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Résumé et mots-clés

Le cancer est une maladie qui touche des millions de personnes et ne discrimine
pas. La forme de cancer la plus répandue chez les femmes au Canada est le cancer du
sein et la deuxiéme cause de décés par le cancer chez cette population. Les traitements
dépendent de plusieurs facteurs dont le stade du cancer, la ménopause, le statut des
récepteurs hormonaux et du récepteur HER2 du cancer, etc. Les traitements qui existent

sont la chirurgie suivie par la radio- et/ou chimiothérapie et 'hormonothérapie.

Malgré les nombreuses études et les avancées dans les traitements pour
différents cancers, plusieurs patients ont des cancers du sein qui sont réfractaires aux
traitements disponibles. Une alternative naissante est I'utilisation de virus oncolytiques,
c’est-a-dire des virus qui ciblent spécifiquement les cellules cancéreuses et laissent intact
les cellules saines. Malheureusement, certains cancers demeurent réfractaires aux
traitements avec virus oncolytiques. Ceci nous améne donc a regarder plus en détail des
facteurs de l'environnement tumoral qui pourraient prédire la susceptibilité virale et
engendrer des résultats positifs. C’est dans cette perspective que nous avons découvert
que l'estrogéne, précisément I'estradiol, rend les cellules cancéreuses qui en expriment
le récepteur plus sensible au virus oncolytique VSV (virus de la stomatite vésiculaire).
Cependant, nous ignorons toujours si d’autres hormones peuvent également moduler
'action de VOs. Nous émettons donc I'hypothése que, comme I'estrogene, d’autres
hormones vont affecter I'efficacité des VOs et qu’il serait possible de manipuler ces
interactions pour améliorer la réponse au traitement. Notre étude nous permettra de
concevoir des stratégies thérapeutiques améliorées pour les patients atteints du cancer

du sein.

L’'importance de cette étude est que jusqu’a présent I'impact des hormones sur
I'efficacité des virus oncolytiques reste un sujet inexploré. Nous allons déterminer I'effet
de différents niveaux d’hormones sur la réplication et I'effet oncolytique de VSV. Ceci nous
donnera ainsi la possibilité et les connaissances d’améliorer la sélection des patients pour
le traitement et la conception d’'une nouvelle génération de virus oncolytiques

perfectionnés.



Mots-clés : cancer du sein, estrogéne, virus oncolytique, VSV, estradiol, hormones,

microenvironnement tumoral



Abstract and key words

Cancer is a disease that affects millions of people across the world. The most
common cancer in Canadian women is breast cancer and it also represents the second
cause of death by cancer in this same group. The treatment depends on multiple factors
including the stage of the cancer, menopause status, hormone receptor status, HER2
receptor status, etc. The available treatments for breast cancer are surgery followed by

either radiation or chemotherapy as well as endocrine therapy.

Despite numerous studies and advances in the treatment of different cancers,
many patients’ cancer still remains refractory to these treatments. An exciting new
alternative treatment is the use of oncolytic viruses. An oncolytic virus is a virus that can
specifically target cancer cells all while leaving healthy normal cells intact. However, many
cancers remain refractory to treatment with oncolytic viruses. There was thus a need to
investigate different factors or the tumor microenvironment that may predict viral
susceptibility and obtain positive outcomes. In this vein, it was found that estrogen
(specifically estradiol), a hormone found in the body, can render cancer cells that express
its receptor more sensitive to oncolytic virus infection by VSV (vesicular stomatitis virus).
In spite of that, we are unaware if there are other hormones capable of modulating the
actions of oncolytic viruses. Our hypothesis is that, like estrogen, other hormones will
affect the efficacy of oncolytic viruses and that it will be possible to manipulate these
interactions with the goal to improve treatment response. Our research will allow the

conception of enhanced therapeutic strategies for patients with breast cancer.

The importance of this study is that as of now the interplay between hormones and
oncolytic viruses remains unexplored. We will determine the effects of hormone levels on
viral replication and oncolytic ability of VSV. This knowledge will allow for a greater
selection of patients for which oncolytic virus treatment will have a positive outcome.
Additionally, it will allow for the development of a new generation of perfected oncolytic

virus platforms.

Key words : breast cancer, estrogen, oncolytic virus, Vesicular stomatitis virus, VSV,

estradiol, hormones, tumor microenvironment
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Revue bibliographique
Chapitre 1 : Le cancer et le cancer du sein

1. Le cancer et le cancer du sein
1.1 Cancer — Introduction
Le cancer est la premiére cause de déceés a travers le monde soit environ 10 millions
de décés en 2020 avec les cancers les plus communs étant le cancer du sein, des
poumons, du colon et de la prostate (1). En général, le cancer est une maladie ou des
cellules dans le corps se répliquent de fagon incontrélable et peuvent se propager a
travers le corps (2). Cette évolution des cellules se fait de fagon progressive et complexe
ou les cellules vont acquérir différentes caractéristiques qui vont leur permettre de devenir

malignes.

Certaines de ces caractéristiques incluent une prolifération excessive, I'évasion de
suppresseurs de tumeur, la résistance a la mort cellulaire, 'angiogenése, une réplication
immortelle, I'évasion active ainsi que la métastase (3). La tumorigénése ou
carcinogenése, un terme qui décrit la transformation de cellules normales en cellules
cancéreuses, est un processus complexe et dynamique qui est divisé en 4 étapes :
linitiation, la promotion, la progression et la métastase (4,5). L’initiation décrit un
changement, une altération ou une mutation dans un géne de fagon spontanée ou induite
aprés une exposition a un agent cancérigéne. Pour l'initiation du cancer, il est nécessaire
que des génes suppresseurs de tumeurs soient inactivés ou que des proto-oncogénes
soient activés (5). La promotion s’agit d’'une sélection clonale de cellules initiées qui
risquent de devenir maligne. La progression décrit le phénoméne ou les cellules malignes
acquiérent un phénotype et des caractéristiques plus agressives a travers le temps (6).
La derniére étape est la possibilité de faire des métastases, c’est-a-dire que le cancer
s’est propagé a un endroit différent du site primaire d’initiation. Les métastases
représentent une des causes majeures de décés reliés au cancer. Pour ce faire, des
cellules cancéreuses doivent se détacher, circuler dans le sang et survivre dans un nouvel
environnement a un site secondaire (7). De fagon générale, il est possible de classifier un
cancer en 4 groupes différents selon son origine, soit les carcinomes, les sarcomes, les
leucémies et les lymphomes (8). Les carcinomes se développent dans la peau ou les

tissus qui couvrent les surfaces des organes ou des glandes et forment souvent des



cancers solides, c’est-a-dire dans les tissus épithéliales (8). D’autre part, les sarcomes
sont des cancers qui affectent les tissus conjonctifs qui supportent et connectent le corps,

par exemple les muscles, les tendons, les os, etc. (9).

Les leucémies quant a elles sont des cancers du sang et de la moelle osseuse ou
les cellules saines se transforment et vont croitre de fagon incontrélable (70). Finalement,
le dernier groupe est les lymphomes qui sont un cancer qui touche le systéme
lymphatique, c’est-a-dire les lymphocytes qui sont des composantes essentielles de notre

systéme immunitaire (717).

Multistep Carcinogenesis

_ Radiation
Chemical Virus
A ' o P lo
P . ; [ e i— e | Progression i | Metastasis
Initiat F \ | | ) :
: nitiation e Promotion ngﬂc': - 19(ghO) !
DNA repair Lo | 0 0' oo
— T _\._J_/
MNormal Cell Initiated Cell Preneoplastic Cell Neoplastic Cell MalignantTumor

Figure 1.1. Les étapes nécessaires a la carcinogenése.
Les 4 étapes de la carcinogenése sont l'initiation, la promotion, la progression et la
métastase qui permet la transformation de cellules saines en cellules cancéreuses. (/ssu
de Byerley et al., 2019)

Etant donné I'énorme impact du cancer a travers le monde, il y a plusieurs
recherches en cours avec le but de découvrir des remédes plus efficaces pour le
traitement du cancer. Cependant, malgré les nombreuses études et les avancées dans

les traitements pour les cancers, il n’existe toujours pas de traitement curatif.

1.2 Le cancer du sein
Comme le nom l'indique, le cancer du sein est un cancer qui se produit dans un

ou dans les deux seins. Le sein peut étre divisé en différentes composantes ou un cancer
peut commencer soit dans les lobules, les canaux, les mamelons, le gras ou le tissu
conjonctif, ainsi que les vaisseaux sanguins ou lymphatiques (72). Le type le plus commun

est un carcinome qui représente environ 80 % des cancers diagnostiqués (72).



Le cancer du sein est le cancer le plus commun chez les femmes canadiennes et
la 2e cause de décés par cancer chez cette population. En 2022, le cancer du sein
représente 25 % de tous les nouveaux cas de cancer et 14 % de tous les décés associés
au cancer chez les femmes canadiennes (13). Le cancer du sein chez les hommes est
possible, mais extrémement rare. En effet, le cancer du sein masculin représente environ
1 % des cancers chez les hommes, ainsi qu’environ 1 % de tous les cancers du sein
mondial (14). La classification du cancer du sein est en constante évolution.
Traditionnellement, la classification des cancers du sein se base sur I'histologie et la
biologie (15). Cependant, le cancer du sein est trés hétérogéne. C’est pour cette raison
que plusieurs groupes ont effectué des études moléculaires sur I'expression génique. En
regardant les niveaux d’expression du récepteur d’estrogéne (ER), de progestérone (PR),
HER2/neu, Ki-67 (marqueur de prolifération) et autres, les chercheurs ont été capable de
diviser le cancer du sein en 5 sous-groupes. Les 5 sous-groupes sont « normal breast-
like », luminal A, luminal B, HER2 enrichie et « basal-like » ou triple négatif (TNBC) (16).
L’hétérogénéité du cancer du sein a un impact clinique trés important sur l'incidence, la

progression de la maladie, la survie et les traitements (17).

Sous-types ER (PR HER2 Marqueur de prolifération (Ki-67)
Luminal A + +/- - < 14%
Luminal B + +/- +/- 2> 14%
HER2+ - - + = 14%
TNBC |- ] > 14%

Tableau 1.2. Classification des différents sous-groupes de cancer du sein
Les différents sous-groupes et leurs caractéristiques moléculaires de tous les cancers
du sein selon I'expression de ER, PR, HER2 et Ki-67.




Chapitre 2 : Les traitements standards du cancer du sein

2. Les traitements standards

2.1 — Traitements passées ou actuelles : Chirurgie

Les traitements utilisés vont dépendre du type de cancer qui a été diagnostiqué.
Trés souvent une opération chirurgicale est utilisée pour enlever les tumeurs primaires.
Par la suite, la radiothérapie et la chimiothérapie sont utilisées comme adjuvant aux
traitements (14). Pendant le 20e siécle, la chirurgie de Halsted a été considérée comme
le standard d’intervention chirurgicale pour le cancer du sein. C’est une opération, aussi
appelée mastectomie radicale, ou les glandes mammaires, les deux muscles pectoraux
et tout le tissu lymphatique axillaire jusqu’aux extrémités ont été excisés (18). L’étendue
de la résection par la chirurgie a été associé avec une morbidité importante ainsi que
plusieurs complications potentielles telles que la paresthésie, lymphoedéme du bras,
Iésion du cartilage costal ou pneumothorax par perforation de I'espace intercostal (719).
L’idée derriere cette technique trés agressive était d’éviter les métastases qui pourraient
survenir par la propagation locorégionale. En effet, comme plusieurs cancers, les
métastases représentent environ 90 % des mortalités des patientes atteintes du cancer
du sein (20). Cependant, plusieurs études ont démontré qu’il n’a pas d’avantage sur la
récurrence du cancer ou la survie comparativement a des opérations moins agressives
(21). Par la suite, des interventions moins agressives sont devenues le standard combiné

avec des thérapies systémiques adjuvantes (22).
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Figure 2.1.1 Changement de la mastectomie radicale vers la mastectomie modifiée
moins agressive

Le changement dans les pratiques de chirurgie pour le traitement du cancer du sein a
travers les années. Des études ont démontré que l'intervention plus radicale n’avait pas
d’avantages significatifs comparé a 'opération moins invasive qui explique le changement
dans les pratiques. (/ssu de Bland et al., 2018)

2.2 — Traitements adjuvants : Chimio-, radiothérapie et thérapies ciblées

Un traitement adjuvant est un traitement systémique additionnel au traitement
primaire contre un cancer qui a comme but de diminuer la dissémination pour éviter les
métastases (23). Il existe plusieurs types différents de traitements adjuvants, dont la
chimiothérapie, la radiothérapie, 'hormonothérapie (thérapie endocrine), des thérapies
ciblées et la thérapie biologique (immunothérapie). Spécifiquement pour le cancer du sein,
plusieurs études ont démontré que l'utilisation de radio-, chimio- et hormonothérapie
adjuvante ou la thérapie ciblée HER2 réduit de fagon significative la récurrence du cancer
et augmente les taux de survie des patients (24,25). La chimiothérapie vise a éliminer les
cellules cancéreuses a I'aide de médicaments en les ciblant directement ou en empéchant
leur multiplication. Les traitements de chimiothérapies les plus communs sont une
combinaison de cyclophosphamide avec de la doxorubicine ou docétaxel ou méthotrexate
avec du 5-fluorouracil (26). La radiothérapie quant a elle est l'utilisation, comme le nom
lindique, de trés fortes doses de radiation pour causer des dommages a I’'ADN des
cellules cancéreuses. La radiation est dirigée directement contre la tumeur ainsi que les
ganglions lymphatiques régionaux aprés une résection de tumeur primaire (27).
Cependant, I'utilisation de la chimio- et radiothérapie comme traitement systémique vient
avec plusieurs effets secondaires a cause de sa toxicité hors cible qui limite I'utilisation.
En effet, les toxicités vont affecter la qualité de vie des patients et méme avec les
traitements 40 % des patients vont avoir des récurrences et décéder de métastases du
cancer (28). Un autre probléme qui peut survenir lors de I'utilisation de ces traitements est

le développement de résistance qui va rendre la thérapie inefficace (29).



— y 4-’

- i Y
Chrmand berogy [ Lenirvasiol hesapsy

Adjuvant Therapy Cancer Treutments

_,/

Hammane therpy

Rodiation Targoted thorapy

verywell
Figure 2.2.1 rents traitements adjuvants pour le cancer du sein.
Les différents traitements adjuvants qui existent pour les patients atteints du cancer du
sein sont la chimiothérapie, la radiothérapie, 'hormonothérapie, 'immunothérapie et les
thérapies ciblées. (Adapté de verywellhealth)

Les thérapies ciblées sont utilisées directement contre des protéines spécifiques
qui aident la croissance ou la survie des cellules cancéreuses. Plusieurs thérapies
récentes pour les patients atteints de cancer du sein HER2+ (human epidermal growth
factor receptor 2) utilisent des anticorps monoclonaux contre HER2, comme le
trastuzumab (30). La protéine HER2 a un potentiel oncogénique important dans plusieurs
cancers. En effet, des mutations dans cette protéine ménent souvent a une activation
constitutive qui promeut la carcinogenése et la croissance de cellules tumorales (37).
Souvent, les anticorps monoclonaux contre HER2 sont donnés en combinaison avec la
chimiothérapie adjuvante (30). Heureusement, il existe d’autres thérapies ciblées qui
peuvent étre utilisées pour le traitement du cancer du sein comme des inhibiteurs de la
tyrosine kinase, des inhibiteurs de la voie mMTOR et des inhibiteurs CDK4/6 (cyclines
dépendantes de kinase 4/6) (32,33). Les tyrosines kinases sont des enzymes qui peuvent
jouer un réle important pour le développement des cellules cancéreuses (33). Environ 30-
50 % des patients atteints de cancer du sein HER2+ avancé vont développer des
meétastases du systéme nerveux central. Les métastases de cerveaux représentent
habituellement le premier site de récurrence du cancer chez ce groupe. L’administration
d’anticorps monoclonal contre HER2 permet de ralentir les symptdmes cérébraux, mais il
a une faible pénétration qui limite I'efficacité (34,35). Les avantages des inhibiteurs
tyrosines kinases, aussi connues sous le nom de médicaments a petites molécules, sont

des propriétés physico-chimiques favorables qui leur permettent de pénétrer a travers la



barriére hématoencéphalique. Ceci permet de prévenir et méme traiter les métastases du
cerveau (35). Une autre option pour le traitement du cancer du sein par thérapie ciblée
est la voie phosphoinositol 3 kinases (PI3K) /Akt/mTOR (PAM). Cette voie de signalisation
fréquemment mutée est impliquée dans la prolifération cellulaire, la survie, le métabolisme
ainsi que la motilité (36). Il est possible d’inhiber cette signalisation par I'inhibiteur mTOR
everolimus (Afinitor) qui va lier son récepteur FKBP12, récepteur intracellulaire, et
interférer avec les fonctions de mTOR en aval comme le démontre la figure 2.2.2. Ce
médicament est utilisé chez les patients atteints de cancer du sein HR+ (récepteur
hormonal) /HER2- métastatique (37).
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Figure 2.2.2 Voie de signalisation PAM et fonctionnement d’évérolimus
La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR induit la prolifération cellulaire, la survie et la
transcription de génes importants dans les cellules cancéreuses. L’évérolimus va lier son
récepteur intracellulaire (FKBP12) qui a comme conséquence l'inhibition de la voie mTOR.
(Issu de Royce et Osman, 2015)

Finalement, la derniére classe de thérapie ciblée est les inhibiteurs CDK. Les
cyclines et les CDK sont cruciales pour réguler la progression des différentes phases du
cycle cellulaire (33,38). Ceux-ci sont souvent dérégulés dans les cellules cancéreuses et

sont donc une cible intéressante pour le traitement du cancer. Les 3 agents approuvés,



soit palbociclib, ribociclib et abemaciclib agissent de fagon similaire comme il est possible
d’observer dans la figure 2.2.3, mais ont certaines propriétés différentes qui permettent
des applications cliniques uniques selon les situations (38). Ce type de traitement est
surtout utilisé pour les cancers du sein HR+ métastatiques en combinaison avec

I’hormonothérapie (39).
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Figure 2.2.3 Réle des cyclines et des CDK et mécanisme d’actions des médicaments
inhibiteurs

La figure monte le cycle cellulaire et I'implication des différentes cyclines et CDKs. De
plus, le mécanisme d’action des médicaments palbociclib, ribociclib et abemaciclib sur le
cycle cellulaire est montré. (/ssu de George et al., 2021)

2.3 — La thérapie endocrine

Presque 75 % des cancers du sein diagnostiqués expriment le récepteur de
I'estrogéne alpha (ERa) (40). Une tumeur est considérée comme HR+ lorsqu’au minimum
1 % des cellules testées ont un ER et/ou PR, sinon elles sont HR - (47). Dans ce contexte,
il est possible d'utiliser 'hormonothérapie pour cibler directement 'ER ou supprimer la
production d’estrogéne de type estradiol (E2). L'estrogene est connu depuis longtemps
comme étant un facteur important dans les carcinomes hormonodépendants comme
I'ovaire, le sein, le colon et méme la prostate (42). L’effet oncogénique d’E2 est par la
liaison a son récepteur sur les cellules tumorales qui permet 'augmentation de la

transcription de facteurs de croissance et de survie tels que facteurs de croissance



semblable a I'insuline (IGF), facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) et facteurs de
croissance épidermique (EGF) (43-47). Etant donné l'importance d’E2 et d’ER dans le
cancer du sein HR+, des traitements ciblant ces derniers sont utilisés depuis des
décennies. Les thérapies endocrines inclues des modulateurs ou dégradeurs sélectifs du
récepteur de I'estrogéne (SERM ou SERD), des inhibiteurs d’aromatase (Al) ainsi que la

suppression ovarienne (48).
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Figures 2.3.1 Les différentes classes de thérapies endocrines

La figure montre le role et la signalisation des estrogénes dans les cellules tumorales ainsi
que les types de thérapies endocrines tels que SERM, SERD et Al. (Figure adaptée de
Hanker et al., 2020)

Les SERMs sont des agents synthétiques non stéroidiens avec des activités
estrogéniques agonistes et antagonistes variables selon le type de tissu ciblé (49). Le
meécanisme d’action des SERMs repose sur l'interaction tissu spécifique avec les 2 sous-
unités de 'ER (ERa ou ERP). Par exemple, ils agissent comme des agonistes de 'ER
pour maintenir la densité des os (ostéoporose) en diminuant I'activité des ostéoclastes et
la résorption osseuse. D’autre part, ils interviennent comme antagonistes dans les tissus

du sein qui permettent leurs applications en tant que traitement de cancer du sein (50).



Un des plus connus est le tamoxifene, médicament de premiére génération, qui est un
antiestrogéne approuvé pour le traitement et la prévention du cancer du sein chez les
patientes en ménopause. Ensuite, le torémiféne, aussi de premiére génération, est
comparable au tamoxiféne, mais semble moins toxique sur le foie des patients (57).
Finalement, le raloxiféne, médicament de deuxi€éme génération, quant a lui est approuvé
pour la prévention et le traitement de I'ostéoporose ainsi que la prévention du cancer du
sein (52).

Pour ce qui est des SERDs, ils sont similaires aux SERMs puisqu’ils vont cibler
I'ER, mais ont un mécanisme d’action différent. En effet, la liaison du SERD a 'ER va
permettre la formation d’'un complexe instable qui induit sa dégradation par le protéasome
(53). Le fulvestrant est le seul SERD qui est approuvé pour le traitement du cancer du
sein, mais il y a beaucoup d’études qui sont en cours pour la conception d’'une nouvelle
génération de SERDs (54). Notamment, un premier SERD oral, I'elacestrant, est en
processus d’étre approuvé par la FDA a cause de résultats prometteurs dans I'étude
clinique EMERALD (552). Brievement, I'objectif de I'étude était de comparer I'efficacité et
la sécurité de I'elacestrant en monothérapie par rapport aux traitements standard aprés
traitement avec un inhibiteur de CDK4/6 chez des patients avec un cancer du sein avancé
ER+/HER2-. L'elacestrant a démontré une amélioration significative de la survie sans
progression de la maladie dans la population générale et les patients avec mutations
ESR1, le géne qui encode I'ERa (55).

Cependant, au lieu de cibler directement 'ER, il existe une fagon plus directe pour
interférer avec la progression du cancer dépendant a I'estrogéne qui est de simplement
diminuer les niveaux produits. Une des fagons d’accomplir cet objectif se fait par la
suppression ovarienne qui peut se faire de 2 moyens différents. Une méthode temporaire
est par l'utilisation d’antagonistes de ’hormone de libération des gonadotrophines (56).
L’hormone de libération des gonadotrophines stimule la sécrétion de I'hormone
lutéinisante et de 'hormone de stimulation de follicules par la glande pituitaire. La
conséquence est le contrdle des hormones et des fonctions reproductives des gonades
d’ou I'importance de son inhibition dans des maladies hormonodépendantes comme le
cancer du sein (57). La deuxiéme option qui vient avec des changements importants
permanents s’appelle I'ablation ovarienne. C’est une opération qui enléve un ou deux

ovaires (ovariectomie). La conséquence est la diminution des niveaux d’estrogénes
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circulant dans le corps qui a un effet relativement positif sur la survie sans maladie et la
survie générale (58,59). L’autre méthode par laquelle il est possible de faire diminuer les
niveaux d’estrogenes est par les Als. Les Als inhibent la capacité du corps de produire de
I'estrogéne a partir de la testostérone en inhibant I'activité de 'enzyme aromatase (60).
En effet, la synthése de I'estrogéne nécessite la présence de cellules thécales et de
cellules de la granulose. Les cellules thécales ne peuvent pas produire directement de
'estrogéne, mais elles produisent de I'androgéne. Ensuite, 'androgéne est transporté
dans les cellules de la granulose ou il sera métabolisé par 'enzyme aromatase en
estrogene. Les Als de troisieme génération, soit le Iétrozole, 'anastrozole et 'exemestane
commencent méme a prendre la place du tamoxiféne comme traitement de premiére ligne
pour le traitement du cancer du sein HR+. Les cancers du sein montrent une activité de
'aromatase plus importante et 'enzyme pourrait étre liée directement ou indirectement
par les Als steroidal (exemestane) ou non-steroidal (anastrozole ou I|étrozole)
respectivement (60,67). Bref, il est possible de constater que pour les cancers du sein
HR+ et/ou HER2+ il existe une panoplie d’'armes pouvant étre utilisées pour combattre le
cancer. Cependant, ces traitements ne sont pas une possibilité pour tous les sous-types
de cancer du sein et ne sont pas nécessairement une option tout au long de la durée de

traitement.

2.4 — Les résistances aux traitements (de novo et acquises)
Les cancers du sein ER+ sont souvent considérés comme le sous-type le plus

traitable et avec les meilleurs pronostics. Par contre, méme si initialement le cancer
répond a la thérapie endocrine, 15-20 % des tumeurs sont naturellement résistantes a la
thérapie et 30-40 % vont acquérir une résistance aprés plusieurs années de traitements
(62). La résistance a la thérapie hormonale méne a la récurrence de la maladie et des
métastases qui ultimement vont causer la mort chez la grande majorité des patients. I

existe plusieurs mécanismes qui permettent la résistance aux traitements.
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Figure 2.4.1 Mécanismes de résistanc;ﬁ::\bg;crine et cibles potentielles

Cette figure montre différents mécanismes par lesquels un cancer peut devenir résistant
a la thérapie endocrine. Des thérapies pour cibler les différentes causes sont suggérées
pour combattre la résistance. (/ssu de Hanker et al., 2020)

Par exemple, certaines données indiquent que I'acquisition d’altérations faux-sens
sur ESR1 est un mécanisme commun de résistance qui représente environ 20-30 % des
cancers du sein ER+ récurrents (63). De plus, ces mutations sont souvent présentes de
facon concomitantes la formation de protéines de fusions ESR1, des protéines souvent
hyperactives qui sont ligands indépendants. Ces protéines vont causer I'activation de la
transition épithéliale mésenchymale qui provoque la prolifération de cellules hormono-
résistantes et les métastases (62,63). Des défauts dans les voies de réparations de 'ADN
ont aussi été signalés comme étant des initiateurs de la résistance aux médicaments.
Selon des études indépendantes sur des patients, il existe des corrélations entre la perte
d’expression de CETN2 (centrin-2) et ERCC1 (réparation de I'excision groupe de
complémentation croisée 1) dans la voie de réparation par excision de nucléotides et
NEIL2 (Nei-like ADN glycosylase 2) de la voie de réparation par excision de base (64).
Plusieurs études semblent montrer I'importance de voies de signalisation oncogénique
qui sont a la base de la résistance endocrine. Ces voies inclus les tyrosines kinases de
facteurs de croissance (HER2, IGF, FGF, EGF), la voie PAM, MAPK/ERK (protéine kinase

12



activée par le mitogéne/kinase régulée par signal extracellulaire), Src (oncogéne du
sarcome de Rous), CDK4/6 (65). Outre les altérations somatiques, d’autres mécanismes
de résistances sont décrits dans la littérature comme des changements épigénétiques et
non génétiques (ex. cellules souches cancéreuses), la reprogrammation métabolique et
des changements dans le microenvironnement tumoral (ex. hypoxie, facteurs stromales,
etc. - TME) (66). Certaines études cliniques récentes montrent qu’une combinaison de
thérapie endocrine avec des inhibiteurs pharmacologiques serait une stratégie
intéressante pour surmonter les résistances (67). Par exemple, les inhibiteurs CDK4/6
sont une des thérapies ciblées efficaces lors de situation de résistance endocrine.
Cependant, son utilisation clinique vient avec certaines difficultés, notamment le colt du
traitement, les effets secondaires (ex. neutropénie, fatigue, nausée, etc.) et le plus
important étant que certaines tumeurs réfractaires a la thérapie endocrine ne répondent
pas a l'inhibition CDK4/6 (62).

D’autre part, le cancer TNBC est “naturellement” résistant aux thérapies ciblées
et 'hormonothérapie di au manque de ces cibles moléculaires (68). Le TNBC ou “basal-
like” est considéré comme le sous-type le plus agressif avec les plus grands taux de
récurrence et une forte incidence de métastase du cerveau (68,69). Normalement, les
anthracyclines et les taxanes (chimiothérapie) sont donnés comme traitement de TNBC,
mais avec succeés limités (69). En effet, 58% des patients avec un cancer TNBC
comparativement a seulement 21% pour un cancer luminal A avaient une maladie
résiduelle minimale malgré la chimiosensitivité initiale. Ceci explique les grandes chances
de récurrences et les mauvais pronostics associés aux cancers TNBC (69). Initialement
avec la chimiothérapie, il est possible d’observer des réponses favorables, mais
rapidement les patients développent des résistances aux médicaments. La récurrence de
maladie est trés commune et la survie médiane n’est que de 13 mois (70). Beaucoup
d’options thérapeutiques ont été créées par 'avancement de notre compréhension des
cancers qui augmentent significativement la survie des patients. Tout de méme, la
nécessité d’'une meilleure option de traitements pour améliorer la qualité de vie et la survie

des patients est encore trés présente.

13



Molecular
subtype

Luminal (A and B)

tLuminal CKs and ER-
related genes (A=B)
BT in proliferation-

related genes

Genetic profile TBasal CKs

Histologic
correlates

Alower- | B Higher- [ Bacs)

+ apocrine
grade ER+ | grade ER+ fealires

High-grade, sheat-like,
necrosis inflammation

| ER/PR-
HER2-

Surrogate
markers

| CHS/6
EGFR+

Prognosis Intermediate Worse: Worse

Response to

Intermediate .
chemotherapy Higher Higher

Targeted

HERZ-targeled Currently
therapies 1

rmone therapi : e
EEELEE SR therapies investigational

Tableau 2.4. Les caractéristiques des différents sous-types de cancer du sein

La figure montre les caractéristiques des sous-types de cancer du sein (Luminal A & B,
HER2+ et TNBC) comme le profilage génétique, un exemple histologique, les différents
marqueurs, le pronostic et les thérapies standards (/ssu de Allison et al., 2016)

14



Chapitre 3 : L’alternative naissante - Virothérapie
3. La Virothérapie du cancer

3.1 - Les virus oncolytiques & virothérapie

Le processus de carcinogenése, comme décrit précédemment, méne a
I'accumulation de mutations dans les cellules cancéreuses qui leur permettent de résister
a la mort cellulaire, avoir une réplication immortelle et de s’échapper de la surveillance
immunitaire (3). Incidemment, les mutations qui donnent ces caractéristiques essentielles
pour les cellules cancéreuses les rendent d’hotes idéaux pour la virothérapie par
'accumulation de mutations dans des voies de signalisation importante pour la défense
antivirale des cellules. La virothérapie est une stratégie ou des virus dits oncolytiques
exploitent des défauts causés par les mutations liées a la carcinogénése pour cibler
spécifiguement les tumeurs et les lyser (71). Puisque les cellules cancéreuses sont des
hotes idéaux pour les virus oncolytiques (OV), les virus vont pouvoir se répliquer a
lintérieur des tumeurs. Ceci permet de cibler directement la tumeur par l'oncolyse,
stimuler le systtme immunitaire et potentiellement délivrer des produits/génes d’intérét
aux cellules cibles selon la stratégie utilisé. Il est possible de diviser la virothérapie en 2
sous-groupes différents : (I) comme vecteurs pour la thérapie génique du cancer et (ll)

comme immunothérapie virale a I'aide de OV (72-74).

I.  Thérapie génique du cancer avec virus oncolytique
Le but de la thérapie génique est d’introduire/livrer un géne dans les cellules cibles

cancéreuses qui va les tuer directement ou indirectement. Les thérapies géniques
antérieures ont été congues pour exprimer des copies “wild-type” (WT) de génes
suppresseurs de tumeurs permettant une cytotoxicité sélective (75). Une telle méthode
est une combinaison d’un OV avec un transgene WT de p53 sous contrdle d’'un promoteur
de CMV, un géne suppresseur de tumeur impliqué dans la tumorigénése (76). Cependant,
une stratégie plus directe est celle de la thérapie génique du suicide. Cette technique
implique la livraison par OV d’'un géne toxique ou un géne qui permet la conversion d’'une
prodrogue inactive en drogue cytotoxique spécifiquement dans les cellules cancéreuses
induisant leur mort cellulaire (77). Deux des stratégies de thérapie génique du suicide sont
(i) le virus de I'herpés simplex (HSV) — géne de la thymidine kinase en combinaison avec
la prodrogue ganciclovir et (ii) le géne de la cytosine désaminase en combinaison avec la
prodrogue 5-fluorocytosine (78-80). Une autre stratégie trés commune avec l'utilisation de

géne cytotoxique est TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Par exemple, une
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étude par Zheng et al. a montré qu’un adénovirus codant un TRAIL soluble a été efficace
pour inhiber la croissance de tumeur de cancer du sein (87). Il existe de nombreux autres
génes pro-apoptotiques qui ont été étudiés comme thérapie génique dont Bik, BAX et
ligand FAS (82-84). De facon intéressante, les thérapies géniques avec chimiothérapies
montrent souvent des résultats antitumoraux additifs ou synergiques, lorsqu'on les utilise

en combinaison (87).
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Figure 3.1.1 Exemple de thérapie génique a I'aide de vecteur viral

La figure montre I'utilisation de vecteur viral pour la thérapie génique par exemple a
I'aide de géne suicide ou de géne stimulant le systéeme immunitaire pour le traitement
d’un gliome. (Adapté de Wan et al., 2021)

II.  Immunothérapie virale : Ami ou ennemi
Il y a de nombreuses années, le systtme immunitaire était considéré comme un

des plus grands obstacles dans l'utilisation des OVs. Cette idée a été fondée sur la

croyance que le seul mécanisme par lequel les OVs exercent leurs fonctions
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antitumorales était la lyse directe des cellules tumorales par la réplication virale (85,86).
Les chercheurs croyaient que la réponse antivirale du systéme immunitaire était si néfaste
pour l'efficacité antitumorale des OVs qu'ils utilisaient des drogues immunosuppressives.
Un exemple de ceci est la combinaison de OVs et la cyclophosphamide pour augmenter
I'oncolyse (87,88). De nos jours, il y a eu un changement dans cette mentalité par le
nombre de résultats montrant qu’un élément essentiel du succés des OVs est de stimuler
le systéme immunitaire pour générer une réponse immunitaire antitumorale, le concept a
la base des immunothérapies du cancer. Une étude de Prestwich et al. (89) a montré
gu’un systéme immunitaire fonctionnel est un prérequis pour le succés de la virothérapie.
Il existe méme des stratégies vaccinales anti-cancéreuses a I'aide de OVs a cause de
leur capacité de stimuler le systeme immunitaire. Une de ces stratégies est la vaccination
hétérologue « prime-boost ». Comme le nom l'indique, deux vecteurs viraux différents
encodent le méme antigéne cancéreux d’intérét qui permet le développement d’'une

réponse immunitaire importante envers I'antigéne et donc, dirigée contre le cancer (90).

Les mécanismes des OVs qui permettent de stimuler le systtme immunitaire
contre une tumeur sont multiples. Naturellement, un des facteurs évidents est I'oncolyse
par le virus qui permet le relachement de DAMPs (dommages aux motifs moléculaires
associés), de PAMPs (motifs moléculaires associés aux agents pathogénes) ainsi que
des TSA/TAA (antigénes spécifiques aux tumeurs/antigénes associés aux tumeurs)
(91,92). Ces composants vont étre cruciaux pour l'initiation d’'une réponse spécifique a la
tumeur par le systéme immunitaire adaptatif a I'aide des cellules dendritiques (DC), les
cellules présentatrices d’antigénes (93). Deuxiémement, plusieurs OVs peuvent induire la
mort immunogénique des cellules cancéreuses (94). Comme le nom l'indique, la mort
immunogeénique des cellules est immunogéne, a l'opposé de la mort cellulaire
physiologique comme I'apoptose qui est tolérogénique. Ceci va jouer un réle primordial
dans la stimulation d’'une réponse antitumorale au lieu d’une réponse anti-inflammatoire
aprés le traitement qui est essentiel pour le succés thérapeutique (95). La mort
immunogénique est caractérisé par une expression a la surface cellulaire de calréticulin
et/ou protéines de choc thermique qui va affecter la reconnaissance d’antigéne ou la
maturation de DCs. D’autre part, de fagon plus tardive il va avoir un relachement de
HMGB1 (high mobility group box 1) qui va stimuler le “toll-like receptor 4” essentiel pour
la présentation optimale d’antigénes tumoraux (96). Un autre aspect important de la

spécificité des OVs pour les cellules cancéreuses est que la réponse immunitaire
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antivirale va cibler les cellules cancéreuses infectées en méme temps (97). Souvent, les
cellules cancéreuses infectées par des OVs vont exprimer des antigénes virus-spécifiques
a leur surface qui permettent aux cellules T CD4+ et CD8+ de les cibler (97). Finalement,
une des fonctionnalités critiques des OVs pour la stimulation du systéme immunitaire

contre la tumeur est sa capacité de modifier le TME.
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Figure 3.1.2 Effets de OV sur les cellules saines, les cellules cancéreuses et
conséquence sur le TME

Les OVs peuvent infecter les cellules saines, mais les défenses antivirales vont permettre
de défendre la cellule et la laisser intacte. A I'opposé, les cellules cancéreuses qui ont
souvent des défauts dans les voies antivirales vont permettre la réplication, la lyse des
cellules et la stimulation d’'une réponse immunitaire antitumorale. (Adapté de
ViraTherapeutics)

Le TME est composé non seulement de cellules tumorales, mais de cellules
immunitaires (cellules T, cellules B, DCs, macrophage, neutrophiles, etc.), cellules
stromales (ex. péricytes, fibroblastes) et des molécules extracellulaires qui jouent des
réles importants dans la croissance tumorale (98,99). Souvent, le TME peut étre décrit
comme étant «froid» ou «chaud ». Un TME est considéré comme étant « froid » ou
immunosuppresseur lorsqu’il y a peu de cellules immunitaires infiltrantes ainsi qu’une
faible possibilité de stimuler une réponse immunitaire ou ne répondant pas a
'immunothérapie comme les inhibiteurs de points de contréle (ICI) (700). Les ICls sont
une forme d’immunothérapie avec anticorps monoclonaux qui ciblent les récepteurs
inhibiteurs (ex. CTLA-4, PD-1, LAG-3, TIM-3) et les ligands (PD-L1) sur les cellules T, les
cellules présentatrices d’antigénes et les cellules tumorales. Ceci empéche les protéines
des cellules cancéreuses d’inhiber la réponse immunitaire ou “peser le bouton d’arrét”.
Le but est de revigorer le systéeme immunitaire pour générer une réponse immunitaire
antitumorale (707). Evidemment, dans le contexte d’'un TME « froid » les ICls ne seront
pas efficaces. Pour ce faire, il est nécessaire d’avoir un TME « chaud » marqué par
'accumulation de cytokines inflammatoires et des cellules T infiltrant la tumeur qui vont
répondre aux ICls (7102). Finalement, il a été démontré que les réponses immunitaires

antivirales dans le TME contre les OVs peuvent convertir un TME immunologiquement
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« froid » vers un TME « chaud » (700,103). Ceci rend potentiellement les OVs comme un
partenaire essentiel a I'utilisation de IClIs et autres formes d'immunothérapies du cancer
dans le futur (703). Evidemment, la caractéristique la plus importante de I'utilisation des
OVs est le relachement d’antigéne tumoraux dans un contexte proinflammatoire stimulant
pour le systéme immunitaire. Bref, les OVs sont une forme d'immunothérapie de cancer,
car la fonctionnalité du systéme immunitaire est nécessaire pour I'exploitation de la

réponse antitumorale stimulée.
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Figure 3.1.3 L’effet des OVs sur le TME
Les OVs ont la capacité de transformer un TME “froid” vers un TME “chaud” capable de
stimuler une réponse immunitaire antitumorale. (Adapté de Oncorus, 2020)

3.2 - La rencontre des candidats : Notre modéle “Silver Bullet”
Le seul virus OV approuvé par la FDA en 2015 pour le traitement de mélanome

métastatique en Amérique du Nord est Talimogene Laherprepvac (T-VEC), un virus
herpés simplex (HSV) qui encode GM-CSF (7104). Plusieurs études cliniques évaluent
différents virus soit génétiquement modifiés ou naturellement oncolytiques. Notamment
les adénovirus, le HSV, le virus de la rougeole, les rétrovirus, le Newcastle disease
virus, les réovirus, vaccinia ainsi que le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) sont

parmi les plus étudiés qui montrent des résultats prometteurs (105, 106).
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Il existe plusieurs facteurs a considérer pour choisir 'OV optimal. Par exemple, des
facteurs importants pour la sélection d’un virus oncolytique sont la taille du génome ainsi
que des particules virales (petit vs grand), le tropisme tumoral, le potentiel
pathogénique, 'immunogénicité, la possibilité de combinaison avec d’autres traitements
et la stabilité virale (707). D’autres part, il faut décider entre un OV a base d’ARN ou
d’ADN qui ont chacun des avantages et des inconvénients spécifiques a eux. De fagon
générale, les OVs a base d’ARN (ex. virus de la rougeole, VSV) sont capables de tuer
les tumeurs plus rapidement que les OVs a base d’ADN puisqu’ils se répliquent dans le
cytoplasme (108). A 'opposé des OV & base d’ADN, les OVs a base d’ARN n'ont pas
besoin de se rendre au noyau pour leur réplication. Cependant, pour cette méme raison,
les virus a base d’ARN ont moins de propriétés sélectives pour la tumeur. Un autre
facteur important a prendre en considération est la présence ou non d’enveloppe
puisque les virus enveloppés ont plus de chance de se faire reconnaitre et éliminer par

le systéme immunitaire (108).

Cette thése va se concentrer surtout sur notre virus modele VSV, un OV d’étude
clinique, en raison de nombreuses caractéristiques de ce virus. Notamment, certains OVs
ne sont pas optimisés pour les études précliniques comme le virus de la rougeole (infecte
que des cellules humaines) ou vaccinia et HSV (plus efficace chez humain comparé aux
souris) contrairement a VSV qui peut infecter et tuer les cellules tumorales humaines et/ou
murines (109-112). Il y a méme certains OVs qui ont été brevetés dont le virus Maraba et
Newcastle disease virus qui rend leur obtention, utilisation et publication des résultats plus

complexe.

VSV, membre de la famille des rhabdovirus, est un virus ARN simple brin de
polarité négative avec un génome de 11 kilobases (kb) en forme de balle (bullet-shaped)
(713). Le génome est divisé en 5 parties subgénomiques qui encodent les 5 protéines
distinctes du virus soit la nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine (P), la protéine de
matrice (M), la glycoprotéine (G) et la grande polymérase (L). Les protéines N, P, L ainsi
que des protéines spécifiques de I'hdte sont responsables de la transcription et la
réplication virale (713,7114). Le complexe de la polymérase ARN dépendante d’ARN (les
protéines N, P et L) transcrit ’TARN par un mécanisme début-arrét (start-stop—stutter) qui
fait en sorte qu’il y a une gradation dans la production des protéines (ex. N>P>M> G >
L) (114).
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Figure 3.2.1 Modéle de VSV et de son génome

VSV est un virus a ARN de polarité négative. Son génome est composé de 5 parties
subgénomiques qui encodent 5 protéines différentes soit la nucléoprotéine (N), la
phosphoprotéine (P), la protéine de matrice (M), la glycoprotéine (G) et la grande
polymérase (L). (Adapté de Lui et al., 2021)

La protéine G sert a la liaison a la surface cellulaire de I'héte et la fusion des
membranes virales et cellulaires. Un avantage de VSV G est son tropisme cellulaire qui
lie la phosphatidylsérine, une composante presque ubiquitaire a la surface membranaire
qui permet I'infection de presque toutes les cellules animales (7115,716). En effet, VSV G
est trés souvent utilisée pour le pseudotypage d’autres virus (716). Cependant, la protéine
M est cruciale et a des rles diversifiés dans la réplication et la pathogenése de VSV. En
effet, la protéine M régule partiellement la transcription des génes avec la polymérase et
fait partie de la machinerie responsable pour le bourgeonnement viral (117,118). Par
contre, la fonction la plus importante de la protéine M se fait dans la phase précoce de
l'infection ou elle permet de contourner les défenses antivirales cellulaires en bloquant
'export nucléaire d’ARNm d’interféron-g (IFN-B) (775,719). La croissance de VSV est
fortement inhibée par linterféron (IFN) d’ou limportance de la protéine M pour la
pathogénicité virale (120). Selon I'étude de Stojdl et al. (119), VSV WT induit une réponse
antivirale primaire. Toutefois par I'action des produits de génes viraux, dont la protéine M,
les réponses secondaires et tertiaires qui requierent I'IFN-3 sont estropiées par le blocage
de I'export nucléaire dARNm antiviraux. L'IFN est non seulement important pour les
réponses antivirales cellulaires, mais contréle aussi la croissance cellulaire et I'apoptose.

C’est pour cette raison que plusieurs tumeurs ne répondent plus a I'lFN ou développent
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des résistances (727). Ces observations ont amené l'idée que les tumeurs peuvent étre
spécifiquement ciblées pour infection et destruction par des virus qui sont sensibles a
I'IFN, comme VSV (722). Etant donné les caractéristiques de VSV, le virus pourrait se
répliquer et infecter les cellules cancéreuses, mais en laissant les cellules normales

saines et intactes.

Dans la méme veine, Stojdl et al. ont créé des OV atténués (AV1 & AV2) par des
mutations sur la protéine M. La souche WT et les variantes atténuées sont capables
d’induire I'expression des génes qui encodent I'IFN, mais les variants ne sont pas
capables de bloquer I'export de TARNm a cause des mutations (779). D’autres équipes
de recherches ont montré que les mutations dans la protéine M ne peuvent point étre
complémentaires par des mutations sur d’autres parties de M ou autres génes. Seulement
un révertant qui permet de convertir 'acide aminé a la position 51, la méthionine, de la
protéine de matrice M va donner le phénotype WT (723). En effet, un des variants de VSV
le plus utilisé est VSVA51, notre OV modele, qui a cette délétion de la méthionine a la
position 51. La délétion au lieu de la substitution rend la possibilité d’'une réversion vers le
phénotype WT méme aprés plusieurs rondes de réplications trés improbables et permet

a 'OV d’avoir un profil de sécurité plus important. (1719,7122).

Naturellement, la prochaine étape aprés lidentification d’'un candidat d’OV
impressionnant est de le rendre encore plus efficace en gardant le méme niveau de
sécurité pour les cellules saines. Heureusement, le génome de VSV est facilement
modifiable et beaucoup de groupes de recherches essaient de créer de nouvelles
stratégies pour améliorer les capacités oncolytiques de VSV. Un prototype de VSV modifié
était basé sur I'ajout de ADNc qui encode IL-4 pour augmenter la destruction des tumeurs
par la stimulation du systéme immunitaire (724). Un deuxiéme prototype de variant VSV
était par I'ajout des génes qui encodent la thymidine kinase et la cytosine désaminase de
HSV pour améliorer la destruction de cellules cancéreuses et les rendre sensibles au
ganciclovir (124,125). Les deux stratégies ont démontré des effets positifs sur 'oncolyse
par VSV tout en gardant la spécificité tumorale du OV. D’autres stratégies se basent plutot
sur la sensibilité de VSV pour I'lFN. Par exemple, un VSV recombinant qui exprime I’ADNc
de I'IFN-B a été créé avec l'idée que la croissance dans les cellules normales sera
atténuée encore plus, mais qu’il pourrait toujours infecter et détruire les cellules

cancéreuses non répondantes/résistantes (126).
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3.3 - Les OVs dans le cancer du sein : A 'étude
Le cancer du sein est un des cancers les plus utilisés pour I'étude des OVs.

Plusieurs différents types d’OVs ont été étudiés que ce soit dans des contextes
précliniques ou cliniques avec les adénovirus étant les plus communs (7127). Par exemple,
le groupe de Liikanen et al. a rapporté I'efficacité d’'un adénovirus modifié qui encode un
anticorps spécifique pour HER2. Cette plateforme d’adénovirus était capable de tuer des
cellules de cancer du sein HER2+ in vitro et a démontré les effets antitumoraux contre
des tumeurs HER2+ in vivo (128). De la méme maniére, Bergman et al. ont créé un
vecteur VSV qui peut cibler spécifiquement les cellules exprimant HER2, puisque le virus
a été recouvert par des anticorps contre HER2 qui permet le ciblage direct contre les
cellules de cancer du sein surexprimant la protéine oncogénique (729). Niavarani et al.
quant a eux ont utilisé VSV pour créer un ICV (vaccins a cellules infectés) et ont utilisé
des cellules comme vaccin contre un cancer TNBC (730). ICV est un exemple de
traitement personnalisé, car c’est un vaccin de cellules cancéreuses autologues (venant
du patient méme) inactivées et infectées par un OV qui permet d’exposer le patient a un
répertoire de TAA individualisé (737). L’ICV infecté par VSV comparé aux cellules
irradiées seules a été plus efficace pour protéger un modéle 4T1 dans des souris. De
facon intéressante, [lefficacité de [I'ICV infect¢é par VSV a été augmentée

considérablement lorsqu’utilisée en combinaison avec un inhibiteur de PD-1 (130).

En 2010, Diallo et al. ont montré qu’il est possible de combiner des OVs (ici
spécifiguement VSV) avec des petites molécules qu’ils ont appelées « viral sensitizers »
pour améliorer leur croissance et leur efficacité dans des modéles murins et humains. lls
ont I'hypothése que certaines molécules peuvent affecter des voies de signalisation
entieres qui imitent les effets de fonctions virales spécifiques (733). Cette stratégie ouvre
la porte sur plusieurs possibilités de combinaisons thérapeutiques différentes avec les
OVs qui n’est pas limitée aux inhibiteurs de points de contrdle. Par exemple, une étude
de notre groupe, Bourgeois-Daigneault et al., a montré la compatibilité et la synergie entre
le paclitaxel (chimiothérapie) et le OV maraba-MG1 dans des modéles de cancers du sein
(133). La thérapie combinée a permis un meilleur contrdle de la tumeur qui s’est traduit
par une augmentation significative de la survie dans les modéles étudiés, ainsi qu’une
guérison compléte dans les modéles de tumeurs murins 4T1 et E0771 (733). Ces résultats
ont méme introduit la possibilité d’utiliser de plus faibles doses de chimiothérapie, puisque

I'effet synergique entre les deux traitements a été observé a des concentrations sublétales
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de paclitaxel (733). En conséquence, il sera possible d’envisager moins d’effets
secondaires causés par la chimiothérapie systémique toxique tout en gardant des
avantages similaires avec la combinaison thérapeutique. L’équipe de Soliman et al. en
2020 s’est servie de cette stratégie dans une étude clinique de phase 1 pour le traitement
de cancer du sein TNBC non métastatique (134). En effet, T-VEC a été utilisé en tandem
avec la chimiothérapie néoadjuvante sur 9 patientes avec une réponse compléte
pathologique d’environ 55 % soit (5 sur 9 patientes) sans récurrence a ce jour (134). Il
existe méme une étude clinique de phase | AWARE-1 (NCT04102618) qui a employé une
combinaison de Paleoreorep (Reovirus), du Iétrozole (thérapie endocrine), atezolizumab
(PD-L1) et trastuzumab (anticorps monoclonal HER2) dans des patientes atteintes de
cancer du sein précoce opérable. Bref, les OVs, surtout VSV, sont une classe
d’immunothérapie naissante avec un potentiel unique pour le traitement de cancer a

cause des possibilités combinatoires de traitement importants.
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Tableau 3.3. Les OVs utilisés dans les études précliniques et cliniques pour le
cancer du sein

Plusieurs OVs différents seul ou en combinaison sont utilisés dans des modeéles
précliniques et cliniques pour le traitement du cancer de sein dans différents pays. (/ssu
de Chaurasiya et al., 2020)

3.4 - Les obstacles et les résistances de la virothérapie

Malheureusement, comme avec n’'importe quelle stratégie pour le traitement de
cancer, il y a des avantages ainsi que des désavantages ou obstacles qui limitent
I'efficacité ou l'utilisation. Comme mentionné auparavant, souvent la carcinogenése va
faire en sorte de rendre les cellules cancéreuses résistantes ou non répondantes a I'lFN
(726). Cependant, certains cancers vont étre partiellement résistants a I'lFN et vont

pouvoir induire les voies de signalisation antivirales pour résister a I'infection par OV (132).
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Certaines stratégies sont mises en place pour atténuer la résistance dépendante des
cellules tumorales envers les OVs en ciblant les voies de signalisation antivirales induites
par I'lFN (135). Néanmoins, I'lFN n’est pas la seule cause de résistance de la virothérapie
en cancer. D’autres mécanismes ont été décrits dans la littérature comme étant capables
d’atténuer l'efficacité des OVs notamment des modifications épigénétiques, I'inhibition
médiée par hypoxie, des résistances médiées par APOBEC (apolipoprotein B mRNA-
editing enzyme) et les compartiments du stroma (ex. cellules myéloides, fibroblastes,
cellules épithéliales) (7136). Des modifications épigénétiques du génome viral ou de I'hote
par APOBEC, protéine antivirale, peuvent étre régulées par les cellules tumorales et
inhiber la transcription virale (137). D’autres joueurs impliqués dans la résistance sont les
cellules stromales, composantes essentielles du TME. Par exemple, les fibroblastes
tumoraux qui sont abondants dans les tumeurs solides, mais qui a 'opposé des cellules
tumorales, ont des voies de signalisation d’IFN intact qui les rend non permissives a
I'infection virale (738). Souvent, les anticorps peuvent poser probléme a la virothérapie en
neutralisant les OVs thérapeutiques lors de stratégies multidoses ou en cas
d'immunisation naturelle (739). Ceci est un avantage de plus pour l'utilisation de VSV
puisque l'occurrence d’anticorps spécifiques envers ce rhabdovirus dans la population

générale est extrémement rare (7140).

Par contre, un des obstacles majeurs pour I'emploi des OVs est la voie
d’administration du traitement. Dans la plupart des études précliniques, une méthode
simpliste d’injection locale/régionale (ex. Injection intratumorale—IT) est utilisée pour les
tumeurs individualisées (141). Cependant, cette approche n’est pas réaliste pour tous les
cancers puisqu’elle ne permet pas de cibler les cancers métastatiques ou les cancers non
accessibles. Si a 'opposé, une administration systémique est utilisée, le virus sera bloqué
de plusieurs fagons, comme la séquestration dans le foie et la rate ainsi que la
neutralisation par des facteurs du sérum (741, 142). D’autre part, le virus est incapable de
traverser les cellules endothéliales qui font partie de la vasculature tumorale (742). Une
solution, comme dans l'article de Martinez-Quintanilla et al., est I'utilisation de cellules
porteuses (cell carriers) pour apporter le virus dans les tumeurs. En effet, dans cette
article, 'auteur a méme démontré l'importante stimulation du systéme immunitaire ainsi
que la synergie potentielle avec les ICls (7143). Dans cette méme veine, Evgin et al. ont
proposé une solution ingénieuse ou des cellules T avec un récepteur génétiquement

modifié pour cibler un antigéne spécifique, CAR T, sont infectées par les OVs pour les
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délivrer directement aux tumeurs et éviter les différentes barriéres (144). Enfin, les OVs
sont une thérapie intéressante pour le traitement de différents cancers avec plusieurs
avantages. Par contre, il reste toujours des efforts a faire pour surmonter les obstacles
pour étre un succés thérapeutique. Peut-étre qu’'une fagon d’accomplir ceci serait de

regarder dans le TME et voir les facteurs qui permettent une sensibilisation aux OVs
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Figure 3.4.1 Résumé des obstacles a I'utilisation de la virothérapie

La virothérapie est une alternative thérapeutique prometteuse, mais il reste des
améliorations importantes a faire pour les stratégies thérapeutiques notamment dans la
méthode d’administration, I'oncolyse et la capacité de stimuler le systéme immunitaire.
(Issu de Rahman et al., 2021)
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Chapitre 4 : Les Estrogénes
4. Facteurs importants dans le TME du cancer du sein : Estrogénes

4.1 - L’estrogéne principal : Estradiol (E2)

Un facteur ubiquitaire dans le corps en temps normal ou dans le cancer, surtout le
cancer du sein, est la présence d’hormones. Les hormones sont des “messagers
chimiques” produits par des organes spécialisés (glandes) qui peuvent agir de fagon
autocrine ou paracrine sur d’autres parties du corps. Une hormone trés importante chez
I’lhumain pour la trés grande majorité de la vie et dans le contexte de cancer du sein est
'estrogéne, mais plus spécifiquement 'E2. En effet, la concentration d’E2 dans les
cellules cancéreuses du sein, qui ont une capacité de synthése in situ, peut atteindre 50-
100x plus que les concentrations normales ou en circulation (745). L'estrogéne endogéne
principal, 17B-estradiol (E2), est une hormone stéroide associée avec de nombreuses
fonctions comme la reproduction, le métabolisme, la santé des os, 'lhumeur et méme la
régulation immunitaire (746). La synthése principale se fait dans les ovaires pour les
femmes reproductives (préménopause) par la transformation des androgénes en E2 a
I'aide de 'enzyme aromatase (CYP19A1) (147). Chez les femmes non reproductives (post
ménopause), la production de synthése principale d’estrogéne est faite par les tissus
adipeux de fagon continuelle (748). Evidemment, les hommes produisent de I'estrogéne
aussi par les testicules, mais en quantité moindre. L’'E2, par des mécanismes génomiques
ou non génomiques, va exercer ses nombreuses fonctions par la liaison a son récepteur
nucléaire soit le ERa et/ou ERB (749-151). Les deux récepteurs ne sont pas
nécessairement trouvés dans les mémes endroits du corps et peuvent avoir des activités
transcriptionnelles différentes qui permettent d’avoir des actions tissu-spécifiques
biologiques (150,157). Par contre, dans d’autres tissus, les récepteurs sont colocalisés,
donc il est possible d’avoir un chevauchement entre les fonctions des différents récepteurs

d’estrogénes (152).

Il existe 4 voies de signalisation décrites exhaustivement par le groupe de Cui et
al. par lesquelles I'estrogéne peut exercer ses fonctions en liant les ER : (I) voie ER-
dépendant nucléaire (Il) voie ER-dépendant membranaire (ll) voie ER-indépendent (1V)
activation ER ligand indépendant (7153). Tous ces voies sont décrites sommairement dans
la figure 4.1.1. Trés brievement, la voie ER-dépendant nucléaire est médiée a travers les

ERs classiques qui induit des changements transcriptionnels chez les génes sensibles

28



aux estrogénes avec ou sans €léments de réponses aux estrogénes. La deuxiéme voie
ER-dépendant membranaire méne a plusieurs effets divers cytoplasmiques dont la
régulation de messagers secondaires et des canaux ioniques membranaires ainsi que
des modifications de facteurs de transcription ou autres récepteurs membranaires.
Finalement, la troisieme (voie ER-indépendant) et quatrieme voie (ER ligand indépendant)
de signalisation de I'estrogéne exercent des effets antioxidants et permet I'activation de
cascades de protéine kinases par des facteurs de croissances qui ménent a l'activation

des ERs nucléaires aux éléments de réponse aux estrogénes respectivement. (7153).
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Figure 4.1.1 Les voies de signalisations de I’estradiol (E2)
Il existe 4 voies de signalisation par I'ER. La liaison de I'estrogéne a son récepteur va
permettre la signalisation ER-dépendante. Cependant, il existe des voies de signalisation
ER-indépendante sans la liaison de I'estrogéne a son récepteur. (Issu de Cui et al., 2013)
Cependant, il existe d’autres récepteurs qui ont comme ligand I'estrogéne
notamment le GPER (G protein-coupled estrogen receptor). Le GPER quant a lui est un
récepteur estrogénique membranaire avec des conséquences importantes dans la
biologie du cancer par des voies ER-indépendantes (754,155). En effet, le GPER est
fortement exprimé dans les cancers du sein TNBC comparé aux cancers du sein ER+
(154). De facon intéressante, un autre récepteur nucléaire, le ERRa (estrogen-related

receptor a), est trés homologue avec 'ERa classique méme si 'E2 n’est pas son ligand
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naturel (755). Le ERRa a un effet trés important sur le métabolisme et certaines études
semblent démontrer que la famille des ERRs peut promouvoir la migration et I'invasion
cellulaire en régulant I'effet Warburg et des génes associés au métabolisme (156,157).
D’autre part, Li et al. ont démontré que les concentrations physiologiques d’E2 peuvent
réguler I'expression de ERRa dans la lignée de cancer du sein SKBR3 (ER-/HER2+) qui
indique que les ERRs peuvent influencer la réponse estrogénique (158). Bref, il est clair
que I'E2 peut exercer de nombreux effets a travers les différentes voies de signalisation
ER-dépendant et ER-indépendant ainsi qu’a partir d’autres récepteurs. Cependant, I'E2

n’est pas le seul type d’estrogéne qui peut étre retrouvé dans le corps humain

4.2 - Les estrogénes secondaires : Estrone (E1) et Estriol (E3)
L’estrone (E1), le plus faible (actif a de plus fortes concentrations seulement) de

tous les estrogénes, est la source principale d’estrogéne chez les femmes post
ménopauses produites dans les ovaires, les glandes surrénales et les tissues adipeux par
la conversion des androgénes (7159,760). En effet, 'E1 a une trés faible activité
estrogénique et sert principalement comme précurseur et/ou métabolite de 'E2 (161,162).
Cette hormone est souvent utilisée pour 'hormonothérapie de la ménopause (HRT)
(161).

L’estriol (E3), un autre estrogéene stéroide faible, est retrouvé presque
exclusivement dans les femmes enceintes et est synthétisé par le placenta. En effet, les
niveaux d’E3 chez les femmes qui ne sont pas enceintes sont presque indétectables,
tandis que chez les femmes enceintes les concentrations circulantes sont comparables a
'E2 (163,164). Souvent utilisé pour 'HRT, 'E3 montre aussi des propriétés anti-
inflammatoires et neuroprotectrices dans des études précliniques (165,766). En effet, des
chercheurs ont remarqué que chez les femmes enceintes atteintes de sclérose en
plaques, lorsque les niveaux de E3 sont les plus importants, il y avait une diminution des
récurrences de la maladie. Dans une étude clinique réalisée par Voskuhl et al. (2015), la
combinaison d’E3 et glatiramer acétate (Copaxone), médicament utilisé pour le traitement
de la sclérose en plaque, a été efficace pour diminuer le taux de récurrence de sclérose

en plaques sur une période de 24 mois (167).

E1 et E3 sont des agonistes des ERas et/ou ERBs, mais beaucoup moins
puissants comparés a I'E2. En effet, 'E2 est considéré comme étant 10x plus puissant et

100x plus puissant que E1 et E3 respectivement dans des modéles de souris (768). Par
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contre, a I'opposé de E1 et E2, 'E3 semble montrer une affinité accrue pour le ERB
comparé a ERa (769). D’autre part, en contraste avec E2 et E3, I'E1 est le seul estrogéne
a ne pas étre un ligand du GPER (7170). De facon intéressante, E3 quant a lui a de trés
hautes concentrations semble agir en tant qu’antagoniste du GPER. Une étude a montré
que I'E3 est capable d’inhiber la prolifération induite par 'E2 en bloquant le GPER dans
un modele de cancer du sein TNBC (71717). Bref, il est possible de voir que les 3 estrogénes
“classiques”, méme ¢s’ils sont tous des ligands des ERs, ont d’autres propriétés
biologiques uniques. Cependant, il existe un dernier estrogéne peu connu avec des

propriétés encore plus intéressantes

4.3 - Nouvelle hormone : Estetrol (E4)
L’E4, le dernier estrogéne découvert en 1965, est produit exclusivement par le foie

foetal. Ce n’est que pendant la grossesse ou I'hormone est retrouvée a des niveaux
détectables avec des concentrations importantes dans le feetus et de fagon moins

importante dans la circulation maternelle (7172).
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Figure 4.3.1 La synthése de I’E4 par le foie foetal

E4 est le 4e type d’estrogéne produit exclusivement par le foie foetal lors de la grossesse
avec des caractéristiques uniques. Les concentrations d’E4 sont importantes dans le
foetus et moins dans la circulation maternelle. (Adapté de Schwaiger, 2020)

Comme les 3 autres estrogénes décrits précédemment, E4 est un ligand des récepteurs
ERa et/ou ERB, mais agit de maniére tissu-spécifique (173). En effet, I'E4 est le premier
estrogéne a étre décrit comme NEST (estrogéne natif avec activité tissulaire spécifique),
c’est-a-dire qu’il montre des propriétés soit estrogénique, neutre ou anti estrogénique
selon les types de cellules ou tissus (174). Dans des modéles de rongeurs, 'E4 montre
des capacités estrogéniques sur [lovulation, le cerveau, les os, le systéme
cardiovasculaire ainsi que l'utérus (175-178). D’autres bénéfices importants sont les
activités neutres sur le foie. En effet, 'E4 a trés peu d’impact sur les paramétres lipidiques

et sur la synthése de facteurs de coagulations hépatiques qui permettent de diminuer les
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effets secondaires souvent associés avec la prise d’estrogéne (779). A cause des
caractéristiques uniques de I'hormone, un nouveau contraceptif oral combiné (COC)
récemment approuve utilise 'E4 et la drospirénone (Estelle, Nextstellis) (780). Cependant,
une des caractéristiques les plus intéressantes, surtout dans le contexte du cancer du
sein, c'est l'effet antagoniste de E4 sur le ER en présence de E2. Cet effet anti
estrogénique est associé avec une inhibition de la prolifération, la migration et I'invasion
de cellules de cancer du sein lorsqu’en présence de I'estradiol (779). L’émergence de I'E4
ouvre des possibilités cliniques intéressantes pour le traitement du cancer du sein et de
la prostate. En effet, dans I'étude ABCE4 par I'équipe de Schmidt et al. (2021) de hautes
doses d’E4 (HDE4) orales (20 mg, 40 mg et 60 mg) ont été données a 9 patientes atteintes
hautement prétraitées de cancer du sein ER+/HER2- localement avancé et/ou
métastatique résistant aux antiestrogénes pendant 12 semaines (181). Aprés les 12
semaines, 5/9 patientes ont montré des effets antitumoraux et 6/9 ont rapporté une
augmentation de leur bien-étre aprés des HDE4 sans événements indésirables graves
associés aux traitements (787). HDE4 a méme été utilisé en combinaison avec la thérapie
de privation d’androgénes dans une étude clinique de phase Il (PCombi) pour le cancer
de la prostate infiltrant ou métastatique sensible a la castration par I'équipe de Bennink et
al. L’étude a déterminé que le cotraitement dans le cancer de la prostate avancé a
diminuer les bouffées de chaleur, a permis une protection des os ainsi que des effets
antitumorales encore une fois sans événements indésirables graves associés au
traitement (782). En résumé, il est possible de conclure que certains estrogénes ont des
propriétés biologiques uniques qui les rendent des candidats intéressants pour le
traitement du cancer du sein. Cependant, il est nécessaire de prendre en considération la
facon dont les tumeurs, plus spécifiquement le TME, et le systéme immunitaire

interagissent avec les estrogénes
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Estrogénes | Présence Synthése Récepteur Effet sur les
cellules de
cancer du sein
Tissue adipeux, Oncogénique (surtout
Estrone (E1) Menopause glande surrénale, ER par conversion en E2)
ovaires
Puberté Oncogénique sur ER
Estradiol (E2) (4 Ovaires (surtout) | ER & GPER & GPER
Menopause)
Oncogénique sur ER
Estriol (E3) Grossesse Placenta ER & GPER | Antagoniste du GPER
(hautes
concentrations)
Foie Foetal Antagoniste du ER
Estetrol (E4) Grossesse (exclusivement) ER & GPER? | lorsqu’en présence
d’E2 (NEST)

Tableau 4.3. Résumé des estrogénes

Tableau récapitulatif des différentes caractéristiques de tous les 4 estrogénes comme
moment d’apparition, leur synthése, leur récepteur et I'effet de ’hormone sur les cellules
de cancers du sein

4.4 - Estrogénes vs TME & Systéme immunitaire

Le niveau circulant d’estrogéne est un facteur qui va varier beaucoup de patients
a patient selon le sexe, I'age, la diéte, 'exercice ainsi que les habitudes de vie (183-784).
Evidemment que I'estrogéne et I'expression de son récepteur ont un impact important
pour les cancers hormono-sensibles tels que le cancer ovarien, cancer du sein et cancer
de 'endométre. Par contre, I'effet de 'estrogéne ne se limite pas qu’a ces cancers puisque
les voies d’E2 sont associées a presque 30 types de tumeurs différents (185-186). En
effet, un essai de criblage a haut débit pour des cancers de poumons humains a déterminé
que le fulvestrant, un antiestrogéne, est le composé le plus efficace pour améliorer la
sensibilité antitumorale ainsi que la lyse a médiation immunitaire (787). Les effets de
'estrogéne dans différents cancers sont assez contradictoires. Par exemple, dans les
cancers du sein, de I'ovaire et de 'endomeétre I'expression nucléaire de ERa est associée
avec une meilleure survie par rapport aux cancers ERa-négatif. Tandis que chez d’autres
patientes atteintes de cancer du sein ERa-positive, I'expression du récepteur était
associée avec une augmentation de la maladie (788-190). L’effet sur la survie de
I'expression de 'aromatase et de ER[3 dans les tumeurs est encore plus controversé. Les
opinions des chercheurs pour ses marqueurs sont souvent divisées surement di a un

manque d’anticorps ERp standardisés et validés cliniquement (197-793). D’autre part, il y
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a une forte expression des ERa/Bs sur les cellules immunitaires qui expliquent I'effet
régulateur de I'estrogéne sur le développement et les réponses fonctionnelles (794). En
conséquence, ceci veut dire que la thérapie endocrine utilisée dans le traitement de
plusieurs cancers affecte aussi de fagon importante le systéme immunitaire. En effet, 'E2
et les voies de signalisation a partir des ERs peuvent affecter les TILs (cellules infiltrantes
la tumeurs), les cellules T cytotoxiques, les NKs (cellules naturellement toxiques), les
Tregs (cellules T régulatrices), les cellules stromales, les CAFs (fibroblastes associées au
cancer), les TAMs (macrophages associés a la tumeur) et les MDSCs (cellules
suppressives dérivées de myéloides) (7195-207). Cependant, encore une fois les effets
estrogéniques (et thérapie endocrine) sur les différentes composantes du systéme
immunitaire sont souvent multiples et contradictoires (202). De facon trés généraliste et
simpliste, I'estrogéne est associé a des voies pro tumorales et permet I'évasion
immunitaire. En conséquence, la thérapie endocrine pourrait permettre de réduire
immunosuppression dans le TME tout en augmentant la réactivité tumorale sensible a
'E2 (202,203). Les actions de I'E2 sur le TME et le systéme immunitaire ouvre la porte a
une question trés intéressante qui est comment est-ce que les estrogénes vont affecter la

virothérapie en cancer du sein.
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Figure 4.4.1 Effet de la concentration d’estrogéne sur le systéme immunitaire et le
TME

De maniére générale, I'estrogéne est associé a des voies pro tumorales et I'évasion du
systéme immunitaire. (/ssu de Somasundaram et al., 2020)
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Chapitre 5 : Justification du projet et hypothese

Les OVs sont des virus qui détruisent spécifiquement les cellules cancéreuses et
laissent les cellules normales saines intactes. Bien que, les OVs ont montré des
possibilités cliniques trés prometteuses, les patients ne répondent pas toujours
positivement a ce traitement. En conséquence, il est nécessaire d’identifier des facteurs
qui pourraient prédire des résultats positifs et permettre le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques améliorées. Un facteur ubiquitaire important chez les patients,
surtout dans le cancer du sein, est 'E2 une hormone dans le corps humain dont les
niveaux varient de personne a personne. En effet, il a été observé par notre équipe que
les cancers du sein TNBC qui n'ont pas I'expression du ER et ne répondent pas a la
thérapie endocrine sont intrinséquement plus résistants aux OVs. L’étude des cancers du
sein et des OVs a permis la découverte que les cellules cancéreuses ER+ sont
généralement plus sensibles aux OVs comparer aux lignées ER-. Notamment, les cellules
cancéreuses produisent de I'E2 in vitro et les sérums utilisés pour supplémenter les
milieux de culture en contiennent aussi. Pour tester I'effet d’E2 sur les OVs, des conditions
de culture déplétées d’hormones et de facteurs de croissances avec ou sans ajout d’E2
ont été effectuées. Les lignées ER+ infectées a une faible multiplicité d’infection (MI) dans
les conditions déplétées d’E2 ont montré de plus faibles niveaux d’infection. Cependant,
lorsque 'E2 a été ajouté, une augmentation des niveaux d’infection de VSV ont été
trouvée. Etant donné la difficulté de complétement éliminer 'E2 dans les expériences, des
“knock-down” de I'expression des ERs ont été faites par ARN d’interférence. Les résultats
ont montré une diminution de la production virale en absence du récepteur. Cela a mené
a la découverte que I'E2 permet 'amélioration de la virothérapie dans les cancers du sein

ER+ d’une fagon ER dépendante.

Notre hypothése est que les hormones estrogéniques (E1, E2, E3, E4) vont
pouvoir moduler I'efficacité des OVs et qu'il serait ensuite possible de manipuler ces
interactions pour améliorer la réponse a la virothérapie dans le cancer, spécifiquement le

cancer du sein.

Nos objectifs sont de déterminer les effets des 4 estrogénes sur VSV dans des

lignées de cancer du sein. Ceci va permettre une meilleure sélection de patients pour
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lesquels la virothérapie pourrait étre un succés ainsi que la conception potentielle d’'une

nouvelle génération de OVs perfectionné.

L’'importance de ces études sont que I'effet des hormones, plus spécifiquement
des estrogénes, sur les OVs est peu connu. En prenant en considération I'importance et
le réle de I'estrogéne et de ses voies de signalisations dans plusieurs types de cancers
différents et sur le systéme immunitaire, les connaissances issues de ce projet de

recherche pourraient avoir un impact clinique important sur l'utilisation clinique des OVs.
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Matériel et méthodes
1 - Lignées cellulaires et culture

Les lignées de cancer du sein MCF7 (adénocarcinome métastatique humain), T47D
(carcinome de glande mammaire humain) et EQ771 (carcinome mammaire murin)
(American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)) ont été maintenues en culture
dans du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Corning cellgro, Manassas, VA,
USA) supplémenté avec 10% de sérum foetal de boeuf (FBS) et incubé a 37°C avec 5%
de CO..

2 - Préparations des estrogénes et tamoxiféne

L’estrone (E1), 'estradiol (E2), I'estriol (E3), I'estetrol (E4) et le tamoxiféne (TAM) ont été
achetés de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). L'E1, E2 et E3 avaient une concentration finale
de 500 uM. Le TAM avait une concentration finale de 10 mM. L’E4 avait une concentration
finale de 100 uM. Tous les composés, sauf pour I'estetrol (E4), ont été dissous dans de
I'éthanol, entreposé a -20°C et protéger de la lumiére. L’estetrol (E4) a été dissous dans
du DMSO. Les concentrations des estrogénes utilisées lors des expériences varier de
0.032 nM jusqu’a 500 nM. Les concentrations de TAM utilisées lors des expériences varier
de 5uM a 100 uM.

3 - Traitement avec les estrogénes

Les lignées de cancer du sein MCF7, T47D et EQ771 ont été ensemencés dans des
plaques 96 puits a une densité de 25 000 cellules/puit, 50 000 cellules/puit et 100 000
cellules/puit respectivement. Pour les expériences avec des estrogénes, un milieu de
culture (DMEM) sans rouge de phénol a été utilisé au moment de I'expérience pour
diminuer l'interférence lors de prise de I'intensité de fluorescence, ainsi que l'interaction
avec I'ER. Les cellules ont été prétraitées 24 heures avant linfection avec des
concentrations variants de 0.032 nM a 500 nM. Par la suite, les cellules ont été infectées
par VSVA51-yellow fluorescent protein (YFP) a des multiplicités d’infection (MI) variant de

0.00001 a 0.01 selon I'expérience (voir légendes des figures).
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4 - Traitement avec tamoxiféne

Les cellules ont été ensemencés dans des plaques 96 puits comme décrit précédemment.
Le TAM a été dissous dans de I'’éthanol a une concentration finale de 10 mM. Les cellules
ont été prétraitées 24 heures avant l'infection avec un gradient de concentrations de
tamoxiféne variant de 5 uM a 100 uM. Ensuite, les cellules ont été infectées par VSVA51-
YFP a une MI de 0,01.

5 - Fluorescence et imagerie

La fluorescence de VSVA51-YFP dans les lignées de cancer du sein MCF7, T47D et
EOQ771 24 heures et 48 heures aprés infection a été déterminée par imagerie de
fluorescence (lecteur de plaque a haut débit EnSight de Perkin Elmer) et quantifié a l'aide
du programme Kaleido. Les longueurs d’'ondes utilisées lors de l'acquisition de la
fluorescence des plaques sont de 508.5 nM pour I'excitation et 532 nM pour la longueur
d’onde de I'émission. Pour des images a grossissement plus élevée, un imageur de

cellules fluorescentes (ZOE de Bio-rad), a aussi été utilisé.

6 — Détermination du titre viral

Les titres viraux ont été mesurés par essai de plaques. Des surnageants des expériences
décrites précédemment ont été collectés 24 heures ou 48 heures aprés l'infection par
VSVA51-YFP. Des dilutions en série de ces échantillons ont été transférés sur une
monocouche de cellules Vero. Aprés une incubation de 1 heure, les cellules ont été
couvertes avec un mélange de 0.5% d’agarose/DMEM supplémenté avec 10% FBS. Les
plaques, représentatives de particules virales infectieuses individuelles, ont été comptées

24 heures plus tard.

7 - Test de viabilité

A 24 heures ou 48 heures apreés infection, du Resazurin/alamarBlue (ThermoFisher), un
réactif permettant de quantifier le métabolisme, a été ajouté sur les cellules des plaques
96 puits et incubé a 37°C avec 5% de CO, pour 4 a 12 heures. Pour la quantification,
'EnSight est utilisé pour déterminer la fluorescence des plaques 96 puits avec le
Resazurin/alamarBlue a partir d’'une longueur d’'onde d'excitation entre 530-560 nM et une

longueur d’'onde d’émission de 590 nM.
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8 - Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été effectuées a partir de GraphPad Prism 9 (voir Iégendes

des figures). Les barres d’erreurs représentent I'erreur-type de la moyenne.
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Résultats
1. Effet de ’E2 sur VSVA51-YFP

Le premier objectif de cette étude a été de déterminer I'effet de 'E2 a une concentration
physiologique, selon la littérature, sur notre virus modéle, VSVA51-YFP sur des lignées

de cancer du sein humain et murin 24h et 48h post infection.

Les lignées de cancer du sein humain MCF7 et T47D ont été choisies puisqu’elles sont
des lignées ER+ trés commun avec beaucoup de littérature et d’information dessus.
D’autre part, notre laboratoire avait déja de I'expérience avec ces lignées et l'avait
disponible trés facilement pour permettre leur utilisation pour les expériences de
laboratoire in vitro. La lignée de cancer du sein murine EQ771 a été utilisée avec l'idée
que si l'effet est observable avec ceci in vitro, lorsque vient le temps de passer
potentiellement & des expériences in vivo, une lignée murine facilite beaucoup les
manipulations et expériences. Une lignée contrdle non-transformée n’a pas utilisé puisque
ceci limite grandement [l'utilisation et linterprétation des données avec notre virus
oncolytiques VSVA51-YFP, puisque les défenses cellulaires de les lignées ne permettront

pas la réplication du virus.
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Figure 1. L’E2 augmente la production virale de VSVA51-YFP

(A) et (B) Intensité de fluorescence des cellules de cancer du sein MCF7 aprés prétraitement de
24h avec 100 nM d’E2 ou contrdle (milieu de culture) 24h et 48h aprés infection par un gradient de
Ml de VSVA51-YFP. (C) et (D) Intensité de fluorescence des cellules de cancer du sein T47D aprés
prétraitement de 24h de 100 nM d’E2 ou contrdle 24h et 48h aprés infection par un gradient de MI
de VSVA51-YFP. (E) Intensité de fluorescence des cellules de cancer du sein EQ771 aprés
prétraitement de 24h de 100 nM d’E2 ou contrble 24h aprés infection par un gradient de Ml de
VSVA51-YFP. L'analyse statistique par one-tailed t test; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Réplicat
technique : n. Réplicat biologique : N. (A), (B), (C), (D)et (E):n=108 ,N=3

Pour déterminer l'effet de I'E2 sur notre OV modéle, VSVA51-YFP, une
concentration physiologique de 100 nM a été utilisée pour les premieres expériences sur

2 lignées de cancer de sein ER+ soit les cellules de cancer du sein humaines MCF7 et
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T47D. Avant infection avec VSV, les deux lignées ont été prétraitées avec de I'E2 dans
du milieu de culture déplété de tous facteurs de croissance et hormones pendant 24h. Les
lignées ont été infectées avec différents Mls de VSVA51-YFP pour observer l'effet de
I’hormone sur le virus. Un Ml est un ratio entre le nombre de particules virales infectieuses
par rapport au nombre de cellules, ici cellules cancéreuses, pouvant étre infectées. Par
exemple, un Ml de 0,01 veut dire qu’il a 100 cellules pour 1 particule virale (infection a
plusieurs rondes). Par la suite, 24h et 48h aprés infection I'intensité de fluorescence a été
quantifiée. Dés 24h post infection, il est possible de constater une augmentation de
I'intensité de fluorescence aux plus grands Ml (ex. 0.005 et 0.01) lorsque les lignées MCF7
(Figure 1A) et T47D (Figure 1C) ont été traitées avec de 'E2 comparé a la condition
contréle. Cependant, a 48h post infection avec VSVA51-YFP, une amplification
considérable de presque 3-5 fois plus a été observé pour les cellules MCF7 (Figure 1B)
et T47D (Figure 1D) a presque toutes les Mlis étudiées lorsque les cellules sont traitées
avec 'E2. Puisque c’est le virus VSVA51-YFP qui encode la protéine de fluorescence
jaune, une augmentation de la fluorescence correspond a une augmentation de la
production de protéine virale par 'OV lorsque les cellules de cancer du sein sont traitées

avec de I'E2 en comparaison avec du milieu de culture déplété.

D’autre part, la méme expérience a été effectuée sur une lignée de cancer du sein
murin EQ771. Aprés un prétraitement de 24h avec 100 nM d’E2 et 'infection par VSVA51-
YFP, il est possible d’observer une tendance vers une augmentation non significative de

I'intensité de la fluorescence (Figure 1E).

Bref, de ces expériences initiales, il est possible d’observer la tendance que le
traitement de cellules de cancer du sein ER+ humaines (MCF7 et T47D) et murines
(EO771) avec une concentration physiologique d’E2 (100 nM) suivi d’une infection par

VSVA51-YFP a pour effet d’augmenter la production virale.

Il est important de noter que le statut du ER de la lignée de cancer du sein murine
EQ771 est controversée. Certains articles décrivent la lignée comme étant ER+, tandis

que d’autres articles la décrivent comme étant une lignée TNBC. Cependant, plusieurs
articles ont démontré une présence de ER+ dans le cytoplasme (204). Comme expliquer

précédemment, I'estrogéne est capable de signaler a travers des voies différentes, par
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exemple des voies cytoplasmiques. De plus, comme les résultats le démontre, il semble
que le prétraitement avec 'E2 semble avoir un effet sur l'intensité de fluorescence de la
protéine virale. Par exemple par des études sur la signalisation seront possiblement
pertinentes pour découvrir ce qui permet de médier I'effet observer, mais ceci sera fait a

une date ultérieure.

2. Effet d’'un gradient d’E2 sur la production virale et la cytotoxicité de VSVA51-YFP

Aprés la découverte de l'effet de 100 nM d’E2 sur VSVAS1-YFP, la prochaine
étape a été de déterminer I'étendue de l'effet d’'E2 sur les cellules ER+. Pour ce faire,
'expérience est trés similaire a celle décrite précédemment, mais cette fois le
prétraitement des cellules par 'E2 s’est faite a différentes concentrations. Par exemple,
des concentrations de 500 nM, 5 fois plus que la concentration physiologique (231),
jusqu’a des concentrations de 0.032 nM, 3000 fois moins que la concentration
physiologique, ont été étudiées. Par la suite, les MCF7 ont été infectées pendant 24h, 48
et 72h a un Ml de 0.01.
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apres infection. (F) Viabilité des cellules MCF7 par resazurin 24h aprés infection par VSVA51-YFP
(MI 0.01) avec un prétraitement d’E2 a différentes concentrations. (G) Intensité de fluorescence
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A 24h post infection par VSVA51-YFP, il est possible de constater une
augmentation significative de plus de 3 fois l'intensité de fluorescence lors du traitement
avec les différentes concentrations d'E2 (0.032nM a 200 nM) (Figure 2A). Cette
augmentation importante de l'intensité de fluorescence a été maintenue a des taux de
fluorescence similaires méme 48h et 72h post infection (Figure 2B et 2C). Une autre
observation intéressante est que les plus grandes concentrations d’E2 étudiées (300, 400
& 500nM) montrent une diminution drastique de l'intensité de fluorescence. D’autre part,
nous avons observés un effet cytotoxique directement sur les cellules qui semblent étre
causer par les concentrations importantes de 'hnormone en question. En effet, ceci semble
concorder avec ce qui est déja connu dans la littérature qui est que des doses importantes
d’E2 sont capables d’induire I'apoptose chez les cellules de cancers du sein ER+ (ex.
HDE4). Comme des doses importantes d’E2 peuvent causer I'apoptose des cellules
cancéreuses, il y a moins de cible pour les OVs pour permettre leur réplication et la
production de protéines virales. En conséquence, il aura moins de protéines de

fluorescence produites et l'intensité de fluorescence mesurée sera moindre.

D’autre part, I'accroissement de la production de protéines virales correspond a
une augmentation significative des titres viraux lorsque les cellules MCF7 et T47D ont été
traitées avec différentes concentrations d’E2 (Figure 2D et 2E). Ceci veut dire qu’il a eu
une plus grande production de VSVA51-YFP dans le surnageant dés 24h post infection
lorsque I'E2 est ajouté aux cellules de cancer du sein comparer a I'ajout que de milieu de

culture.

De fagon intéressante, le prétraitement des cellules avec 'hormone permet une
amélioration de la cytotoxicité du OV. A I'aide du resazurin, il est possible de déterminer
la viabilité cellulaire. Le resazurin est un indicateur de la prolifération cellulaire et de la
viabilité. Lorsque ce composé entre dans des cellules viables, il est réduit et devient trés
fluorescent ce qui permet une détection facile par un lecteur de plaque par fluorescence.
Bref, une cellule vivante pourra réduire le resazurin a I'opposé des cellules mortes
permettant une comparaison facile entre les deux conditions. Lors de cette expérience, il
est possible de voir que la condition avec différentes concentrations d’E2 suivi par
I'infection de VSVA51-YFP ont une viabilité relative moindre comparée au contréle (Figure
2F).
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Dans une autre expérience, nous voulons déterminer a quel moment l'effet
commence a étre induit. Une autre observation est que I'effet de 'E2 sur VSV n’est pas
instantané. En effet, a 12h post infection par VSVA51-YFP, l'intensité de fluorescence de
la condition contrdle est supérieure a celle des conditions avec les concentrations d’E2
(Figure 2G). Ceci semble indiquer qu’'un changement important survient aux cellules de
cancer du sein ER+ entre 12h et 24h post infection par 'OV qui a un effet proviral trés

significatif.

Ces résultats montrent que I'E2, a des concentrations différentes, méme
extrémement faibles, est capable de moduler a la hausse la production de VSVA51-YFP
et permet une amélioration de I'effet cytotoxique du OV sur les cellules de cancer du sein

humaines MCF7 dés 24h post-infection.

3. Effet du blocage du ER sur la réplication virale de VSVA51-YFP

Etant donné I'importance de la présence du ER pour I'effet observé de I'E2 sur VSVA51-
YFP, la prochaine étape a été de voir le résultat de bloquer cette cible comme est souvent
le cas pour les thérapies endocrines de cancer du sein ER+. Pour ce faire, le tamoxiféne
(TAM), SERM, a été utilisé puisqu’il lie de fagon compétitive le ER. La méthodologie est
assez similaire aux expériences décrites précédemment, mais 'E2 a été remplacé par

des concentrations différentes de TAM suivi d’infection par VSVA51-YFP.
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Figure 3. Effet du TAM sur la réplication virale de VSVA51-YFP
(A) Image de microscopie de I'effet de différentes concentrations de TAM sur la réplication virale
(intensité de fluorescence) VSVA51-YFP dans des cellules MCF7 24h aprés infection avec un Ml
de 0.01. (B) et (C) L’intensité de fluorescence relative lors de prétraitement des cellules MCF7 avec
différentes concentrations de TAM 24h et 48h aprés infection par un Ml de 0.01 de VSVA51-YFP.
(D) et (E) L'intensité de fluorescence relative lors de prétraitement des cellules T47D avec
différentes concentrations de TAM 24h et 48h aprés infection par un Ml de 0.01 de VSVA51-YFP.
L’'analyse statistique par one-tailed t test; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Réplicat technique :
n. Réplicat biologique : N. (B), (C), (D) et (E): n =24, N=2

Il est possible de voir a I'aide de microscopie fluorescente que le TAM a différentes
concentrations (5 uM a 40 uM) a comme effet de diminuer l'intensité de la fluorescence
de VSVA51-YFP (Figure 3A) comparer a la condition contréle (0 uM). En effet, dés 24h
post infection le traitement des cellules MCF7 (Figure 3B) et T47D (Figure D) avec les
concentrations variées de TAM diminue de facon trés significative lintensité de
fluorescence relative comparé a la condition contréle. Cet effet observé du TAM sur
VSVA51-YFP est maintenu méme a 48h post infection par VSVA51-YFP (Figure 3C et
Figure 3E). De plus, TAM seul a des plus fortes concentrations est capable d’induire

I'apoptose chez les cellules de cancer du sein. En effet, des concentrations de 50 uM et
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100 uM de TAM avaient un effet toxique direct sur les cellules cancéreuses méme avant

I'infection par 'OV qui explique la fluorescence faible a ces concentrations.

Bref, ceci montre encore une l'importance de la présence du ER+ pour I'effet
observé, ainsi que I'effet antiviral sur la production virale de VSVA51-YFP lorsque I'E2 ne

peut pas lier son récepteur.

4. Effet des estrogénes secondaires (E1, E3, E4) sur la réplication virale de
VSVA51-YFP

Comme décrit antérieurement, 'E2 n’est pas le seul estrogéne qui existe. En effet,
il y al'E1, 'E3 et 'E4 qui sont capables de lier 'ER et qui ont tous des caractéristiques
biologiques uniques. Il a donc été intéressant de découvrir si ces estrogénes ont la

capacité de moduler la production de protéines virales de VSVA51-YFP.
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Figure 4. Effets de E1, E3 et E4 sur la réplication virale de VSVA51-YFP

(A) et (B) Lintensité de fluorescence de MCF7 24h et 48h apreés infection avec un Ml 0.01 de
VSVAS51-YFP avec un prétraitement de gradient de concentration de E1. (C) et (D) L’intensité de
fluorescence de T47D 24h et 48h aprés infection avec un gradient de MI de VSVA51-YFP et un
prétraitement de 100 nM d’E1. (E) et (F) L’intensité de fluorescence de MCF7 24h et 48h aprés
infection avec un Ml 0.01 de VSVA51-YFP avec un prétraitement de gradient de concentration de
E3. (G) et (H) L’intensité de fluorescence de T47D 24h et 48h apreés infection avec un gradient de
MI de VSVA51-YFP et un prétraitement de 100 nM d’E3. (I) et (J) L'intensité de fluorescence de
T47D 24h et 48h aprés infection avec un gradient de Ml de VSVA51-YFP et un prétraitement de
100 nM d’E4. (K) La prolifération cellulaire des cellules de cancer du sein MCF7 aprés un
prétraitement de 48h avec 20 nM et 100 nM des estrogénes (E1, E2, E3, E4). Aucune différence
entre les différentes conditions a été trouvée. L’analyse statistique par one-tailed t test; *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001. Réplicat technique : n. Réplicat biologique : N. (A) a (J): n = 24, N= 3.
(Ky:n=3,N=2

Pour I'E1, a toutes les concentrations et tous les MIs étudiés, il a eu une
augmentation souvent trés significative de I'intensité de fluorescence du rhabdovirus et
en conséquence une augmentation de protéines virales sur les deux lignées de cancer du
sein (Figure 4A a 4D). De la méme fagon, le traitement avec I'E3 a toutes les
concentrations et tous les Mls a eu comme effet des résultats similaires a celles d’E1.

C’est-a-dire, une augmentation de la production de protéines virales de 'OV dans les

51



lignées de cancer du sein MCF7 et T47D a 24h et 48h post infection Figure 4E a 4H).
Egalement, méme un traitement d’E4, avec toutes ces caractéristiques uniques dans les
cellules de cancer du sein, a eu un effet important proviral semblable aux autres
estrogenes sur VSVA51-YFP 24h et 48h post infection (Figure 41 et 4J).

En outre, comme mentionné auparavant, les estrogénes dans les cancers du sein
ER+ ont souvent un effet oncogénique et prolifératif sur les cellules cancéreuses. |l a donc
été important de démontrer qu’a 20 nM et 100 nM des estrogénes, il n’a aucune différence
de prolifération cellulaire en comparaison avec le contrdle (Figure 4K). Il est donc possible
de conclure que 'augmentation de fluorescence n’est pas due a une simple augmentation
de la croissance cellulaire, mais plutét a un changement qui se passe au niveau des

cellules.

Bref, il est possible de constater que tous les estrogénes (E1, E2, E3 et E4) ont la
capacité de moduler de fagon importante la production de VSVA51-YFP dans les cancers

du sein ER+ humains.

5. L’effet de estrogénes secondaire (E1, E3, E4) sur la production virale et la
cytotoxicité de VSVA51-YFP

En prenant en compte I'effet de ces estrogénes sur la production de protéines
virales lorsque les cellules de cancer du sein sont prétraitées, la prochaine étape était
de vérifier leurs effets sur les titres viraux et la viabilité cellulaire lorsqu'utilisés en

combinaison avec I'OV.
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Figure 5. L’effet de E1, E3 et E4 sur la production virale et la cytotoxicité de VSVA51-
YFP

(A) et (B) Titre viral des cellules MCF7 (24h) et T47D (48h) avec un prétraitement de gradient de
concentration d’E1 aprés infection avec un Ml de 0.01 VSVA51-YFP. (C) et (D) Titre viral des
cellules MCF7 et T47D 24h aprés infection avec un prétraitement de gradient de concentration
d’E3 apres infection avec un Ml de 0.01 de VSVA51-YFP. (E) Titre viral des cellules MCF7 24h
apres infection avec un Ml de 0.01 de VSVA51-YFP et un prétraitement de gradient d’'E4. (F) Titre
viral des cellules T47D 48h aprés infection avec un gradient de Ml de VSVA51-YFP avec un
prétraitement de 100 nM d’E4. (G), (H) et (I) Viabilité des cellules MCF7 a I'aide de resazurin 24h
apres infection avec un Ml de 0.01 et un prétraitement d’'un gradient de concentration de E1, E3 et
E4 respectivement. L’analyse statistique par one-tailed t test; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
Réplicat technique : n. Réplicat biologique : N. (A)a (F):n=24, N=3.(G)a (I): (F): n =24,
N=2
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Tous les estrogénes montrent la capacité d’améliorer, souvent de fagon
significative, la production de VSVA51-YFP que ce soit a différentes concentrations des
hormones ou du virus (Figure 5A a 5F). L'importance de cette augmentation peut étre
observée dans les 2 lignées de cancer du sein (MCF7 et T47D) et aux différents temps
étudiés (24h et 48h post infection).

D’autre part, de fagon similaire a 'E2, les 3 estrogénes ont démontré une synergie
avec 'OV en permettant une augmentation de I'effet cytotoxique du virus. En effet, a
toutes les concentrations des hormones étudiées, une diminution significative de la
viabilité cellulaire par resazurin a été trouvé lors du traitement des cellules avec les

estrogénes comparés au contrdle (Figure 5G a 5I1).

En conclusion, nos résultats démontrent que tous les estrogénes (E1, E2, E3 et
E4) ont un effet proviral sur VSVA51-YFP lors d’'un prétraitement de cellules ER+. Cet
effet proviral a comme conséquence une production plus importante du OV ainsi qu’un

effet synergique sur 'efficacité de I'oncolyse de VSVA51-YFP dés 24h post infection.

6. Comparaison entre tous les estrogénes sur la production virale et la
cytotoxicité de VSVA51-YFP

Finalement, la derniére étape a été de comparer les effets sur VSVA51-YFP des
estrogenes entre eux. En effet, I'objectif est de déterminer si I'effet causer par les différents

estrogénes ont la capacité d’améliorer la virothérapie de fagcon semblable ou non.
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Figure 6. Effet comparatif entre tous les estrogénes (E1, E2, E3, E4) sur la
production virale et la cytotoxicité de VSVA51-YFP

(A) Image de microscopie de I'effet de différentes concentrations des estrogénes sur la réplication
virale (intensité de fluorescence) VSVA51-YFP dans des cellules MCF7 24h aprés infection avec
un Ml de 0.01. (B) et (C) Intensité de fluorescence des cellules MCF7 24h et 48h aprés infection
avec un Ml de 0.01 de VSVA51-YFP avec un prétraitement de gradient de concentration de tous
les estrogeénes. (D) et (E) Intensité de fluorescence des cellules T47D 24h et 48h aprés infection
avec un gradient de Ml de VSVAS51-YFP et un prétraitement de 100 nM de tous les estrogénes.
(F) et (G) Intensité de fluorescence des cellules T47D 24h et 48h aprés infection avec un Ml de
0.01 de VSVA51-YFP avec un prétraitement de gradient de concentration de tous les estrogenes.
(H) Viabilité des cellules T47D par resazurin 24h aprés infection par VSVA51-YFP avec un
prétraitement de gradient de tous les estrogénes. L’analyse statistique par one-tailed t test; *p <
0.05, **p < 0.01, **p < 0.001. (* : E1), ($ : E2), (@ : E3), (# : E4). Réplicat technique : n. Réplicat
biologique : N.(B)a(G):n=6,N=3.(H):n=3,N =2

A I'aide de microscopie fluorescente, il est possible de conclure visuellement que
tous les estrogénes augmentent la fluorescence produite par la protéine YFP encodée par
VSV a 20 nM et 100 nM 24h post infection sur MCF7 comparer a du milieu de culture
déplété d’hormone (Figure 6A). Méme graphiquement, il est possible de constater que
tous les estrogénes (E1, E2, E3, E4) doublent de facon comparable lintensité de
fluorescence a toutes les concentrations et tous les Mis (Figure 6B a 6G). Ces résultats
sont valides pour les 2 lignées a I'étude soit MCF7 et T47D ainsi que tous les points de
temps (24h et 48h post infection). Dans la majorité des cas, 'E2 semble avoir un effet un
peu plus important sur la production de protéine virale comparable aux autres estrogénes,

mais ceci n’est pas significatif.

De facon intéressante, la viabilité cellulaire de T47D 24h post infection aprés

traitement avec différentes concentrations des estrogénes montrent des résultats qui sont
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trés similaires pour toutes les conditions estrogéniques étudiées en comparaison avec le
contrdle. A partir de ceci, il semble que tous les estrogénes ont un effet synergique sur la
cytotoxicité similaire, méme si 'E2 semble avoir un effet un peu plus important sur la
production virale de VSVA51-YFP.

Pour conclure, ceci est une des premiéres études qui regardent en détail les effets
des 4 estrogénes sur la virothérapie du cancer du sein ER+. Les résultats semblent
indiquer que tous les estrogénes ont la capacité d’améliorer la production virale de
VSVA51-YFP et ont un effet synergique sur la cytotoxicité de 'OV. D’autre part, I'étude
confirme l'importance du ER pour cet effet proviral observer puisque lorsque le récepteur
est bloqué l'effet a été perdu. D’autre part, ces travaux ouvrent la porte sur la possibilité
de découvrir les voies de signalisation qui sont affectées pour la création de nouvelles
stratégies combinatoires pour le traitement de cancer du sein avec VSVA51-YFP et

potentiellement d’autres OVs.

58



Discussion

L’'importance de cette étude est que c’est une des premiéres fois que les effets
des hormones estrogéniques sur un OV ont été investigués dans le contexte de cancer
du sein avec des implications potentielles cliniques importantes. Le prétraitement de deux
lignées de cancer du sein humaines (MCF7 et T47D) avec des estrogénes (E1, E2, E3,
E4) a eu comme effet d’amplifier la production de protéines virales et la réplication virale
ainsi que l'efficacité de I'oncolyse de VSV. Selon les résultats présentés, il est évident que
les estrogénes peuvent moduler de fagon importante la virothérapie dans le cancer du
sein ER+. Cependant, administrer de [I'estrogéne, méme avec l'effet bénéfique
thérapeutique sur VSV, a des patients avec un cancer hormonodépendant (ER+) n’est
pas une idée réaliste et sera semblable a mettre de I'huile sur le feu. Comme expliqué
précédemment, I'estrogéne a un effet oncogénique sur les cancers du sein ER+. Ceci
aura comme effet d’'augmenter la croissance du cancer chez ces patients. Un des seuls
estrogénes qui pourrait possiblement étre administré dans ce contexte est 'E4 a cause
de son effet antiestrogénique en présence d’E2 sur les cellules de cancer du sein. Comme
expliqué antérieurement, il y a des études qui utilisent HDE4, des hautes doses d’E4, en
combinaison avec d’autres thérapies comme traitement pour le cancer du sein et le cancer
de la prostate qui montrent des résultats prometteurs. Par contre, il n’existe pas pour le
moment beaucoup d’études de son utilisation en tandem avec des OVs. Pour justifier son
utilisation en clinigue en combinaison avec des OVs plus d’études cliniques sont
nécessaires pour assurer la sécurité du traitement. D’autre part, les cancers du sein ER-
ou les cancers TNBC ne pourront pas bénéficier de I'effet sur 'OV puisque ceci dépend
de la présence de 'ER. Encore plus, les résultats semblent montrer un manque de
synergie potentielle entre 'utilisation de VSV et les thérapies endocrines qui ciblent 'ER
ou diminuent les niveaux d’estrogénes. Tout ceci étant dit, beaucoup d’études sont
nécessaires pour le développement d'un traitement viable avec des OVs dans les cancers
du sein. Par contre, les résultats restent tout de méme trés importants et peuvent mener

a une fagon d’améliorer I'utilisation des OVs dans ces cancers.

Comme mentionné précédemment, le but n’est pas de supplémenter de I'E2 aux
patients. Cependant, la présence de I'ER pourrait étre utilisée comme biomarqueur pour
prédire le potentiel du succés de la thérapie ainsi que la sélection des patients a traiter

avec des OVs. Les résultats obtenus par les expériences montrent que des quantités
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minimes d’E2 (3000 fois moins que la concentration physiologique) sont suffisantes pour
avoir une amplification importante de la réplication virale et un effet synergique sur
'oncolyse dans les cancers du sein ER+. De plus, les cancers hormonodépendants,
comme les cancers du sein ER+, acquiérent la capacité de produire eux-mémes des
quantités de I'hormone puisque leur croissance en dépend. Dans cette situation, des
traitements complémentaires et compatibles, exemple des ICls, avec les OVs pourront
étre grandement optimisés avec plus de succés. Par exemple, comme les OVs semblent
fonctionner de maniére plus efficace en présence des estrogénes, leurs bénéfices sur le
systeme immunitaire et les modifications du TME pourraient potentiellement étre

amplifiés.

Les connaissances acquises par cette étude pourraient grandement affecter les
thérapies géniques. Brievement, le but de la thérapie génique est d’introduire/livrer un
géne d’intérét dans les cellules cancéreuses qui va les tuer directement ou indirectement.
Comme les résultats ont démontré, il y a eu une plus grande production de la protéine
virale fluorescente en présence de I'E2. Cependant, dans des stratégies de thérapie
génique avec QV, la protéine fluorescente sera remplacée par un autre géne d’intérét qui
va permettre de tuer les cellules cancéreuses. Il est donc tout a fait envisageable que
dans un milieu avec des estrogénes et la présence de leur récepteur, la production du
géne d’intérét encodé par 'OV serait encore plus efficace et avoir comme résultat

I'amélioration du succés du traitement.

Par contre, il est nécessaire de découvrir et comprendre le changement du point
de vue moléculaire qui explique I'effet observé. Pour expliquer la sensibilisation des
cellules cancéreuses aux OVs, les estrogénes doivent soit 1) prévenir I'induction de
facteurs antiviraux induits par VSV ou 2) induire I'expression de facteurs proviraux
(induites par les estrogénes en présence ou absence de VSV). Notre équipe a des
résultats préliminaires de séquencage d’ARN sur les lignées de cancer du sein ER+ MCF7
et ZR75 pour déterminer les génes potentiels ou les voies de signalisations médiant I'effet
sensibilisant aux OVs. Dans des expériences menées par mes collegues du laboratoire,
I’ARN a été extrait des deux lignées exposées soit a 'E2 seul, le virus seul, la combinaison
des deux ou non traité. Evidemment, I'analyse des résultats a montré plusieurs voies
induites et inhibées. Par contre, plusieurs voies antivirales ont été inhibées par E2. De

facon intéressante, I'analyse des deux lignées individuellement a permis l'identification de
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voies de signalisation inhibées de fagon significative par E2 en présence de VSV.
Certaines de ces voies incluent des cytokines, TNF, récepteurs RIG-I like, récepteurs
NOD-like, des TLRs, Jak-STAT et NF-kB. Curieusement, presque toutes les voies de

signalisations convergent directement ou indirectement sur la voie NF-kB.

NF-kB est un régulateur important pour les réponses aux différents pathogénes
et 'induction de voies antivirales (205). Il permet la stimulation de génes antiviraux dont
I'IFN et des génes stimulés par I'IFN. De plus, NF-kB favorise la transcription de génes
viraux qui sont délétéres pour la latence de certains virus (206). En effet, a cause de
'importance de NF-kB sur les réponses cellulaires, plusieurs virus ont développé des
stratégies pour cibler NF-kB et permettre leur réplication. De nombreux sites liant NF-xkB
ont été trouvés dans le génome de plusieurs virus dont HIV-1 (virus de
limmunodéficience humaine-1) et différents membres de la famille des virus de I'herpés
(207,208). Souvent les différentes stratégies des virus pour moduler les voies de NF-kB
convergent sur l'activation de IKK (IkB kinase). Il est possible de voir que NF-kB est
fortement impliqué dans les voies antivirales et que les virus essaient de facon active a

trouver différentes fagons de moduler 'activité de NF-kB.

L’E2 a été démontré comme étant capable d’inhiber la voie NF-kB par l'induction
de l'inhibiteur de NF-kB IkBa et en bloquant la liaison de p65 a 'ADN (209). De plus,
I'inhibition de NF-kB par E2 peut se faire a I'aide des miARNSs qui régulent I'expression de
KB-Ras2, un inhibiteur de NF-kB (270). Les résultats obtenus de notre groupe par
séquencage d’ARN concordent avec la littérature que l'inhibition de I'activation de NF-kB
peut se faire par 'E2. Cependant, peu est connue dans la littérature concernant I'effet des
autres estrogénes (E1, E3, E4) sur NF-kB. Il est possible que tous les estrogénes puissent
a l'aide de I'ER induire les mémes composants/voies de signalisation qui permettent

I'inhibition de NF-kB, mais ceci reste a étre démontré.

NF-kB est une famille de facteurs de transcription normalement séquestrées dans
le cytoplasme formé par 5 protéines distinctes soit RelA (p65), RelB, c-Rel, p100 et p150
(211,212). Les protéines de NF-kB régulent plusieurs centaines de génes importants pour
I'inflammation, 'immunité, la prolifération et la mort cellulaire (213). L’activation de NF-kB
implique deux voies de signalisation majeures soit la voie canonique ou la voie non

canonique (274). La voie canonique peut étre activée par plusieurs stimulus et va induire
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la dégradation de IkBa aprés stimulation par le complexe IKK (274). Le résultat étant la
translocation nucléaire des membres canoniques de NF-kB comme les diméres p50/RelA
et p50/c-Rel. Pour sa part, la voie non canonique répond a des stimulus spécifiques
comme des ligands de la superfamille de TNFR (274). Dans cette voie, il n’y a pas de
dégradation de IkBa, mais repose sur la modification de la protéine précurseur NF-kB2,
p100. Le résultat final est la génération de NF-kB2 p52 mature et la translocation nucléaire
du complexe p52/RelB (215,216). Une activation dérégulée/constitutive de NF-«kB est une
caractéristique souvent associée avec des maladies d’inflammation chronique et des
cancers. En effet, dans le cancer du sein I'activité constitutive de NF-kB est associée avec
de l'oncogenése, la survie cellulaire, la prolifération, 'angiogenése, des métastases ainsi
que la résistance a la chimio- et radiothérapie (277). De fagon intéressante, les cancers
du sein ER- et TNBC montrent de hauts niveaux d’activation constitutive de NF-kB
(2018).

D’autre part, une étude par Selman et al. (2018) a montré que l'inhibition de NF-
KB peut potentialiser la virothérapie oncolytique. En effet, le groupe de scientifiques a
constaté que le diméthyle fumarate et divers esters d’acide fumarique et maléique peuvent
amplifier I'infection virale de plusieurs OVs différents dans des lignées de cancers et des
biopsies humaines réfractaires aux traitements (279). La capacité du diméthyle fumarate,
un traitement commun pour la sclérose en plaques et le psoriasis, d’augmenter la
propagation virale est par linhibition de la production et des réponses d’IFN type | en
bloquant la translocation nucléaire de NF-kB. Bref, il semble que l'inhibition de I'activation
de NF-kB par les estrogénes pourrait étre le mécanisme par lequel les cellules tumorales
de cancer du sein deviennent sensibilisées aux OVs.

Un autre aspect majeur qui reste a tester a 'aide d’études subséquentes est si
'effet s’éteint a différents OVs. Dans l'article de Selman et al., ils ont démontré que
l'inhibition de la production et des réponses d’'IFN type | en bloquant la translocation
nucléaire de NF-kB est efficace pour les rhabdovirus (VSV), pour les adénovirus, les HSVs
ainsi que les virus Sindbis (279). Par contre, ce ne sont pas tous les OVs qui vont avoir
leur croissance fortement inhibée par I'lFN. D’autre part, comme décrit précédemment, il
y a un nombre important d’OV en étude clinique avec différentes caractéristiques. Il sera

important de déterminer si I'inhibition de NF-kB par 'E2 et en conséquence toutes les

62



voies de signalisation sous la régulation de NF-kB vont permettre I'effet sensibilisant

comme observé pour VSV.

L’'importance potentielle de cette voie de signalisation sur I'efficacité des OVs
ouvre la porte au développement de nouvelles stratégies de OVs qui ciblent I'activité de
NF-kB dans les cancers. Le plus important est que ces stratégies vont pouvoir étre
efficaces indépendamment I’E2 ou de 'ER. C’est-a-dire que ces nouvelles plateformes
d’OVs seront potentiellement performantes dans plusieurs cancers différents ainsi que les
cancers du sein ER- et TNBC. Par exemple, une option est une combinaison de OV avec
un(e) drogue/médicament qui va inhiber I'activation de NF-kB. Cependant, une chose
importante pour le succés de la virothérapie oncolytique est la présence du systéme
immunitaire intact. La prise systémique de drogues/médicaments qui modulent I'activité
de NF-kB pourra affecter les réponses immunitaires, car NF-kB joue un réle crucial dans
les cellules du systéme immunitaire et I'inflammation. En effet, NF-kB régule la survie,
I'activation et la différenciation de cellules innées et cellules T inflammatoires comme les
cellules dendritiques, les macrophages, les neutrophiles, les cellules T ainsi que les

cellules T régulatrices (220).

Par contre, d’autres options plus ciblées pourront étre développées pour que I'effet
soit concentré que dans la tumeur. Par exemple, il est possible de concevoir un OV qui
encode un inhibiteur dominant négatif de NF-kB, IkBa 2N (227). Le géne d’intérét pourrait
étre introduit entre les protéines virales G et L de VSV qui permet une production du
transgéne sans affecter la réplication virale (222) Comme c’est 'OV qui encode le
transgene d’intérét qui va inhiber l'activité de NF-kB, juste les cellules cancéreuses vont
étre touchées. La raison est que la réplication du OV ne peut se faire que dans la tumeur
puisque les cellules saines/normales, avec leurs voies antivirales intactes, vont éliminer
'OV et trés peu de transgénes seront produits. Une autre possibilité est de créer des
variants de VSV qui peuventinhiber les différentes sous-unités de NF-kB en insérant dans
le génome viral des shARNSs pour cibler efficacement les génes d'intérét (223,224). De
facon similaire a ce qui a été décrit précédemment de I'effet potentiel important sur la
thérapie génique, une situation semblable est possible ici. Par exemple, 'OV va encoder
le géne d’intérét qui va inhiber NF-kB. Le plus de temps que le virus peut répliquer dans
la tumeur, a cause de l'inhibition de NF-kB par le géne produit, il aura constamment une

amélioration de la production de protéine virale (géne d’intérét) par 'OV. Ceci pourrait
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avoir comme conséquence une amélioration exponentielle de ce type de stratégie

thérapeutique a l'aide d’OV.

L’avantage de ces combinaisons est I'élargissement de la population de patients
qui pourraient bénéficier de I'effet de sensibilisation par E2 (inhibition NF-kB) aux patients
atteints de cancer du sein ER- et TNBC. Comme l'inhibition de NF-kB est déja a I'étude
comme traitement de cancer du sein agressif et que les OVs vont pouvoir conférer de
I'oncolyse directe, ces stratégies devront avoir une efficacité améliorée. Ces stratégies
contournent les incompatibilités entre les OVs et les thérapies endocrines standards.
D’autre part, l'activation constitutive de NF-kB est associée avec la résistance a la
chimiothérapie, la radiothérapie et la thérapie endocrine. L’inhibition de NF-kB permet la
réversion de ce phénotype et ouvre la possibilité & encore plus de combinaisons de
thérapie qui n’étaient pas possibles précédemment. Ces options de VSV innovantes
devraient étre compatibles pour les patients atteints de cancer du sein ER+ qui regoivent

des drogues/médicaments qui modulent E2/ER.

Il'y a toujours la possibilité qu’il soit nécessaire que NF-kB soit inhibé avant
I'infection pour permettre I'effet voulu de sensibilisation virale. Si tel est le cas, I'efficacité
des OVs modifiés sera affaiblie puisque l'inhibition de la voie de NF-kB ne sera qu’apres
infection. Par contre, la combinaison de 'OV et de drogues/médicaments bloquant NF-kB
demeure une option viable avec ce scénario puisqu’il est possible d’administrer les

drogues avant les OVs.

Un autre aspect important venant de cette étude est la mise en valeur de
'importance et I'effet des hormones sur le systéme immunitaire et les immunothérapies,
comme les OVs. L’ER est présent sur plusieurs types de cellules du systéme immunitaire
qui peut moduler les différentes réponses. D’autre part, les voies de signalisations
associées a 'E2/ER affectent plusieurs différents types de cancer. Il y a donc un besoin
de plus d’études qui regardent les effets de tous les estrogénes, non seulement 'E2, et
les récepteurs qui affectent la signalisation de I'estrogéne (ex. GPER, ERR) sur 'immunité
et sur les OVs. De plus, comme cC’est le cas avec les estrogénes, il est tout a fait plausible

que d’autres hormones aient la capacité de moduler I'efficacité des OVs et autre thérapie.

64



Par exemple, il y a environ 60-70 % des cancers du sein qui sont positifs pour le
récepteur de I'androgéne (AR), mais l'effet de la signalisation par ce récepteur n’est
souvent pas pris en compte de fagon clinique lors du traitement (225). En effet, 'AR dans
le cancer du sein joue un role dans la progression et la métastase. Comme I'ER, I'AR est
présent sur les cellules du systéme immunitaire innés et adaptatif. L'AR et 'androgéne
peuvent moduler les réponses de différentes cellules immunitaires comme les cellules T,
les macrophages, les neutrophiles et d’autres (226). Ce n’est que récemment que des
thérapies ciblant ’'AR dans des cancers du sein commencent a étre utilisées cliniquement.
Malheureusement, I'effet des androgénes et de I'AR est peu étudié sur les OVs. Bref,
'étude permet de mettre en évidence le besoin de faire plus de recherche sur les
hormones en général et leurs effets sur les OVs. Ceci pourrait améliorer nos
connaissances ainsi que développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour des

cancers et maladies hormonodépendants.

Le but ultime est de créer des stratégies d’OV qui peuvent étre utilisée
efficacement pour plusieurs cancers différents. Cependant, la sécurité du patient reste
toujours I'essentiel pour tout traitement. Par exemple, I'administration systémique d'un
inhibiteur de NF-kB ou de fagon potentiellement moins importante les plateformes d’OV
qui encode un inhibiteur pourrait avoir un effet sur la défense des cellules saines. Si tel
estle cas, il y a la possibilité que les OVs pourront se répliquer dans les cellules normales
aussi qui n’est pas souhaité. C’est pour cette raison que des études exhaustives devront

étre effectuées sur les combinaisons pour assurer la sécurité et la santé des patients.
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Conclusions et perspectives

Les estrogénes sont associés avec des roles importants et multiples dans le corps
dont la reproduction, la santé des os et la santé mentale, ainsi que la régulation du
systeme immunitaire. L’E2 est aussi connu pour avoir des effets importants dans plus de
30 types de cancers différents. Le but de cet ouvrage était de déterminer I'effet des
estrogénes (E1, E2, E3 et E4) sur la virothérapie, I'utilisation d’OV qui cible spécifiquement
les cellules cancéreuses, dans le cancer du sein. Selon les résultats présentés lors de
cette étude, le traitement de cellules de cancer du sein ER+ MCF7 et T47D par tous les
estrogenes (E1, E2, E3, E4) ont été capables d’augmenter la production de protéines
virales de VSVA51-YFP. Ceci s’est traduit par une augmentation des titres viraux, c’est-
a-dire une plus grande production du virus. De plus, la présence des estrogenes a
amélioré la capacité cytotoxique du OV sur les cellules cancéreuses par rapport au
contréle. De plus, les résultats ont confirmé l'importance de la présence du ER pour cet
effet proviral. Lorsque 'ER a été inhibé de fagon compétitive par le traitement des cellules
avec du TAM, il y a eu une diminution significative de la production virale et donc un effet
antiviral sur VSVA51-YFP. D’autre part, il a été observé que I'effet des estrogénes sur les
cellules permettant la sensibilisation des tumeurs aux OVs n’est pas instantanée et
nécessite au minimum plus de 12h. Bref, les données indiquent que les estrogénes
induisent des changements au niveau cellulaire qui augmentent la production virale et la

cytotoxicité de VSV d’'une maniére dépendante du ER.

L’'importance de ces travaux est que c’est une des premiéres fois que les effets
des hormones estrogéniques sont étudiés sur les OVs. Ceci pourrait ouvrir la porte a des
études plus poussées sur les mécanismes moléculaires expliquant I'effet observé. Des
résultats préliminaires du laboratoire semblent pointer vers un réle clé de l'inhibition de
NF-kB dans les modifications permettant la sensibilisation des cellules tumorales aux
OVs. Cependant, a ce stade-ci, il n’est pas possible de conclure de fagon définitive que
I'effet observé est di a I'inhibition de NF-kB et il reste plusieurs études importantes a faire

pour bien démontrer et expliquer I'effet observé.
D’autre part, les résultats pourront avoir des implications cliniques potentielles

importantes par exemple en permettant une meilleure sélection de patients pour lesquels

ce type de traitement pourrait étre efficace. Il y existe la possibilit¢ de générer des
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nouvelles stratégies d’'OVs optimales, potentiellement en ciblant NF-kB, pour le traitement
de cancer du sein indépendamment de la présence d’E2/ER. Ceci pourrait permettre
d’utiliser des plateformes d’OVs optimisées pour le traitement de tous les types de cancer

du sein et méme potentiellement a d’autres types de cancers.
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