNFAIP3, ATF3, IRF1, and CCL2 (Fig. 5C and D,
lower panels). This result suggests that in the absence of
IFN-I, IFN-I�/� MPM cell lines develop an alternative
response to MV compared with that of the two other
groups of cells. Thus, we analyzed the expression of
genes other than ISGs in the three groups in response to
MV or exogenous IFN-I (Supplementary Fig. 5), and us-
ing Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity Systems), we
identified canonical cellular pathways that are induced
by the virus in the three groups (Fig. 5E). In G1 and G2,
the virus mainly induced pathways that are typical of the
IFN-I response such as “Activation of IRF by Cytosolic
Pattern Recognition Receptors” and “Interferon
Signaling” pathways. In the G3, the IFN-I response was
also induced by MV, but we observed that numerous
other pathways were activated contrary to G1 and G2.
These pathways can be summarized in two main types:
an inflammatory response with activated pathways such
as “TNFR2 Signaling,” “IL-17A Signaling in Gastric Cells,”
“IL-6 Signaling,” “iNOS Signaling,” “Death Receptor
Signaling,” and “TNFR1 Signaling,” and an endoplasmic
reticulum stress response characterized by activated
pathway such as “Unfolded Protein Response,” “Protein
Ubiquitination Pathway,” and “Endoplasmic Reticulum
Stress Pathway.”

Altogether, these results show that before being
lysed by MV, IFN-I�/� MPM cell lines engage tran-
scriptionally in a partial, dysfunctional IFN-I response
characterized by the expression of a limited set of ISGs.
In addition, these cells develop an inflammatory
response associated with an endoplasmic reticulum
stress response.

Figure 4. Biallelic deletion of interferon (IFN)-I encoding genes are frequent in mesothelioma and other cancers. (A) Fre-
quency of alteration of genes coding for protein implicated in the IFN-I response in mesothelioma; (B) frequency of CDKN2A,
IFNA2, and IFNB1 genes biallelic deletions in different types of cancer; and (C) frequency of alteration of CDKN2A, IFNA2, and
IFNB1 genes in different types of cancer. These results were obtained from The Cancer Genome Atlas database using the
cbioportal.org website. ACC, adenoid cystic carcinoma; AML, acute myeloid leukemia; ccRCC, clear renal cell carcinoma;
cRCC, chromophobe renal cell carcinoma; DLBC, diffuse large B-cell lymphoma; GBM, glioblastoma multiforme; LGG, low
grade glioma; pRCC, papillary renal cell carcinoma.
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Partial and Weak Expression of Proteins Encoded
by ISGs in IFN-I�/� MPM Cell Lines Exposed to MV

The transcriptomic study pointed out two types of
ISGs: the ISGs that are transcribed in response to MV
without the presence of IFN-I and the ISGs that are
transcribed only in the presence of IFN-I. Thus, in the
next experiment, we wanted to confirm the tran-
scriptomic study by qRT-PCR and to measure by West-
ern blot the level of proteins encoded by these two types
of ISGs (Fig. 6).

First, we analyzed four ISGs expressed in response to
MV without the presence of IFN-I: RSAD2 (Viperin), IFIT1
(ISG56), OAS1, and DDX58 (RIG-I). The expression of
these ISGs measured by RT-qPCR was increased by both,
MV and IFN-I, in IFN-I�/� MPM cell lines, confirming
results from the transcriptomic study (Fig. 6A). By
Western blot, we observed a stronger basal expression
of these proteins in MV-resistant MPM cell lines, espe-
cially Meso 4 and Meso 45 compared with IFN-I�/� MPM
cell lines, thereby suggesting a constitutively activated
IFN-I response in MV-resistant cells (Fig. 6B). The
expression of these proteins was up-regulated after
exposure to MV or IFN-I in all MV-resistant MPM cell
lines. In contrast, in IFN-I�/� MPM cell lines, MV induced
only low levels of these proteins, whereas IFN-I induced
a higher expression similar to what was observed in MV-
resistant cells.

Thereafter, we confirmed by RT-qPCR that the
expression of the ISGs XAF1, TLR3, and STAT1 was only
induced by IFN-I in IFN-I�/� MPM cell lines and not by
exposure to MV (Fig. 6C). The proteins encoded by this
IFN-I–dependent ISG are also more constitutively
expressed in MV-resistant MPM cell lines compared with
that in IFN-I�/� MPM cell lines (Fig. 6D). In MV-resistant
MPM cell lines, MV and IFN-I induced a strong expres-
sion of these proteins. In contrast, except for Meso 163,
MV did not induce these proteins in IFN-I�/� MPM cell
lines, whereas they were expressed at a high level in
response to IFN-I.

Altogether, these results show that IFN-I�/� MPM
cell lines develop a weak and partial IFN-I response at
the protein level that is not sufficient to control MV
replication. They also point out that two of the four
MV-resistant MPM cell lines display a high constitutive

level of proteins involved in the antiviral IFN-I
response.

Discussion
In this study, we found that the sensitivity of human

MPM cells to the attenuated MV oncolytic activity is
often caused by the HDs of IFN-I genes. These frequent
deletions are associated with the simultaneous HDs of
the tumor suppressor gene CDKN2A also located in the
9p21.3 chromosome region. These codeletions are
frequent in other cancers such as glioblastoma multi-
forme, melanoma, or SCLC. We also found that IFN-I�/�

tumor cells that are sensitive to MV oncolytic activity are
able to detect the virus and respond by relocating IRF3
and NF-KB in the nucleus. Thus, before being lysed by
MV, the IFN-I�/� tumor cells engage in a partial IFN-I
response characterized by the weak expression of a
limited number of ISGs compared with the large panel of
ISGs that are expressed by healthy cells and MV-resistant
MPM exposed to MV. The IFN-I�/� tumor cells also
develop a pro-inflammatory response and endure
endoplasmic reticulum stress that are hallmarks of
immunogenic cell death. Our work provides a better
understanding of MV oncolytic activity against MPM.

Inactivation of the tumor suppressor gene CDKN2A is
a key driver of mesothelioma.16,24 HD of CDKN2A and of
the IFN-I genes has been described in MPM as early as in
the 90s, but these studies mainly focused on the CDKN2A
locus and failed to estimate the frequency of HDs of the
IFN-I gene.25,26 In our study, we reported that 36% of
the MPM cell lines (eight of 22) from our collection lost
both copies of the IFNB1 gene, whereas they all lost two
copies of CDKN2A except Meso 61 (data not shown).
However, most of these MPM cell lines have more than
10 passages in vitro, and there could be a culture bias
that makes CDKN2A�/� MPM cell lines easier to estab-
lish. To get a more accurate estimation of the frequency
of HD of IFN-I genes in MPM, we measured this fre-
quency in a series of 78 short-term MPM cell lines. We
found that 73% and 23% of these cell lines lost two
copies of CDKN2A and IFNB1 genes, respectively. These
percentages probably better reflect the reality as they
correspond to the 60% to 74% of CDKN2A HD found by
fluorescence in situ hybridization.27-30 Interestingly,

Figure 5. Partial interferon (IFN-I) and pro-inflammatory response from IFN-I�/� malignant pleural mesothelioma (MPM) cell
lines exposed to measles virus (MV). Cells were infected with MV at multiplicity of infection of one (MOI ¼ 1) or treated with
IFN-I (IFN-a and IFN-b) during 48 hours. Equal amounts of RNA from three separate experiments were mixed. Transcriptome
analysis was performed with Affymetrix human Gene 2.0 ST arrays. (A) Differential expression of the IFN genes and their
receptors were analyzed comparing the MV-infected or IFN-I–treated cells with untreated cells; (B) basal expression of the
IFN genes and their receptors were analyzed comparing untreated cells with untreated healthy mesothelial cells MESF; (C)
differential expression of the interferon-stimulated genes (ISGs) were analyzed comparing the MV-infected or IFN-I–treated
cells with untreated cells; (D) basal expression of the ISGs was analyzed comparing untreated cells with untreated healthy
mesothelial cells MESF; (E) canonical pathway study was performed with Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity Systems) for
each group, and binary logarithm of fold change was defined.

838 Delaunay et al Journal of Thoracic Oncology Vol. 15 No. 5



TLR3

XAF1

STAT1

RIG-I

RSAD2

Meso4

NI  MV  IFN

Meso45 Meso61

NI  MV  IFN NI  MV  IFN

Meso173

NI  MV  IFN

Meso11

NI  MV  IFN

Meso13 Meso31

NI  MV  IFN NI  MV  IFN

Meso47

NI  MV  IFN

Meso76

NI  MV  IFN

Meso96 Meso163

NI  MV  IFN NI  MV  IFN

Meso225

NI  MV  IFN

Mx1

Actin

C
EB

C
C
D
19

lu

H
M

VEC

M
ES-F

M
es

o 4

M
es

o 4
5

M
es

o 6
1

M
es

o 1
73

M
es

o 1
1

M
es

o 1
3

M
es

o 3
1

M
es

o 4
7

M
es

o 7
6

M
es

o 9
6

M
es

o 1
63

M
es

o 2
25

0

5000

10000

15000

NI

IFN

MV

Mx1

G3G2G1

G1 G2 G3

-5

0

5

10

15
IFN

MV

C
EB

C
C
D
19l

u

H
M

VEC

M
ES-F

M
es

o 4

M
es

o 4
5

M
es

o 6
1

M
es

o 1
73

M
es

o 1
1

M
es

o 1
3

M
es

o 3
1

M
es

o 4
7

M
es

o 7
6

M
es

o 9
6

M
es

o 1
63

M
es

o 2
25

5000

10000

20000
30000
40000

TLR3

G3G2G1

G1 G2 G3

-2

0

2

4

6

8

C
EB

C
C
D
19

lu

H
M

VEC

M
ES-F

M
es

o 4

M
es

o 4
5

M
es

o 6
1

M
es

o 1
73

M
es

o 1
1

M
es

o 1
3

M
es

o 3
1

M
es

o 4
7

M
es

o 7
6

M
es

o 9
6

M
es

o 1
63

M
es

o 2
25

0

5000

10000

15000

20000

25000

XAF1

G3G2G1

G1 G2 G3

-5

0

5

10

15

n
oi

s
s

er
p

x
e

e
vit

al
e

R

C
EB

C
C
D
19

lu

H
M

VEC

M
ES-F

M
es

o 4

M
es

o 4
5

M
es

o 6
1

M
es

o 1
73

M
es

o 1
1

M
es

o 1
3

M
es

o 3
1

M
es

o 4
7

M
es

o 7
6

M
es

o 9
6

M
es

o 1
63

M
es

o 2
25

0

5000

10000

15000

20000

STAT1

G3G2G1

G1 G2 G3

-2

0

2

4

6

Δ
Δ

c
t

C

D

G1 G2 G3
0

5

10

15

C
EB

C
C
D
19

lu

H
M

VE
C

M
E
S-F

M
es

o 4

M
es

o 4
5

M
es

o 6
1

M
es

o 1
73

M
es

o 1
1

M
es

o 1
3

M
es

o 3
1

M
es

o 4
7

M
es

o 7
6

M
es

o 9
6

M
es

o 1
63

M
es

o 2
25

0

2000

4000

6000

8000

15000

20000

25000

RSAD2

G3G2G1

G
1

G
2

G
3

0

2

4

6

8

MV

IFN

C
EB

C
C
D
19

lu

H
M

VEC

M
ES-F

M
es

o 4

M
es

o 4
5

M
es

o 6
1

M
es

o 1
73

M
es

o 1
1

M
es

o 1
3

M
es

o 3
1

M
es

o 4
7

M
es

o 7
6

M
es

o 9
6

M
es

o 1
63

M
es

o 2
25

0

2000

4000

6000

20000
40000
60000

NI

IFN

MV

DDX58 (RIG-I)

G3G2G1

G1 G2 G3
0

5

10

15

C
EB

C
C
D
19

lu

H
M

VEC

M
ES-F

M
es

o 4

M
es

o 4
5

M
es

o 6
1

M
es

o 1
73

M
es

o 1
1

M
es

o 1
3

M
es

o 3
1

M
es

o 4
7

M
es

o 7
6

M
es

o 9
6

M
es

o 1
63

M
es

o 2
25

0

2000

4000

6000

10000

15000

20000

OAS1

G3G2G1n
oi

s
s

er
p

x
e

e
vit

al
e

R

G1 G2 G3
0

5

10

15

C
EB

C
C
D
19

lu

H
M

VEC

M
ES-F

M
es

o 4

M
es

o 4
5

M
es

o 6
1

M
es

o 1
73

M
es

o 1
1

M
es

o 1
3

M
es

o 3
1

M
es

o 4
7

M
es

o 7
6

M
es

o 9
6

M
es

o 1
63

M
es

o 2
25

0

2000

4000

6000

10000
20000
30000

IFIT1

G3G2G1

Δ
Δ

c
t

A

B

Meso4

NI  MV  IFN

Meso45 Meso61

NI  MV  IFN NI  MV  IFN

Meso173

NI  MV  IFN

Meso11

NI  MV  IFN

Meso13 Meso31

NI  MV  IFN NI  MV  IFN

Meso47

NI  MV  IFN

Meso76

NI  MV  IFN

Meso96 Meso163

NI  MV  IFN NI  MV  IFN

Meso225

NI  MV  IFN

IFIT1

Actin

OAS1

***

*
**

******
** ns

***

ns
**

ns
***

ns

ns

ns
**

Figure 6. Measles virus (MV) exposure induce a partial and weak expression of proteins encoded by interferon-stimulated
genes (ISGs) in interferon (IFN)-I�/� malignant pleural mesothelioma (MPM) cell lines. Cells were infected with MV at mul-
tiplicity of infection of one (MOI ¼ 1) or treated with IFN-I (IFN-a and IFN-b) during 48 hours. (A) RNA expression of four ISGs
induced by MV in IFN-I�/� MPM cells (RSAD2, IFIT1, OAS1, and DDX58) analyzed by reverse-transcriptase polymerase chain
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IFNB1 HDs are more frequent in mesothelioma cell lines
with a sarcomatoid component (biphasic, sarcomatoid,
and desmoplastic MPM) with 47% of them harboring
these deletions. In the TCGA public database, we found
that 43.8% and 9.2% of MPM frozen tumor samples lost
two copies of CDKN2A and IFNB1 genes, respectively.
However, these results are likely underestimated
because they are obtained by high-throughput
sequencing of tumor biopsies that contain healthy cells
that can hide HDs only present in tumor cells as it was
found for the BAP1 gene, also frequently deleted
in MPM.31

HD of IFN-I genes is not the only defect of the IFN-I
response in MPM. Indeed, seven of the 15 MV-sensitive
cell lines have at least one copy of the IFNB1 gene.
Three of them behaved similar to IFN-I�/� MPM cell
lines by failing to produce IFN-I in response to MV,
whereas the other four produced IFN-I in response to
MV but failed to control viral replication.10 This
converging selection of tumor cells toward inactivation
of the IFN-I response strongly suggests that the HDs of
IFN-I genes are not just a collateral damage of the loss of
the CDKN2A locus but probably bring additional advan-
tages for tumor development in MPM.

Among cancers that have lost IFN-I genes, glioblas-
toma multiforme displays the highest frequency of these
HDs (16.4% for IFNB1, and 25.7% for IFNA2). This
cancer is also one of the most studied for oncolytic
immunotherapy with different viruses such as herpes
simplex, adenovirus, and parvovirus.32,33 Recently, the
group of Evanthia Galanis34 reported in human tumor
xenograft models in mice and by monitoring 10 patients
with glioblastoma receiving MV oncolytic immuno-
therapy that the main transcriptional signature associ-
ated with resistance was the presence of a constitutive
activation of the IFN-I response in tumor cells. This gene
signature can be used to predict which patients are likely
to respond to MV oncolytic immunotherapy. We also
found a constitutive activation of the type I IFN pathway
in several MV-resistant MPM cell lines compared with
that in healthy cells, whereas none of the eight IFN-I�/�

MPM cell lines presented a constitutive activation of the
IFN-I pathway.

In four of five IFN-I�/� MPM cell lines, restoration
of the IFNB1 genes led to the blocking of MV

replication without the need to restore IFNA genes,
whereas in the last one, blocking was partial and may
require restoration of some IFNA genes. We focused
on the IFNB1 gene because after 48 hours of MV
exposure, it was the most expressed IFN-I gene in
resistant MPM cell lines. We also inactivated the
IFNB1 genes in the four MV-resistant MPM cell lines,
and only one tumor cell line became permissive to MV
replication. Inactivation of IFNB1 gene was not suffi-
cient for the other three cell lines. Altogether, these
results reveal a major contribution of the IFNB1 gene
in controlling MV replication, but IFNA genes may
also play a role.

In the absence of IFN-I genes, MPM cell lines exposed
to MV develop a weak and partial IFN-I response char-
acterized by the expression of a limited number of ISGs,
such as RSAD2, IFIT1, OAS1, and DDX58. They fail to ex-
press other ISGs, such as XAF1, TLR3, STAT1, and MX1

that need the presence of IFN-I to be expressed. This
group of ISGs that can be directly activated by IRF3
independently of IFN-I as a part of the early antiviral
response is not sufficient to control MV replication. In
addition to this weak and partial IFN-I response, IFN-I�/�

MPM cell lines also develop a pro-inflammatory response
such as TNFR1/TNFR2, IL-17A, IL-6, iNOS signaling, and
endoplasmic reticulum stress. This corroborates the
in vivo model described by the group of Michael Dia-
mond,35 in which IFNAR�/� myeloid cells that are
equivalent to the IFN-I�/� MPM cell lines in our study
developed an exacerbated pro-inflammatory TNF-a
response when infected by the West Nile virus. Our study
and that of the Michael Diamond group show that in the
absence of the IFN-I signaling, the pro-inflammatory
response is amplified. This pro-inflammatory response
and the stress of the endoplasmic reticulum are probably
part of the immunogenic cell death induced by MV
replication. We and others found that tumor cells lysed
by MV are immunogenic by releasing tumor-associated
antigens and danger signals from cellular or viral ori-
gins.36-43 These signals induce the maturation of myeloid
and plasmacytoid dendritic cells that are, in turn, able to
cross-present tumor antigens to T cells. Thus, our study
identifies the frequent HDs of IFN-I genes as a thera-
peutic target to induce cell death of tumor cells with
oncolytic MV for the treatment of MPM.

reaction (RT-qPCR) with RPLPO gene expression used as reference. Results are expressed as means ± standard error of the
mean (SEM) of relative expression of three independent experiments and are also expressed as DDCt between conditions MV
and noninfected (NI) (MV), and conditions IFN-I and NI (IFN-I). ns, nonsignificant, *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, one-way
ANOVA (Kruskal-Wallis test); (B) protein expression of interferon-stimulated genes (ISGs) induced by MV in IFN-I�/� MPM cells
(RSAD2, IFIT1, OAS1, and RIG-I) analyzed by Western blot with actin protein expression used as a reference; (C) RNA
expression of four ISGs that are not induced by MV in IFN-I�/� MPM cells (XAF-1, TLR3, STAT1, and Mx1) analyzed by RT-qPCR
with RPLPO gene expression used as reference. Results are expressed as means ± SEM of relative expression of three in-
dependent experiments; (D) protein expression of ISGs that are not induced by MV in IFN-I�/� MPM cells (XAF-1, TLR3, STAT1,
and Mx1) analyzed by Western blot with actin protein expression used as a reference.
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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 I interferons (IFN I)

genes that are located closed to the CDKN2A gene on the p21.3 region of chromosome

9. IFN I 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 I 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 I interferon, CDKN2A (p16), homozygous deletion,

immunotherapy, STING

FREQUENT HOMOZYGOUS CO-DELETION OF THE CDKN2A

TUMOR SUPPRESSOR GENE AND THE IFN I 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 (CDKN2A) 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

CDKN2A gene HD inMPM (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

p16INK4a and p14arf that are implicated in the regulation of the

cell cycle. p16INK4a binds to cyclin-dependent kinase 4 and 6
(CDK4/6) and inhibits its capacity with cyclin D1 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. p14arf 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

p15Ink4b 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-b, IFN-e, IFN-w and 13 IFN-a
(Figure 1A) (19). IFNB1 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

A

B

C

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 CDKN2A, CDKN2B, MTAP, IFNA2 and IFNB1 genomic alterations

found in tumor samples of 1144 NSCLC patients. Oncoprint was performed with cbioportals 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.
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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 I 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-a and -b secretion the presence

of the virus to neighboring cells and to the immune system via
the IFN-a/-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 IFN 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). IFN-b is expressed by

all nucleated cells in response to infection, whereas the IFN-a are

mainly produced by immune cells. Among IFN-a, IFN-a2 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

FIGURE 2 | The IFN I response. (1) The IFN I response is triggered by different stimuli such as ssDNA, dsDNA, ssRNA and dsRNA via the toll like receptors, the

MAVS and the STING pathway. (2) Activation of these pathways induces the nuclear translocation of transcription factors such as IRF3, IRF7 and NF-kB that trigger

IFN I production and expression of some interferon stimulated genes (ISGs). (3) Secreted IFN I trigger IFNAR signaling on neighboring cells, notably immune cells. (4)

IFN I and other soluble factors of the IFN I response activate the immune response. (5) Activation of IFNAR signaling by IFN I leads to the formation of the interferon

stimulated gene factor 3 complex. (6) This complex translocates to the nucleus and activates numerous ISGs with antiviral, immunomodulatory and regulatory

functions. PRR, pattern recognition receptors.
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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 I 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-g) 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 IFN 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 Trex1 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 I

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, IFN 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-LKB1-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

Grard et al. Interferon Genes Deletion in Cancer
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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-b production via the

STING pathway and lead to the expression of the ISG Trex1.
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 ADAR1 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,

somemay 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 HDmay 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 IFN I in response to the virus suggesting another type of

defects of the IFN I response in theseMPM 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 IFNB1 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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Abstract: Cell death by apoptosis is a major cellular response in the control of tissue homeostasis and

as a defense mechanism in the case of cellular aggression such as an infection. Cell self-destruction is

part of antiviral responses, aimed at limiting the spread of a virus. Although it may contribute to the

deleterious effects in infectious pathology, apoptosis remains a key mechanism for viral clearance

and the resolution of infection. The control mechanisms of cell death processes by viruses have been

extensively studied. Apoptosis can be triggered by different viral determinants through different

pathways as a result of virally induced cell stresses and innate immune responses. Zika virus (ZIKV)

induces Zika disease in humans, which has caused severe neurological forms, birth defects, and

microcephaly in newborns during the last epidemics. ZIKV also surprised by revealing an ability to

persist in the genital tract and in semen, thus being sexually transmitted. Mechanisms of diverting

antiviral responses such as the interferon response, the role of cytopathic effects and apoptosis in

the etiology of the disease have been widely studied and debated. In this review, we examined the

interplay between ZIKV infection of different cell types and apoptosis and how the virus deals with

this cellular response. We illustrate a duality in the effects of ZIKV-controlled apoptosis, depending

on whether it occurs too early or too late, respectively, in neuropathogenesis, or in long-term viral

persistence. We further discuss a prospective role for apoptosis in ZIKV-related therapies, and the

use of ZIKV as an oncolytic agent.

Keywords: apoptosis; cell death; Zika virus; ZIKV

1. Introduction

The recent COVID pandemic reminds us of how vulnerable the world’s population
is to zoonotic RNA viruses of medical concern. Between 2007 and 2016, the emergence
of epidemic strains of mosquito-borne Zika virus (ZIKV), a member of the flavivirus
genus of Flaviviridae family, was in the spotlight. [1]. At that time, the rapid expansion of
the Zika epidemic throughout the intertropical zone had already received international
attention. Health authorities from several countries were concerned and had to deal with a
disease whose clinical outcomes such as congenital syndromes and microcephaly in infants
were more severe and frequent than previously known [2]. The international scientific
community had to react to a poorly documented infectious agent whose interactions with
its hosts (human or mosquitoes), pathogenesis, and unusual transmission pathways had
been only partially or not described [3].

The pathogenicity of an infectious agent depends largely on the cytopathic effects it
will produce in its target cells. In contrast, programmed cell death (PCD) is an urgent and
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necessary defense response, implemented by the infected host to disrupt virus multiplica-
tion and propagation, thereby preserving other cells and surrounding tissue [4]. The death
of infected cells by apoptosis also plays a crucial role in promoting antigen presentation
and recruiting immune cells, thus facilitating the infection resolution [5,6]. Failures in viral
clearance are widely attributed to defects in the infected cells’ auto-destruction [7].

Despite the tissue damage and the subsequent critical loss of cell populations, PCD by
apoptosis is thus considered a ‘necessary evil’ of the body’s response in its efforts to get rid
of the infectious agent.

In the case of ZIKV infection and pathogenesis, massive apoptosis of neuronal progen-
itor cells (NPCs), early in fetal development, has been proposed as an explanation for the
specific induced central nervous system (CNS) disorders in newborns and infants [8,9]. At
the same time, the finding that ZIKV can persist in adults in the urinary and reproductive
tracts and semen, for many months after the acute infection episode, is an indication that
viral clearance may be incomplete and associated with impaired or delayed apoptosis [10].

In this review, we propose examining the available data on ZIKV-induced apoptosis
and the state of knowledge regarding the virus’s ability to manipulate, delay, or inhibit
the cell death response. We also discuss antiviral therapies based on the remediation of
apoptosis, and given its unique dual relationship with cell death, the possibility of using
ZIKV as an oncolytic agent.

2. Apoptotic Cell Death

2.1. Features of Apoptosis

Apoptosis is one of the genetically programmed cell deaths that regulates tissue home-
ostasis and aims to eliminate non-viable, stressed, injured, or infected cells [11]. Cell death
by apoptosis is a process defined by canonical morphological and molecular criteria. Apop-
tosis induces specific morphological changes that lead to cell implosion and disappearance.
This is supported by the condensation and fragmentation of the nucleus (pyknosis and
karyorrhexis), followed by plasma membrane blebbing and cell disassembly [12]. The
process ends by efferocytosis, with cell residues such as blebs or apoptotic bodies being
engulfed by non-dying neighboring cells or professional phagocytes [13]. At the molecular
level, the caspase family of proteases is required for the completion of the operation, which
entails initiation and execution phases [14]. Mitochondria plays a major role in the initiation
of apoptosis through the permeabilization of its outer membrane (MOMP) [15]. The mem-
bers of the BCL-2 protein family are the main actors of the MOMP (Figure 1). Among the
family are proteins with the BH3 domain only (e.g., BID, BIM, NOXA, BAD), which activate
or control other BCL-2 proteins (the pro-apoptotic BAX and BAK) to initiate the complex
formation required for MOMP, while anti-apoptotic regulators such as BCL-2, BCL-XL, and
MCL-1 inhibit its formation [16]. MOMP leads to the release of cytochrome-c from the mi-
tochondria and the activation of the protein apoptosis protease activating factor 1 (APAF-1).
Oligomerized cytochrome-c-APAF-1, together with pro-caspase-9, form a macromolecular
complex called apoptosome [17]. Activated caspase-9 from the apoptosome complex will
then process the executioner pro-caspase-3 into active caspase-3, which in turn degrades
numerous substrates such as poly ADP-ribose polymerase (PARP) [18].

Several typical situations are capable of initiating apoptosis (Figure 1). Receiving death
signals activates the extrinsic pathway through TNF receptors (TNFR) and Fas receptors
(CD95) and leads to death-inducing signaling complex (DISC) formation and activation of
caspase-8. This initiating caspase can activate BID, which will then activate the mitochon-
drial pathway [19,20]. Cell stresses decompensations, damages of physico-chemical origin
(UV, drugs, reactive oxygen species) or following endoplasmic reticulum (ER) stress, and
an unresolved unfolded protein response (UPR), lead to an intrinsic pathway of apoptosis
with mitochondrial membrane modifications and caspase-9 activation [21,22].
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Figure 1. The different pathways of apoptosis. Apoptosis can follow several pathways, depending on

the signals integrated by the cell and the respective influence of the mobilized pro- and anti-apoptotic

factors. The extrinsic pathway is induced by external death signals such as TNFα and mediated by

death receptors (FAS, DR4 expressed on the cell surface. The intrinsic pathway is induced by internal

stimuli such as DNA damage, oxidative stress, or intracellular parasites. Apoptosis could also be

activated by unresolved endoplasmic reticulum stress (ER stress) and unfolded protein response

(UPR) through C/EBP HOmologous Protein (CHOP) [15–22]. Viruses such as BHV, DENV, WNV,

JEV, and HSV (in red) can induce apoptosis by the activation of different pathways [23–35].

2.2. Virus-Induced Apoptosis

Each stage of a viral infection cycle is likely to drive pro-apoptotic signaling. First,
some viruses can trigger an extrinsic pathway, just upon attachment and entry. In the cases
reported in the literature (e.g., for the bovine herpesvirus (BHV),) functional proximity
between the viral cell surface binding site and death receptors seems to be involved [23].
Second, intrinsic pro-apoptotic signaling in infected cells is the logical consequence of
the multiple decompensations caused by viral multiplication on cellular homeostasis. It
is argued that to ensure its replication cycle and the production of its progeny, the virus
robs the cell of its resources for its own benefit. This hijacking of cellular metabolism, the
diversion of protein synthesis, and nucleotide pools have been described as being able to
disrupt mitochondrial homeostasis and activate the intrinsic pathway of apoptosis [24–26].

In addition to metabolic reprogramming, the increasing amounts of viral compounds
following virus replication are likely to generate stresses that lead to apoptosis initiation.
The considerable input of proteins to be processed by the endoplasmic reticulum leads to
ER stress and UPR. This adaptive response is implemented by cells for its antiviral effects
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at the end. UPR is a way to reduce viral protein synthesis and ultimately results in the
self-destruction of the cell, thus bypassing the virus. Many viruses have replication cycles
that lead to UPR-dependent apoptosis. This kind of viral induced cellular stress, followed
by cell death has been extensively documented, for example, in Japanese encephalitis virus
(JEV) and herpes simplex virus (HSV) infections [27–29]. Viral compounds have been
identified as capable of inducing apoptosis on their own. Among the flaviviruses, the
overexpression of viral proteins, both of structural and non-structural origin, or of peptides
derived from these proteins such as the peptide called apoptoM has demonstrated their
cytotoxic capacity [30–33]. Unfortunately, the exact mechanisms of their pro-apoptotic
action remain poorly understood. One assumption is that some of them may be more
specifically responsible for the UPR response by initiating the formation of misfolded
aggregates in the ER lumen.

The literature on virus-induced apoptosis frequently reports that viruses can change
the dominant relationship between pro- and anti-apoptotic factors. It has been shown that
Dengue virus (DENV2) induces apoptosis via the expression of XIAP associated factor
1 (XAF1), an inhibitor of the anti-caspase activity of the XIAP protein [34]. Additionally,
several viruses are known to upregulate the expression of pro-apoptotic factors. West
Nile virus (WNV), for example, induces apoptosis via increased transcription of the pro-
apoptotic factor BAX [35] (Figure 1).

Furthermore, it is increasingly suggested that pattern recognition receptor (PRR)
activation by viral compounds, in particular viral genomes in all their forms (DNA, cDNA,
single-, and double-stranded RNA) and the subsequent innate immunity signaling, can
result in apoptosis [36]. The mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS) recruitment
by RIG-I and MDA5 sensing can disrupt the mitochondrial membrane potential and lead
to caspase activation [37]. IRF3, an interferon response factor, can directly promote BAX
oligomerization at the outer mitochondrial membrane or act as a transcription factor able
to upregulate the expression of BH3-only NOXA [38,39]. Of note, activation of PRRs,
in addition to promoting the immune response with inflammatory cytokine production,
seems to lead to various forms of cell death such as pyroptosis and necroptosis [40]. This
diversity of signaling pathways in response to viral infections has led to the emergence
of a PANoptosis concept, based on the crosstalk between key molecules of each type of
PCD [41].

3. Zika Infection

3.1. Zika Virus, Historical Data

Zika virus (ZIKV) is a pathogenic arbovirus, vectorized by mosquitoes of the genus
Aedes (Ae.) [42]. It belongs to the Flaviviridae family and the Flavivirus genus such as DENV,
WNV, and many others. It was initially isolated in 1947 from a sentinel rhesus monkey
during a study on the circulation of the Yellow Fever virus (YFV) in Uganda and found
later in Ae. Africanus mosquitoes [43]. The first human case was described in 1952 [44], but
little research on ZIKA arbovirosis has been conducted over the past century as only a few
outbreaks and sporadic cases have been reported, with only mild characteristics evoked
for the symptoms. This has changed over the last twenty years with the re-emergence of
ZIKV, associated with major epidemics and severe forms of ZIKA diseases. ZIKV returned
to the spotlight in 2007 in Micronesia [45], then the virus reached French Polynesia in
2013 [46], and affected Brazil in 2015, where an estimated 1.5M people were infected [47].
This epidemic emergence led the World Health Organization (WHO) to declare ZIKA
disease as a public health emergency in February 2016. Analysis of circulating viruses
revealed the existence of two lineages, an African lineage and an Asian-American lineage
containing all the strains that have led to the epidemic outbreaks [48]. Today, the virus
circulates endemically in several regions and outbreaks are occasionally observed such
as in Jaipur in India [49]. Further emergences could lead to sporadic outbreaks in certain
places described as being at high risk of introduction [50,51].
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3.2. Zika Virus Transmission and Clinical Outcomes

Associated with the virus’s emergence, new modes of transmission have been discov-
ered. Several hypotheses have been put forward to explain the extent and rapid expansions
of the last outbreaks. Among them was the switch from historical African and sylvatic
species of mosquitoes to more urban vectors, mainly Ae. Aegypti, but also Ae. Albopictus,
Ae. Polynesiensis, Ae. Vittatus, Ae. Unilineatus, and Ae. Hensilli [52]. More unusual among
flaviviruses, non-vector modes of transmission have been reported for ZIKV such as sexual
transmission. This has led the Centers for Disease Control (CDC) and the WHO to recom-
mend the use of condoms or avoidance of sex for at three months [53,54]. Maternal–fetal
vertical transmissions were also reported during pregnancy [55].

Clinical forms are in most cases common to many arbovirosis and include fever, rash,
arthralgia, and sometimes conjunctivitis due to direct eye infection [56]. The febrile state
usually resolves in less than a week [45].

However, serious complications have occurred after infection with ZIKV. The most
outstanding ones have been neurodevelopmental injuries during mother-to-fetus transmis-
sion, but peripheral nervous system disorders such as Guillain-Barré syndrome in adults
have also alerted the international scientific community. High levels of anti-ganglioside
antibodies in affected patients with this syndrome may be linked to this pathology [57,58].

Numerous cases of congenital Zika syndrome (CZS) including microcephaly due to
arrested development of the cerebral cortex [59], brain calcifications, intrauterine growth
restriction, and fetal death were reported during the 2013 Polynesian and 2015 Brazilian
epidemics and among imported cases all over the world [9,59]. The case fatality rate for
microcephalic infants is estimated to be around 10%, with the worst outcomes seen in late
preterm and/or low birth weight newborns [60,61].

Another surprising feature of Zika infection was the discovery that viral RNA could be
found until 40 days in serum and until 120 days in semen after the onset of symptoms [62,63].
Moreover, a recent report suggests that viremia could be found three years after infection,
probably due to genetic susceptibility [64]. All these data suggest that ZIKV can persist in
the host body after the acute phase of the viral infection.

3.3. Zika Virus Structure and Life Cycle

The ZIKV genome is composed of a positive 11 kb single-stranded RNA that encodes
10 proteins. Among these proteins, three are structural (C, prM, E) and seven are non-
structural (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5) as shown in Figure 2A and reviewed by
Petersen et al. [65]. In classical vector transmission, an infected mosquito will deliver
the virus to the epidermis of the host during its blood meal. ZIKV will further enter its
target cells and move along the endocytic pathway to reach the endosome. Fusion of
the viral envelope and decapsidation will release the viral genome into the cytoplasm
where it will be directly translated into a polyprotein further cleaved by viral proteases
(NS2B/NS3) and host proteases of the endoplasmic reticulum (ER) and Golgi apparatus.
The envelope protein (E) is involved in virus entry and receptor recognition. The membrane
(prM) protein present in the immature virion prevents premature fusion during egress; it
is further cleaved in M protein. The nucleocapsid protein (C) holds the viral RNA. The
non-structural proteins participate mainly in viral replication. The NS5 protein implements
genome replication platforms at the ER membrane, with cofactor proteins such as NS1,
NS4A, and NS4B. NS1 is a singular flaviviral protein that can be secreted and found
circulating in the bloodstream. Its role in Zika disease is not clearly identified, but it is
known to be highly immunogenic and potentially involved in metabolic modifications [66].
After incorporation of neo-synthesized viral genomes in capsids, and budding from the
ER membrane, virions move to the Golgi apparatus where the host furins lead to a mature
virion. The non-coding regions of the viral RNA (3′UTR), which leads to the production of
small flavivirus RNA (sfRNA) that accumulate in infected cells, are known to be important
in modulating cell responses [67].
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Figure 2. Zika virus structure and life cycle. (A) Scheme of Zika virus genome and structure. Zika

virus genome encodes 10 viral proteins, three structural, and seven non-structural. 5′ and 3′ UTR refer

to untranslated regions [65]. (B) ZIKV binds its specific receptors and is subsequently internalized

into the target cell via clathrin-mediated endocytosis (1). Viral RNA is released into the cytoplasm

following virus fusion with the endosomal membrane and capsid disassembly (2). Upon release,

positive-sense RNA is translated into a polypeptide incorporated in the endoplasmic reticulum (ER)

membrane and cleaved by proteases into structural and non-structural proteins (3,4). It will also

be transcribed into negative-sense RNA that will serve as a template for RNA replication that takes

place in ER vesicle packets (5,6). Viral proteins are accumulated and structured at the level of the ER

(7). Virus assembly, budding, and maturation then occur in the ER-Golgi intermediate compartment

(ERGIC) and in the Golgi apparatus, respectively (8,9). New viruses are released by exocytosis (10).

Adapted from Lebeau et al. [66].
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3.4. Zika Virus Tropism and Pathogenesis

Although not classified as an encephalitic flavivirus, ZIKV has been responsible
for debilitating CNS disorders in neonates in the severe forms of infection described
from 2013 in Polynesia and 2015 mainly in Brazil [68]. Most of the documented CZS
mention hypoplasia of the cerebellum, delayed myelination, calcifications, and many
cortical abnormalities [69]. ZIKV infection during the first or second trimesters of pregnancy
also resulted in hearing loss and blindness in newborns [70]. In-vitro, ex-vivo, and in-vivo
study models have been developed to understand the pathological processes behind these
clinical outcomes.

Multiple strains of ZIKV of African or Asian-American origin have been isolated and
used for the study of ZIKV tropism and pathogenesis. Some studies have used recent
epidemic clinical isolates and other infectious clones for the analysis of (i) viral tropism
and (ii) molecular determinants of pathogenesis [71]. Some teams [72,73] have reported
in their reviews that ZIKV infection in mouse models (neonatal wild-type mice, adult
immunocompromised Ifnar1−/− mice) had reproduced the main features of the human
disease including infection of the placenta and neuro-invasiveness, leading to reduced
brain development and fetus size. Many studies have shown that in these models, the
virus could accumulate in various organs such as the brain with associated damages, in
the spinal cord, in eye associated tissues, male and female reproductive tracts, gonads,
and kidneys. Neurotropic pathogenesis has been attributed to the depletion of neural
progenitor cells; however, their infection does not appear to be the only cause of their
loss [74–76]. In non-human primate models, infection also resulted in fetal brain lesions
and ZIKV RNA was found in saliva and seminal fluids for at least three weeks after the
end of viremia [76].

In the field of in-vitro models to investigate the interaction of the virus with its human
host, Marazzo and colleagues recently reviewed how the development of neurosphere
organoid cultures has provided insights into the specific neuropathological mechanisms
of ZIKV [77]. The different studies that have been carried out using these models have
confirmed that neuronal and neural progenitor cells were susceptible to ZIKV [78].

Finally, ZIKV was shown able, in-vitro and in-vivo, to infect trophoblasts, fetal en-
dothelial cells of the placenta, placental macrophages (Hofbauer cells), and perivascular
cells [79,80]. It has also been shown to infect a variety of cultured cells and cell lines of both
fibroblast and epithelial origin [81].

4. Zika Virus and Apoptosis

As the cytopathic activity of the virus may explain the pathogenic processes and
some clinical outcomes, many studies have evaluated the viral-induced forms of PCD in
in-cellulo, ex-vivo, in-vivo, and in animal models of ZIKV infection. The onset timing of
cytopathic effects and the search for markers specifying the virally mediated cell death
were conducted and compared to the course of infection and completion of the viral cycle.
Various apoptosis data obtained for different ZIKV strains and infection models have been
compiled in Table 1. Hence, the main protagonists of apoptosis that are under the control
of ZIKV are highlighted in Figure 3.
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Table 1. Apoptotic induction in different biological models infected by ZIKV.

Virus Strain Cellular Model Apoptotic Cues
Apoptosis and ZIKV
Infection Interplay

Reference

MR766: East African
strain isolated from
sentinel rhesus in

Uganda in 1947 (Dick,
Kitchen, and Haddow

1952)

HT1080
(Human epithelial cells

derived from
fibrosarcoma)

Apoptotic cell death markers
were cleavage of Caspase 3

and PARP.

Apoptosis was shown to be
delayed by inhibition of the

JAK-STAT pathway by ZIKV
NS2B/3 proteins.

[82]

Brazil 2015 (KU940228)
Brazilian strain 2015
(Calvet et al., 2016)

hNPCs
(Human Neural
Progenitor cells)

Early apoptosis was induced
at 24 h.p.i. with caspase 8, 9,
and 3 activation. This viral

strain was found to be highly
deleterious to human neural

progenitor cells.

Apoptosis was shown to
limit viral production. This
was reversed by the use of
Z-VAD which induced an

increase in intracellular viral
RNA.

[83]

MR766 hNPCs

Apoptotic cell death was
induced at 72 h.p.i. Caspase

3 expression was highly
increased 3 d.p.i.

N.D. [84]

cDNA encoding the E,
prM-E and M-E

proteins of the Haitian
ZIKV strain

(KU509998.3)
isolated in 2014

(Lednicky et al., 2016)

PC12 cells
(Rat

pheochromocytoma
cells)

Intrinsic mitochondrial
pathway.

Envelope viral protein
induces apoptosis by

increasing BAX expression
and decreasing Bcl-2

expression at the
transcriptional and

translational levels at
48 h.p.t.

[85]

H/PF/2013:
French Polynesian 2013

clinical isolate
(Cao-Lormeau et al.,

2014)

A549
(Human

Adenocarcinomic
human alveolar basal

epithelial cell)

ZIKV induces mitochondrial
apoptosis 48 h.p.i. by

activating caspase 9 and 3.

Apoptosis is detected when
the viral progeny reaches the

peak.
[81]

MR766

HuH7 (Human
hepatoma cell lines)
and BCLXKO HuH7

cells

MCL1 expression decreases
in cells infected with ZIKV
while BCLXL expression is

not affected. BCLXL
down-regulation induces cell

apoptosis.

Decreased MCL1 expression
during ZIKV infection

promotes viral replication
in vitro.

[86]

H/PF/2013
MR766

and Brazil 2015
BeH819015

(molecular clones)

A549, U251MG
(derived from a human

malignant
glioblastoma), HEK293

(Human embryonic
kidney 293 cells)

ZIKV infection leads to
mitochondrial apoptosis
when most of the ZIKV

progeny is released by the
infected cells. (48 h.p.i),

ZIKV delays apoptosis in
infected cells and confers

protection against exogenous
apoptosis induced by either

intrinsic or extrinsic
pathways.

[87]

PLCal ZV: Asian strain
isolated in 2013 in

Thailand (Ellison et al.,
2016)

PRVABC-59: Asian
strain isolated in Puerto
Rico in 2015 (Lanciotti

et al., 2016)

HFAs (Human fetal
astrocytes),

A549

Late apoptosis was induced
in ZIKV HFA infected cells.
Under 50% of the infected
HFAs exhibited apoptosis

compared to more than 90%
for A549 5 d.p.i. This

indicates that HFAs are
remarkably resistant to

apoptosis induced by ZIKV.

Although HFAs have a
strong antiviral response, it
has been shown that they

keep excreting ZIKV for up
to 28 d.p.i.

[88]
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Table 1. Cont.

Virus Strain Cellular Model Apoptotic Cues
Apoptosis and ZIKV
Infection Interplay

Reference

MR766 (molecular
clone)

PRVABC-59

Primary human Sertoli
cells

Less than 10% of Sertoli
PRVABC59 infected cells are
apoptotic versus around 70%

of A549 infected cells at 72
h.p.i. These percentages are
half as low when cells are
infected with the MR766
strain. The low level of

ZIKV-induced apoptosis
detected in Sertoli cells

explains the persistence of
both American and African
ZIKV strains in these cells.

The limited percentage of
apoptosis observed in

ZIKV-infected Sertoli cells
allows the virus to replicate

furthermore. The peak of
viremia was detected
between 3 and 4 d.p.i.

[89]

r-MRV (recombinant
MR766 strain)
PRVABC-59

HTR-8 cells
(Human immortalized
first-trimester placental

trophoblast cells),
JEG-3 and JAR

(choriocarcinoma-
derived third-trimester
placental trophoblast

cell lines)

Apoptosis was induced in all
three cell lines at 48 h.p.i.
CHOP upregulation and

nuclear translocation were
observed 24 h.p.i.

Trophoblast
induced-apoptosis involved

activation of caspases,
ER-Stress markers and most

importantly JNK protein.

Apoptosis was strongly
inhibited by the use of JNK

inhibitors.
[90]

MR766,
SZ01 (Asian strain,
isolated in China in

2016)

hRPTEpiCs
human renal proximal
tubular epithelial cells

MR766 induced a higher
degree of cell apoptosis (48
h.p.i.) compared to SZ01 (9

d.p.i.)

ZIKV persisted for more
than 30 d.p.i within the

hRPTEpiCs.
[91]

h.p.i.: hours post-infection. d.p.i.: days post-infection h.p.t.: hours post-transduction N.D.: not determined.



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1287 10 of 26

Figure 3. Zika virus controls apoptosis. ZIKV acts on anti-apoptotic factors such as Bcl-2 or Bcl-xL

mainly through an effect mediated by the non-structural proteins. ZIKV controls CHOP activity

during UPR, limiting its pro-apoptotic activity [92]. DsRNA/TLR3 induced apoptosis is controlled

by ZIKV through NS2B/3 [82]. ZIKV also stimulates the expression of pro survival factors such as

fibroblast growth factor 2 (FGF2) [88,93].

4.1. Is Early Apoptosis in Development Responsible for the Irreversible Damage Produced by ZIKV
Infection?

Most of the studies carried out suggest that ZIKV elicits apoptosis in vitro, around
48- or 72-h post-infection in cultured cell models. We and others have thus evidenced the
mitochondrial events typical of PCD by apoptosis and the implication of BAX and caspases
in fibroblast HT1080, in epithelial cell lines such as A549, HEK 293 [81,94], in glioblastoma
astrocytoma U-251 MG [95], and in neuroblastoma cell line SH-SY5 [96] and neural crest
cells PC-12 [85].

Cells that may be key players in the unique pathogenic process of ZIKV, which depends
on maternal–fetal transmission, blood–brain barrier crossing, or important points in the
neurodevelopment, were specifically studied.

One of the main issues raised by the CZS observed during the last outbreaks was how
ZIKV spread into the fetal compartment early in gestation and whether apoptosis could
be involved in the process. The mechanisms of crossing the uterine–placental interface
(UPI) by ZIKV have been extensively studied and reviewed. Many cell types of the UPI
support ZIKV replication. Placental infection, associated cytopathic effects and injury were
characterized ex vivo, in villus explants from the first-trimester of pregnancy, in primary
cells isolated from placental tissues, and in several relevant cell-lines [97–100].

Santara et al. found that in the first-trimester placenta, infected trophoblasts under
severe ER stress were being destroyed, particularly through direct killing by maternal
decidual natural killer cells (dNK) [101]. Thus, Muthuraj et al. showed that human immor-
talized placental trophoblasts and human choriocarcinoma-derived cell lines responded
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to infection by implementing an UPR-dependent apoptosis, with activation of JNK and
that this feature could contribute in the dissemination of ZIKV from mother to fetus [90].
As above-mentioned (Section 2.2), virus-induced apoptosis may be the result of ER stress
and unresolved UPR. During ZIKV infection, not all PERK, ATF6, and IRE1 pathways of
the UPR are activated in the same way in all models [102,103]. It was found that ZIKV was
actually able to control these responses during infection, acting de facto on the downstream
UPR-dependent apoptosis. Thus, the ATF6 pathway appears to be little or not active,
depending on the model and potentially inhibited during ZIKV infection [87,104–106]. If
it is admitted that the IRE-1 pathway of UPR could activate apoptosis through JNK phos-
phorylation [107], an important factor in UPR-dependent-apoptosis is the transcription
factor CCAAT-enhancer-binding protein (C/EBP) homologous protein (CHOP), whose
expression is directly linked to the PERK pathway [108]. However, if we and others have
noticed a significant increase in the transcriptional expression of CHOP [104], there is a
lack of information concerning the CHOP protein presence in ZIKV infected cells. Thus, in
the A549 model, we showed that the CHOP factor and its pro-apoptotic translational pro-
gram were not induced [92]. Assessment of its role in the virally induced UPR-dependent
apoptosis is therefore difficult. Furthermore, the control that the virus may exert over this
factor instead suggests that ZIKV deploys strategies to inhibit or delay apoptosis.

To complete the available data on the mechanisms of maternal–fetal transmission,
it is also worth mentioning that a pro-inflammatory context, likely to alter the physical
placental barrier function, a cell-to-cell infection process, and a Trojan horse role for infected
Hofbauer cells would be the major causes of viral dissemination through the placenta and
then to the fetus. It is therefore interesting to note that primary Hofbauer cells have been
shown to be resistant to virus-induced cell death [109]. Furthermore, in contrast to the
African strains, the Asian-American epidemic strains showed more frequent replication in
Hofbauer cells, increased dissemination, and longer viremia, but with lower viral titers.
It was then proposed that the African strains, which were found to be more cytotoxic,
might induce a better immune response and less accessibility to crossing the maternal–fetal
barrier [110]. The timing or extent of apoptosis in placental tissue could be an example of
the dual action of ZIKV on cell death to improve its dissemination strategy.

To gain an insight into the pathophysiology of ZIKV in neurodevelopment, infections
have been conducted in neuronal models. Apoptosis was then shown to be induced in
human neural progenitors (hNPC) and associated with P53 and cell cycle impairments [111].
In addition, in vitro models of hNPC derived from induced pluripotent stem cells (iPSC)
were found to be susceptible to infection with mitosis abnormalities and cytopathic effects
marked by caspase-3 activation [83].

Among the studies conducted ex vivo, sliced human fetal brain tissues from 14 to 21
weeks of gestation were infected with ZIKV. Activated caspase 3 and DNA fragmentation
could be found in numerous infected and non-infected cells. Targeted cells were inter-
mediate progenitor cells (IPCs) and post-mitotic neurons, confirming that ZIKV-induced
neuropathogenesis could be the consequence of the disappearance of these cell popula-
tions [112].

Several in vivo study models support this assertion. In a mouse model of intracranial
infection at different stages of embryonic development, co-immunoreactivity throughout
the brain of cleaved caspase-3 and ZIKV are indicators of deleterious cell death [8]. In
a recent study, oligodendrocyte loss in spinal cord and white matter has been linked
to neurodevelopmental defects and perinatal ZIKV induced pathogenesis in mice [113].
In another chick embryo model, virus-induced apoptosis of cranial neural crest cells
was shown to be responsible for aberrations in cranial osteogenesis and to lead to birth
defects [114]. Finally, studies in pregnant non-human primate infection models revealed
that neuroprogenitor apoptosis followed placental and fetal vascular compromise [115].

It should be noted that the study of ZIKV-induced patho-neuro-physiology has greatly
benefited from the development of complex neurosphere and brain organoid models.
Organoids are 3D cell cultures of self-organized progenitor cells that mimic the tissue



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1287 12 of 26

architecture and development [116]. Several studies on these models have shown a size
reduction in ZIKV infected neurospheres and brain organoids and a depletion in neural
progenitors [75,78,110].

Transcriptome analyses performed on infected hNPCs, SH-SY5Y neuroblastoma cells
or brain organoids revealed that ZIKV modified the expression of several factors related to
apoptosis, neuronal development, and differentiation [75,84,96,117,118]. ZIKV infection
resulted in increased expression of BAX, BID, and APAF1 in SH-SY5Y [96,117]. Caspase-3
gene was overexpressed in hNPCs [84] such as BAX, Bcl-2, and genes involved in tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) signaling and TRAIL-mediated
apoptosis such as death receptors DR4 and DR5 [119]. ZIKV infection could increase cell
susceptibility to extrinsic death, suggesting that a bystander cytotoxic effect in developing
brain tissue should not be minimized. Among the molecular mechanisms that could lead to
cell death, it has been shown that ZIKV was able to induce p53 activation and to inhibit the
mTOR pathway with an early switch from glycolysis to oxidative phosphorylation [120].
The changes in cellular metabolism initiated by the virus at a vulnerable period of neuronal
development would then be responsible for the defects in differentiation of immature neu-
ral stem cells and their exhaustion. Another study showed that an epidemic strain of ZIKV
provoked cell cycle arrest in neural stem cells by activating the p53-p21 signaling path-
way [121]. This suggests that in addition to cell death, ZIKV-induced neuropathogenesis
could also be due to proliferation and differentiation failures.

As a first look at all the data linking cell death and post-infection pathophysiology,
it seems that a consensus has emerged on the capacity of ZIKV to induce an excess of
apoptosis too soon during the particular situation of gestation and fetal development.
This cell death would occur at the level of placental cells, which would facilitate the
dissemination of the virus to the fetus. Apoptosis would then concern the neuronal
progenitors and astrocytes. It would be responsible for a depletion of neuronal populations
and for definitive damage during the development of the fetal brain.

4.2. Is Delayed and Impaired Apoptosis Responsible for ZIKV Persistence and Unusual
Transmission Pathways?

A delayed apoptosis controlled by ZIKV was supported by mathematical models [122]
and experimental approaches. By comparing studies describing the onset of in vitro virus-
induced apoptosis in different cell models (Table 1), it appears that ZIKV triggers a delay of
this cellular response and that this delay is to its own benefits. In in vitro infection models
of epithelial cells, the first cytopathic effects occur after the completion of the viral cycle and
the release of the viral progeny [81,87]. This timing is very different from that produced
by infection with other arboviruses of the alphavirus family such as Chikungunya virus
(CHIKV) or Ross River virus (RRV) [87,123]. At equivalent multiplicities of infection in the
same cell types, the latter induced apoptosis as early as 6h post-infection, whereas with
ZIKV, the first signs of PCD were only visible 48 h post-infection. In their studies, Limonta
and colleagues argued that astrocytes were infected by ZIKV with reduced cytopathic
effects including apoptosis, probably through FGF-2 upregulation during infection [88,93].
Therefore, they hypothesized that a ZIKV-driven anti-apoptotic activity was correlated
with long-term infection and with the persistence of replicating virus in astrocytes.

A body of evidence points to the ability of ZIKV to manipulate cell death in order to
limit the antiviral action produced by the cell auto-destruction. Thus, several studies have
shown that apoptosis has an antiviral effect on ZIKV. Addition of the pan-caspase inhibitor,
zVAD-FMK during infection leads to an intracellular increase in viral RNA [83]. The use
of inhibitors of the anti-apoptotic Bcl-2 family proteins, triggered an earlier apoptosis
in infected cells by ZIKV [86]. In the same publication, Suzuki and colleagues reported
that HuH7 cells that were knocked out for the anti-apoptotic gene BclXL underwent an
accelerated apoptosis with a suppressed viral dissemination. This was observed with ZIKV
and other flaviviruses such as DENV and JEV. BclXL gene suppression led to a reduction in
the viral loads in cells and animal models. Last but not least, this apoptosis remediation also
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increased animal survival in JEV infected mouse models. Suzuki and co-authors concluded
from their study that delayed apoptosis was associated with high viral pathogenicity,
whereas early apoptosis combined with accelerated efferocytosis inhibited viral spread in
the body and limited pathogenicity.

In the case of ZIKV infection and its unique pathogenesis with neurological compli-
cations, the role of anti-apoptotic factors and the control of their expression or activity by
the virus have been examined. A clinical study of cases of fatal microcephaly found that
the parenchyma of infected newborns had a two-fold increase in the anti-apoptotic Bcl-2
protein. This feature appears to be specific to CZS as microcephalies of other origin do not
have variation in Bcl-2 expression [124]. Based on the observation that ZIKV seemed to
be able to counteract apoptosis, our team had the idea of testing the protection that the
virus could offer to cells against an exogenously induced apoptosis. Surprisingly, cell death
hallmarks could not be observed in A549 cells when apoptosis was artificially induced
two hours after infection with ZIKV. Inhibition of cell death in the presence of ZIKV was
achieved whether the induction of apoptosis was extrinsic, with TNF-alpha, or intrinsic,
with etoposide or blasticidin. This protection from exogenous apoptosis was potentially
dependent on the presence of ZIKV non-structural proteins [87]. In addition, another
study indicates that double-stranded RNA (Poly I:C) induced apoptosis is reduced by
overexpressing the ZIKV NS2B/3 non-structural proteins [82].

We investigated which protagonists of apoptosis ZIKV was able to act upon and also
observed that the amount of anti-apoptotic protein Bcl-2 was increased during in vitro
infection. A privileged role for the Bcl-2-family of anti-apoptotics was confirmed by the
use of the inhibitor ABT-737, which abrogated ZIKV-mediated protection, led to restoration
of apoptosis, and reduced viral infection [87]. As previously mentioned, we also found
that ZIKV was able to subvert the CHOP pro-apoptotic program and thus override ER-
dependent apoptosis [92].

This viral ability to inhibit one of the main cellular defense responses to infection
legitimately raises the question of its effect on the outcome of infection and, if unsuccess-
ful, the possibility that the virus will not be properly eliminated. There is an extensive
literature on the strategies developed by infectious agents to manipulate apoptosis and
the link between impaired apoptosis, deficiencies in viral clearance, and viral persistence
in privileged niches [125–128]. Numerous studies on the mechanisms and issues of ZIKV
infection have revealed that the virus can indeed persist for a long time after the primary
infection.

Initially puzzling to the scientific community, a first case of sexual transmission of
ZIKV was reported in 2011 [129]. The confirmation that this route of transmission was
far from anecdotal, and observed with both Asian and African strains of ZIKV raised the
possibility that ZIKA could persist in the male reproductive organs [10]. Indeed, viral RNA
have been detected in semen for up to six months post infection, suggesting that men may
therefore act as potential reservoirs of ZIKV [130]. Reproductive tract and testis certainly
offer a suitable immune-privileged environment for ZIKV persistence.

High-level and persistent viruria could also be observed for up to 15 days after
the onset of infection symptoms. Several cell types of the infected renal tissue such as
glomerular cells or renal proximal tubular epithelial cells (hRPTEpiCs) may be susceptible
as reservoirs for long-term excretion of ZIKV in urine [91,131].

The maintenance of viral replication in these different cells, whether or not associated
with their survival and incomplete apoptosis, deserves further investigation.

Then, the first clinical indications that the virus might also persist in the CNS were
given when worrying cases of neurological complications were reported in infants a long
time after their birth and their in-utero exposure to ZIKV [132,133].

In conclusion, a body of evidence indicates that ZIKV manipulates apoptosis, which is
an adverse response of the cell to virus multiplication. This ability could account for the
persistence of the virus in immunoprivileged niches. Inhibited or delayed apoptosis and
viral persistence could influence pathogenesis and could explain the unique features of
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ZIKV infection. These main singularities are the non-vectorial routes of transmission and
the ability to induce neuropathogenesis long after infection.

4.3. Apoptosis in the Mosquito Vectors

In mosquito cells, arbovirus infections rarely cause cytopathic effects, and the limited
data currently available assessing the role of apoptosis in vector competence suggests that
apoptosis is detrimental to the virus. Virus/vector interactions appear to have co-evolved
by limiting apoptosis, probably to an initial regulation by non-retroviral integration RNA
virus sequences (NIRVS) and the piRNA antiviral pathway [134]. In invertebrate cells
infected with Zika virus, very few, if any, cytopathic effects are observed [135]. Further-
more, it seems that sfRNA from ZIKV could inhibit apoptosis whereas sfRNA mutants
showed increased TUNEL positive cells in-vivo. Adding caspase inhibitors rescued a ‘wild
type’ virus transmission rate in a sfRNA mutant, showing that apoptosis decreases the
transmission rate in mosquitoes [136]. This confirms previous studies on arboviruses and
apoptosis in mosquitoes [137].

Infection with ZIKV leads, in particular, to a reprogramming of cellular glucose
metabolism in a human cell model by enhancing ATP production via the use of the tricar-
boxylic acid cycle [26]. In contrast, during infection of mosquitoes’ cells, ZIKV increased
the use of glucose through the pentose phosphate pathway. Thus, this differential repro-
gramming of glucose metabolism changes the cellular ratio of AMP/ATP, which leads
to the differential status of the AMPK phosphorylation level between mosquitoes and
humans during ZIKV infection. The AMPK activation in human cells contributes to
caspase-mediated cell death, and conversely, low activation of AMPK in mosquitoes’ cells
prevents apoptosis [26].

All of these different apoptosis control mechanisms are important for vector compe-
tence, and thus virus spread between mosquitoes and humans.

5. Therapeutics Related to ZIKV, A Role for Apoptosis?

In addition to preventive measures, which mainly involve personal protection against
mosquito bites, it is essential to respond to the Zika threat by developing treatments and
vaccines. Currently, we have neither one nor the other, although a vaccine candidate using
mRNA technology has recently shown promising results in mice [138]. The development
of anti-ZIKV drugs must take into consideration several specificities such as the passage
of the virus in immune-privileged sites (central nervous system, placenta, gonads) and it
must be adapted for the particularly fragile target of pregnant women or women planning
a pregnancy.

One approach to containing the infection is to fight the virus early by acting on the virus
particle itself or at a particular stage of the viral cycle (entry, replication). Unfortunately,
although many studies have been carried out and have proposed molecules with promising
effects in vitro, no validated treatment has yet been improved [139–141].

Alternative strategies focus on enhancing the natural antiviral responses of host cells
by repurposing already known active therapeutic molecules. Trials using the proteasome
inhibitor bortezomib have demonstrated antiviral activity in in vivo models and have
provided some hope [142,143]. The advantage of targeting host responses is to limit the risk
of the emergence of treatment-resistant viral variants, as has been observed with nucleotide
analogues [144,145].

5.1. Antiviral Treatment through Apoptosis Remediation

Based on the observation that many viruses, and this is the case of ZIKV, manipulate
the cell death response and that this capacity contributes to infectious processes (outcome,
pathogenesis, viral persistence), therapeutic options using apoptosis remedial action have
been explored. The underlying idea is that restoring apoptosis can improve or accelerate the
resolution of infection and free the body from potential virus persistence [146]. Apoptosis
sensitizers such as inhibitors of the Bcl-2 family or molecules mimicking suppressors
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of apoptosis inhibitors (synthetic SMAC/DIABLO proteins) have thus been tested as
antiviral candidates [147]. From this theory of a ‘functional reactivation of apoptosis’
during infection, an antiviral strategy caused a sensation in 2011. By combining the
double-stranded RNA recognition domain of the PKR protein and the caspase interaction
domain (CARD) of the Apaf1 protein, the technology called double-stranded RNA (dsRNA)
activated caspase oligomerizer (DRACO) showed broad-spectrum antiviral activity and
lack of toxicity in murine, human, and in vivo non-human primate cells [148]. It resulted in
an 80% reduction in mortality in a mouse model of H1N1 A/PR/8/34 infection. Following
the same idea, the antiviral therapeutic potential of molecules known to act by reactivating
apoptosis in cancer pathologies was tested on ZIKV infection, with the project of a possible
drug repositioning. One study successfully evaluated the anti-ZIKV activity of the anti-
cancer obatoclax or GX15-070, a pan-blocker of the Bcl-2 family of proteins [149]. It should
be noted that the use of inhibitors of Bcl-2 family proteins had previously been validated for
their capacity to inhibit several viruses other than ZIKV, in in vitro and in vivo studies [147].

5.2. ZIKV as Oncolytic Virotherapy

Interestingly, ZIKV has been considered as an oncolytic candidate, notably for therapy
of brain cancer [150]. The modes of action of ZIKV on the tumor and the advantages and
disadvantages of using this virus, which may be genetically modified, are summarized in
Figure 4. Briefly, oncolytic viruses are replicative viruses capable of specific replication in
cancer cells. These biological agents have cancer therapeutics potential due to their ability
to induce selective tumor cell death through direct cytopathic effects. They induce an
immunogenic cell death similar to apoptosis, which releases cell debris and viral antigens.
Dendritic cells from the microenvironment will then allow the immune system to be
educated against the tumor [151,152]. Countering the frequent immune escape phenomena
induced by the tumor microenvironment is therefore one of the major goals of new anti-
cancer therapies. Showing the important potential of this type of treatment, the FDA already
approved the use of Talimogene Laherparepvec (T-VEC), a modified herpes simplex virus
type I, for metastatic melanoma management [151].

As aforementioned, ZIKV has a privileged tropism for neuronal cells in which it
produces cytopathic effects [83,111]. This specificity is due to the high level of neuronal
expression of the main known ZIKV membrane receptors such as AXL or CD24. Interest-
ingly, these receptors are overexpressed in cancer cells. Due to this ability, ZIKV has been
proposed as a promoter of tumor mass reduction for some brain cancers (e.g., glioblastoma
multiforme (GBM) and neuroblastoma). Indeed, in 2017, a selective oncolytic activity was
shown against glioma stem cells (GSCs) [153], which are therapy-resistant self-renewing
tumor precursor cells responsible for the local recurrence of cancer. ZIKV infection in these
cells leads to a loss of self-renewal and proliferation due to increased apoptosis, whereas
no detrimental effects were observed on normal cells. However, this feature is not a general
property of neurotropic flaviviruses, since WNV causes the cell death of GSCs and normal
cells. In order to confirm these promising results and show the usefulness of ZIKV as a
therapy to treat brain cancer, the authors used a mouse model of glioma. Mice receiving
ZIKV injection showed prolonged survival in comparison to mock-infected mice due to
extensive tumor cell death.

Consistent with these results, intracerebral injection of a live attenuated Zika virus
(ZIKV-LAV) in a mouse model of human GBM significantly reduced intracerebral tumor
growth and prolonged animal survival by selectively killing SOX2+ GSCs within the
tumor [154]. Recently, the same team reported some details on the mechanism underlying
ZIKV oncolytic activity against GSCs [155]. They found out that SOX2 expression in
GSCs leads to downregulation of the IFN signaling pathway, this being essential for
ZIKV infection and replication in GSCs. Indeed, SOX2 is a core regulator of antiviral
response and apoptosis, and is found to be highly expressed in GSCs, which partly explains
the preferential lytic effect on GSCs. Moreover, SOX2 has also been associated with the
regulation of Integrin αV expression. Integrin αV forms heterodimers, notably with Integrin
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β5, whose blockade with specific antibodies has led to reduced ZIKV-induced oncolytic
effects on GSCs. Thus, the SOX2–Integrin αVβ5 axis seems to be crucial for oncolytic
activity against GSCs, and therefore GBM treatment.

Figure 4. Zika as an oncolytic agent, pros and cons. ZIKV has natural tropism for neurons but

its replication is counteracted by antiviral pathways. Tumor cells overexpress receptors for viral

entry, have a high metabolism that efficiently supports ZIKV replication, and have frequent defects

in antiviral pathways. These natural capacities enhance viral infection (1). To further improve its

tropism toward the tumor, ZIKV could be modified to specifically target tumor cell receptors or to

be more dependent on the tumor’s singular properties (2). Delayed apoptosis induced by ZIKV

replication allows for a more immunogenic cell death, which can turn an immunosuppressive tumor

microenvironment into an immunoactivating one (3). Delayed apoptosis also promotes transgene

expression allowing for more efficient delivery of therapeutics (4).

It has also been shown that ZIKV oncolytic activity requires CD8+ T cell recruit-
ment to the tumor microenvironment, as the survival benefits are lost if CD8+ T cells
are depleted [156]. ZIKV infection enhances immune infiltration, which is favorable for
combination with an anti-PD1, an immune checkpoint inhibitor to remove microenviron-
ment induced T-anergy. Moreover, this education of CD8 by ZIKV induced tumor cell
death persists over time. Hence, they protect mice against syngeneic tumor rechallenge.
Additionally, neuroblastoma cells’ permissiveness for Zika virus has been reported [157].
In neuroblastoma cells, ZIKV-induced cytopathic effects lead to a decrease in tumor cell
viability. Nevertheless, not all neuroblastoma cell lines were sensitive to ZIKV oncolytic
activity. It was shown that CD24 expression, a receptor expressed on the surface of metabol-
ically active cells including cancer cells [158] is essential to ZIKV oncolytic activity [157].
Restoring CD24 (SK-N-AS) expression in a low-permissive neuroblastoma cell line restores
ZIKV oncolytic activity, unlike the CD24-deficient cell line. CD24 is rather a brake on
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apoptosis, which could promote ZIKV replication in metabolically active cells and conse-
quently induce a better immunogenicity [152,158]. Therefore, ZIKV seems to be a powerful
tool for the treatment of brain cancers that are of critical concern. As raised by several
teams [151,154,155], the use of ZIKV as oncolytic therapy can only be considered if the
safety conditions are met. Data currently available from these studies indicate that viral
RNA remained localized to the tumor until two weeks after treatment, showing the absence
of viral spread following injection [153].

However, as discussed above, ZIKV can persist in the body and has a broad tissue
tropism. There is therefore concern that it may affect several organs other than the target
tumor. These issues could be circumvented by improving ZIKV specificity to tumor cells.
Indeed, receptors essential for ZIKV entry such as AXL and CD24 that are overexpressed in
glioblastoma and neuroblastoma cancer cells, respectively, are also present on many other
cell types [158,159]. Thus, addressing ZIKV to a specific receptor on tumor cells would
reduce its entry into healthy cells. Technically, modifications can be made to the viral
genome to fine-tune its oncolytic capabilities. However, engineering the viral envelope to
control the interaction of the viral particle with the cell surface is difficult to design and
implement. If retargeting is not possible or not sufficient, another option is to increase the
dependence of the virus on the singular properties of the tumor cells. Indeed, it would
be possible to make the virus more conditional on the specific enhanced metabolism of
the tumor cell, as is the case for the vaccinia virus TK-RR- [160] (or the measles virus
vaccinal strain [161]. Genetically-modified ZIKV strains should then be envisaged to
further improve the safety of a ZIKV based oncolytic virotherapy [153,154].

Finally, and regarding the ambiguity revealed by our literature review on the ability
of ZIKV to promote apoptosis too early or too late, it would appear that delayed or
attenuated cell death is not a pitfall, but may be an advantage in oncolytic therapy. Thus,
cytolytic effects on infected cells, by being delayed, will promote immunogenicity with
a progressive and sustained recruitment of immune cells [156,162]. This mechanism is
decisive in overcoming immunosuppression induced by the tumor environment, one of the
main strengths of virotherapy. It should also be noted that the possibilities of manipulating
oncolytic viruses have led to their proposal as vectors for therapeutic agents such as T-
VEC, which encodes for granulocyte-macrophage colony-stimulating factor to increase
its immunostimulant properties [163]. In this context, a virus with persistent replication
still has an advantage in that it can increase the production of the therapeutic protein
over time. In addition, delayed apoptosis becomes an advantage for this vectorization
process. Whether strictly for oncolytic purposes or as a genetic backbone for the delivery of
a recombinant therapeutic agent, this ability of ZIKV to induce delayed cell death makes
it a potentially good vector for antitumor therapy. However, these beneficial effects may
be mitigated by the ability of ZIKV to persist in some tissues, with detrimental effects on
patients. Despite this, studies have shown that, in dogs with glioblastoma, the use of a
Brazilian ZIKV reduced tumor size and did not induce clinical side effects [164]. Further
research is needed to decipher the potential of ZIKV as an oncolytic treatment for brain
cancers [153,154].

6. Discussion and Conclusions

In the last decade, a series of epidemics has put global human health at risk. This
pressure is due to the threat of mainly viral pathogens that do not spare any region,
regardless of the economic levels or medical capacities of countries. In this context, better
knowledge of infectious agents, their mechanisms of dissemination/transmission in the
environment, and their interactions with their hosts, particularly humans, is essential.
This is necessary to face the risks of viral emergence or re-emergence as well as current
and future epidemics and pandemics. Understanding the mechanics of host–pathogen
interactions at the cellular and molecular levels is also essential for the development of
preventive and/or therapeutic strategies. Among the cellular and molecular responses
that are crucial for eliminating the pathogen, but that may also be involved in pathological
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processes is cell death by apoptosis. Just as humans evaluate the benefits and risks of
an action, the cell must make a choice between survival and self-killing to resolve an
infection. The decision to commit suicide is based on a precise control of pro-apoptotic and
anti-apoptotic factors. The process of ZIKV infection seems to be a wonderful example of
manipulation of this pro-death or survival balance of the host cell.

ZIKV, similar to other flaviviruses (such as JEV, DENV or WNV), is capable of inducing
apoptosis in various types of infected cells. Therefore, an excess of placental cell apoptosis,
early in gestation, seems to be one of the main causes of horizontal maternal–fetal transmis-
sion. Dissemination of the virus into fetal tissues, infection of the brain, and early apoptosis
of neuronal progenitors seem to be involved in Zika pathology and SCZ development
(Figure 5).

Figure 5. Too soon or too late, graphical abstract. ZIKV-related apoptosis is ambivalent. On one

hand, the virus transmission to the central nervous system via microglia and astrocytes induces early

apoptosis of neuroprogenitor cells. This leads to a set of symptoms and defects grouped under the

term of ZIKV congenital syndrome. On the other hand, ZIKV has been shown to persist for a while

in infected organisms due to delayed apoptosis. Persisting in the genital tract could lead to sexual

transmission that is unusual for an arbovirus.

Conversely, cell death by apoptosis has been shown to occur late in many cell types.
This delay in the onset of cell death involves anti-apoptotic proteins such as Bcl-2, whose
stability and half-life are increased by a mechanism that remains to be defined. It also
involves a defect in the induction of the expression of pro-apoptotic factors (BIM, PUMA,
NOXA...) that are cruelly lacking to tip the balance. This defect is in part due to the ability
of ZIKV to ‘hack’ the communication pathway between ER stress, UPR, and apoptosis by
inhibiting the CHOP factor. Other studies have described that paraptosis is sometimes
induced by ZIKV, with hyper vacuolation of cells without caspase activation. This could be
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in place of apoptotic death and apparently allows the virus to replicate more abundantly
in the cell [165]. This confirms that apoptosis is detrimental to the virus and this raises
the question of the impact of delayed apoptosis on pathophysiological processes and viral
persistence following ZIKV infection. A persistence capacity of ZIKV is established. The
virus, which remains in the genital tract and is secreted for a long time in the semen, is
the cause of sexual transmission (Figure 5). In addition to the complications observed in
newborns, the evidence of neuropathologies in children after birth [132] raises questions
about the mechanisms involved long after the acute infection. Recent work also suggests
that ZIKV exposure may contribute to the development of neurodegenerative pathologies
in adults in the longer term [103,166]. Of note, data on microcephalic brains of ZIKV-
infected neonates have shown an increase in Bcl-2 protein, opening up the hypothesis
of viral persistence mediated by overexpression of anti-apoptotic proteins [124]. Taken
together, these insights into ZIKV infection confirm the interest in understanding the
mechanisms of apoptosis control. This understanding is important for the development of
antiviral therapies based on the restoration of the ability of infected cells to die. It could
also be useful in the fight against late-onset forms of Zika. This understanding is ultimately
important for considering the use of this singular virus in oncolytic virotherapy.
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Abbreviations

ZIKV Zika virus

PCD Programmed cell death

CNS Central Nervous System

ER Endoplasmic Reticulum

MOMP Mitochondrial outer membrane permeabilization

APAF-1 Apoptosis protease activating factor 1

PARP Poly ADP-ribose polymerase

DISC Death inducing signaling complex

UPR Unresolved unfolded protein response

CHOP C/EBP HOmologous Protein

BHV Bovine herpesvirus 1

DENV Dengue virus

WNV West Nile virus

JEV Japanese encephalitis virus

HSV Herpes simplex virus HSV

MAVS Mitochondrial antiviral-signaling protein

WHO World Health Organization
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CDC Center for disease control

CZS Congenital Zika syndrome

sfRNA Small flavivirus RNA

CHIKV Chikungunya virus

RRV Ross River virus
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Titre: Rôles des cellules myéloïdes du microenvironnement tumoral lors d’une infection par le 
virus oncolytique de la rougeole 

Mots clés : immunothérapie oncolytique, virus de la rougeole, microenvironnement tumoral, 
mésothéliome pleural malin, interféron de type I 

Résumé :  
Toutes les cellules nucléées peuvent détecter, 
limiter et signaler les infections virales à leur 
cellules voisines et au système immunitaire 
grâce à la sécrétion d'interférons de type I 
(IFN). Le virus atténué de la rougeole (MV) se 
réplique préférentiellement dans les cellules 
tumorales du mésothéliome pleural malin 
(MPM) plutôt que dans les cellules saines car 
elles présentent souvent des défauts dans 
cette voie. Cependant, les cellules non 
tumorales du microenvironnement possèdent 
des voies antivirales fonctionnelles et peuvent 
produire de l'IFN en cas d'infection. Dans cette 
étude, nous avons cherché à déterminer le rôle 
des cellules myéloïdes dérivées de monocytes, 
sur l'activité oncolytique du MV et leur 
contribution à l'immunité anti-tumorale. 

Nous avons cultivé des cellules tumorales de 
MPM avec des monocytes préalablement 
différenciés, ou non, en macrophages ou en 
cellules dendritiques. Ces cellules cocultivées 
ont ensuite été infectées avec le MV. Nos 
résultats montrent que les cellules dérivées de 
monocytes peuvent limiter l’action oncolytique 
du MV de manière spécifique au patient. Par 
leur production d’IFN, ces cellules compensent 
l’absence d’expression d’IFN par les cellules 
tumorales et les protègent contre l’action 
oncolytique du MV. Toutefois, en réponse au 
virus, ces cellules myéloïdes génèrent 
également une réponse inflammatoire, qui 
pourrait stimuler la réponse immunitaire anti-
tumorale du patient. En conclusion, cette étude 
souligne l'importance de prendre en compte les 
cellules non tumorales lors de l'évaluation de 
l'activité oncolytique du MV. 

 

Title :  Roles of myeloid cells in the tumor microenvironment during oncolytic measles virus 
infection 

Keywords : Immunotherapy, measles virus, tumor microenvironment, malignant pleural 
mesothelioma, type I interferon  

Abstract:    
All nucleated cells can detect, signal and limit 
viral infections to their neighboring cells and to 
the immune system through the secretion of 
type I interferons (IFN). Attenuated measles 
virus (MV) replicates preferentially in tumor cells 
of malignant pleural mesothelioma (MPM) 
rather than in healthy cells, as they often have 
defects in this pathway. However, non-tumoral 
cells in the microenvironment possess 
functional antiviral pathways and can produce 
IFN upon infection. In this study, we aimed to 
determine the role of monocyte-derived myeloid 
cells on MV oncolytic activity and their 
contribution to anti-tumor immunity. 

 

 

 

 
 

We cultured MPM tumor cells with monocytes 
previously differentiated, or not, into 
macrophages or dendritic cells. These co-
cultured cells were then infected with MV.   
Our results show that monocyte-derived cells 
can limit the oncolytic action of MV in a patient-
specific manner. By producing IFN, these cells 
compensate for the lack of IFN expression by 
tumor cells, protecting them from the oncolytic 
action of MV. However, in response to the virus, 
these myeloid cells also generate an 
inflammatory response, which could stimulate 
the patient's antitumor immune response. In 
conclusion, this study highlights the importance 
of taking non-tumor cells into account when 
assessing the oncolytic activity of MV. 
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