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Preambule

Le cancer est une maladie connue depuis I'Antiquité et 'une des principales causes
de mortalité dans le monde. L’origine du mot « cancer » provient du grec « karkinos »,
appellation donnée par le médecin Hippocrate qui a comparé I'apparence des tumeurs a
celle d'un crabe. En 2012, le nombre de nouveaux cas de cancer dans le monde a été
estimé a 14,2 millions et 8,2 millions de personnes atteintes de cancer sont décédées cette
méme année (Source : Cancer Research UK). Le nombre de personnes touchées par
cette maladie est en constante augmentation depuis 10 ans et atteindra 13,1 millions en
2030, d’apres les estimations.

La chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie sont actuellement les trois
principales stratégies de lutte contre le cancer. En dépit d’approches de plus en plus
performantes et optimisées, ces traitements dits « classiques » gardent comme
inconvénient majeur de ne pas étre spécifigues des cellules tumorales et sont
responsables de dégats infligés aux tissus sains qui engendrent de lourds effets
secondaires. Pour pallier a cela, il est nécessaire de développer de nouvelles thérapies
plus ciblées, qui pourraient étre utilisées seules ou en complément des traitements

existants.

L’immunothérapie antitumorale qui exploite la capacité intrinséque du systeme
immunitaire a détruire les tumeurs représenterait une alternative intéressante, plus
spécifique et moins délétere pour I'organisme. Cette stratégie a été élue « avancée
majeure de l'année 2013 » par le magazine Science, suivi par I'association des
cancérologues américains (ASCO) en 2016, qui a confirmé l'importance croissante des
traitements faisant appel au systéme immunitaire des malades. Sean Parker, co-fondateur
de Napster et ancien président de Facebook, a également investit $250 millions en 2016
pour la construction du « Parker Institute for Cancer Immunotherapy », réunissant plus de
300 immunologistes dans un effort commun pour combattre le cancer.

Afin de rétablir une réponse immunitaire adaptée, plusieurs stratégies ont été
envisagées dont la vaccination thérapeutique qui consiste a injecter des éléments
immunogeénes, spécifiques des cellules tumorales, chez un patient atteint de cancer. Cette
méthode ne vise pas a prévenir 'apparition d’un cancer, mais bien a soigner le patient en

éduquant ou stimulant son propre systéme immunitaire a reconnaitre et détruire



spécifiquement les cellules tumorales. Les vaccins thérapeutiques peuvent étre composés

de cellules cancéreuses, fragments cellulaires, protéines ou peptides tumoraux.

De nombreux vaccins antitumoraux sont actuellement en cours d’évaluation
préclinique et clinique, mais a ce jour un seul vaccin thérapeutique a montré une efficacité
suffisamment importante pour permettre sa commercialisation (sipuleucel-T, Provenge®,
Dendreon Corporation). En effet, une tumeur peut comporter plusieurs centaines de
mutations génétiques dont une fraction seulement est partagée par plusieurs patients,
rendant difficile I'utilisation d’'un vaccin unique destiné a un type de cancer. L’existence
d’une trés forte hétérogénéité intratumorale et l'influence du micro-environnement de la
tumeur sont également des facteurs a prendre en compte, qui peuvent étre responsables
de I'échec actuel de la vaccination antitumorale humaine.

Les récents progres en génomique et cartographie génétique rendent dorénavant
possible l'identification rapide de mutations tumorales a partir de biopsies humaines
directement au chevet du patient. Ces avancées technologiques ont permis I'émergence
d’'une importante innovation thérapeutique : la vaccination antitumorale personnalisée,
permettant de cibler une ou plusieurs protéines anormales identifiées au sein d’'une tumeur

et d’étre adaptée a chaque patient.

Les premiers essais cliniques de vaccination personnalisée ont déja été entrepris chez
des patients atteins de mélanome, et ont apporté la preuve de leur faisabilite, leur
biocompatibilité et leur efficacité thérapeutique. La médecine personnalisée n’est
désormais plus une fiction ; un effort commun est en cours pour améliorer la rapidité des
méthodes d’identification d’antigénes, l'utilisation de meilleurs systémes de délivrance
vaccinale et l'identification de facteurs immunitaires et environnementaux permettant de
prévoir I'échec ou la réussite d’une formulation vaccinale. La thérapie vaccinale
personnalisée représente un nouvel espoir pour le traitement du cancer et pourrait bien

paver la voie vers une médecine plus humaine !

Mon projet de thése fait partie intégrante de cette problématique d’amélioration des
vaccins contre le cancer et de personnalisation des traitements. J'ai souhaité participer a
cette thématique innovante en développant et évaluant une plateforme vaccinale

personnalisable qui sera présentée dans ce manuscrit.



INTRODUCTION



Tout grand progrés scientifique est né d'une nouvelle audace de l'imagination.
John Dewey



La capacité innée que possede notre corps de se défendre contre des organismes
pathogénes grace a ses propres défenses immunitaires est une notion bien ancrée dans
les esprits. Pourtant, certaines personnes ignorent encore que le systéeme immunitaire est
également capable d’identifier et d’'empécher le développement de cellules tumorales lors

d’'un processus appelé immunosurveillance.
1. Historique : la théorie de 'immunosurveillance des tumeurs

La théorie de I'immunosurveillance des tumeurs a été énoncée pour la premiere fois
par Paul Ehrlich en 1909, qui écrivit «...au cours du trés complexe processus de
développement foetal et post-foetal, les cellules aberrantes deviennent inhabituellement
répandues. Heureusement, chez la majorité des individus, ces cellules restent entierement
latentes gréce a des mécanismes positifs de I'organisme » (transcrit a partir de Ribatti
2016). Néanmoins, les connaissances en immunologie et la faiblesse technologique de
I'époque ne permirent pas de prouver expérimentalement cette hypothése.

Il fallut attendre prés de 50 ans pour que les deux biologistes Thomas et Sir
Macfarlane Burnet évoquent successivement la théorie de 'immunosurveillance. Leur
postulat était que le systéme immunitaire est capable de reconnaitre les cellules tumorales
grace a l'expression d’antigénes spécifiques des tumeurs puis de les éliminer pour
maintenir ’homéostasie de I'organisme. La premiere démonstration de cette capacité fit
réalisee en 1953 par Gross qui échoua a faire une greffe hétérologue d’'un sarcome murin,
suivi par Foley, qui démontra 'immunogénicité de tumeurs induites chimiquement (Ribatti
2016).

Le concept d’immunosurveillance permis d’expliquer de nombreux phénomeénes
médicaux encore incompris tels que la rémission spontanée de tumeur (Jessy 2011), le
rejet de greffe syngénique de tissus cancéreux (Burnet 1954), la présence d'infiltrats
immunitaires observés dans différents tissus tumoraux (Epstein & Fatti 1976; Jass 1986;
Lipponen et al. 1992) et lincidence accrue de certains cancers chez les individus
immunodéprimés (Penn 1981). Plusieurs années se sont écoulées depuis cette
découverte, permettant I'élucidation des mécanismes biologiques impliqués dans la

réponse immunitaire contre le cancer.
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2. Le cycle de I'immunité du cancer

Le mécanisme immunitaire le plus étudié a l'origine de la destruction des cellules
cancéreuses est la réponse immunitaire adaptative de type cellulaire, médiée par les
lymphocytes T cytotoxiques. Les différentes étapes nécessaires a I'élimination des
tumeurs ont été décrites par Chen et Mellman qui les ont représentées sous la forme d’'un

cycle, nommeé le cycle de I'immunité du cancer (Chen & Mellman 2013) (Figure 1).

Migration des
@ lymphocytes T

Reconnaissance
antigénique et
activation des

lymphocytes T Infiltration des

lymphocytes T vers

la tumeur
\G,

vaisseau
sanguin

ganglion
lymphatique

Endocytose puis
présentation des

antigenes Reconnaissance
tumoraux spécifique des
cellules
tumorales
Libération d’antigénes @ Destruction des
associés a la tumeur cellules tumorales

La réponse immunitaire antitumorale est un processus cyclique qui s’auto-entretient, 'accumulation
d’éléments immunogénes suite a la destruction tumorale permettant d’amplifier la réponse des
lymphocytes T. Ce cycle est divisé en 7 étapes. La destruction des cellules cancéreuses entraine la
libération d’antigenes tumoraux (1) qui sont captés par les cellules dendritiques (2) puis présentés a
leur surface aux lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques (3). La reconnaissance antigénique
va induire la différenciation des lymphocytes T qui vont alors migrer (4) et infiltrer la tumeur (5) dans le
but de reconnaitre spécifiquement les cellules tumorales (6) et de les détruire (7). D’aprés (Chen et
Mellman 2013).



2.1.  Antigénicité des tumeurs
2.1.1. Oncogenese

Plusieurs causes peuvent étre a l'origine de I'apparition des tumeurs (génétiques,
hormonales ou environnementales) et ont été largement documentées dans de
nombreuses revues (Le Marchand 2005; Colditz et al. 2006; Colditz & Wei 2012). Ces
différents facteurs aggravants ont pour point commun d’induire des modifications
métaboliques, génétiques et épigénétiques chez les cellules saines, entrainant leur
progressive transformation en cellules tumorales (Hanahan & Weinberg 2011).

Le développement d’'un cancer est un mécanisme complexe le plus souvent attribué
a I'apparition et la sélection de cellules mutées ayant une meilleure capacité a proliférer,
survivre, et induire une angiogenese (Cooper 2000). Ce sont le plus souvent des
modifications apportées au niveau des genes contrdlant le cycle cellulaire qui sont a
I'origine de ce processus d’oncogenése. La prolifération anarchique des cellules mutées
va entrainer une instabilité génique responsable de I'addition de nouvelles mutations et/ou
de réarrangements chromosomiques (Janssen & Medema 2013). Cette divergence
génique peut conduire a i) la production de protéines modifiées, ii) la surexpression de
molécules habituellement présentes sur les cellules non transformées ou iii) la (ré)-
expression de molécules normalement produites a d’autres moments du développement
et par d’autres types cellulaires. Ces molécules anormales, présentes dans les cellules
cancéreuses, sont appelées antigenes tumoraux. Elles sont reconnues comme un motif

« dangereux » par le systeme immunitaire.

2.1.2. Les antigénes associés a la tumeur

Le premier antigene associé a la tumeur (tumor-associated antigen, TAA) humain a
été mis en évidence en 1989 suite a I'établissement d’une lignée cellulaire de lymphocytes
T capables de reconnaitre des cellules tumorales pancréatiques, prélevées dans les
ganglions lymphatiques drainant la tumeur (Barnd et al. 1989). Cet antigéne protéique,
gu’on nomma MUC1, est une glycoprotéine membranaire que I'on retrouve principalement
dans les épithéliums sains et qui est exprimé dans de nombreux adénocarcinomes,
plusieurs myélomes et quelques lymphomes B. Dans les tissus sains, cette protéine est
peu exprimée et O-glycosylée alors qu’elle est surexprimée et peu glycosylée dans les

cellules tumorales.



Antigéne SPECIFIQUE

Antigene NON SPECIFIQUE

des tumeurs

des tumeurs
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Suite a cette découverte, de nombreux autres antigenes humains et murins furent
découverts successivement (van der Bruggen et al. 1991; Brichard et al. 1993; Fisk et al.
1995; Chen et al. 1997; Lim et al. 2001). Ces antigénes, principalement de type protéique,
proviennent de différents compartiments cellulaires (cytoplasme, membrane plasmique,
noyau) ou peuvent étre secrétés. Aujourd’hui, plusieurs centaines de TAA ont été identifiés
et ont été classés dans différentes catégories selon leur profil d’expression par rapport aux
tissus sains (Zarour et al. 2003; Vigneron et al. 2013; Coulie et al. 2014). Un exemple de
classification est présenté dans le Tableau 1.

o o Exemples .
Catégorie Description L. Réféerences
d’antigéne
Uniquement exprimé par les cellules tumorales EBNA (EBV) ~ Murray et al. 1992
. . 5 . . . Koenig et al. 1993
Viral suite a une infection virale responsable de p40x (HTLV) g .
van der Burg & Melief
I'oncogenése E6/E7 (HPV) 2011
Uniguement exprimé par les cellules tumorales, CDK4 Wolfel et al. 1995
Néo-antigéne  mutation génétique ponctuelle se traduisant par CASP-8 Mandruzzato et al. 1997
un changement de la séquence d’acide aminés  p53 Del.eo 1998
NY-ESO-1
) Exprimé par les cellules tumorales et dans les , Chen et al. 1997
Germinal o i GAGE family De Backer et al. 1999
organes liés a la reproduction chez les adultes ; W  Potts 2015
MAGE family S el
Expression restreinte a un type de tissu, Tyrosinase Brichard et al. 1993
Différenciation exprimé par les cellules normales et tumorales gp100 Kawakami et al. 1994
qui dérivent de ce tissu MART-1 Barker et al. 1995
HER2/neu i
- Exprimé dans les tissus sains, mais surexprimé Fisk et al. 1995
Surexprimé WTH Inoue et al. 1997
par les cellules tumorales MUCT Viad et al. 2004

HPV : human papillomavirus, EBV : Epstein-Barr virus, HTLV : human T-lymphotropic virus

Deux catégories d’antigenes sont capables d’induire une réponse immunitaire
strictement dirigée contre les cellules tumorales : les antigénes viraux, exprimés par les
cancers dont une infection virale est a l'origine de leur transformation, et les néo-
antigénes, issus de mutations génétiques ponctuelles dans des exons. Les trois autres

types d’antigénes ne sont pas spécifiques des tumeurs et sont produits par d’autres tissus



comme les cellules germinales (TAA germinal), les tissus somatiques sains (TAA de
différenciation), ou exprimés a des taux plus faibles dans les cellules normales (TAA
surexprimé). Les antigenes non spécifiques des tumeurs sont codés par des génes dont
I'expression a été ré-activée ou sur-activée suite a des modifications épigénétiques ou des
mutations au niveau de leur promoteur. L'utilisation de ces catégories d’antigénes en
immunothérapie doit donc étre considérée avec précaution en raison de la probabilité
d’induire des réactions auto-immunes (cf. §B.1.4, Introduction).

Afin de pouvoir différencier les cellules saines des cellules cancéreuses, le systéme
immunitaire est donc capable de reconnaitre des TAA et de détruire les cellules qui
I'expriment. Les TAA sont libérés dans I'environnement tumoral suite a la mort des cellules
tumorales qui peut étre induite (chimio-, radiothérapie) ou naturelle (réponse immunitaire,
apoptose) (Figure 1, étape 1). Ces antigénes seront captés et endocytés par les cellules
dendritigues (DC), qui sont des cellules présentatrices de I'antigéne (CPA)
spécialisées (Figure 1, étape 2).

2.2. Maturation et présentation des antigénes par la cellule dendritique
2.2.1. Les sous-populations de cellules dendritiques

Les DC sont les principales cellules sentinelles de notre organisme, en charge de la
surveillance des tissus et de la recherche de pathogénes, cellules infectées, mortes ou
anormales. Ces cellules sont spécialisées dans la récupération d’antigénes et leur
présentation aux lymphocytes T naifs pour déclencher une réponse immunitaire adaptée
au danger détecté. |l existe deux grandes classes de cellules dendritiques, les DC
plasmacytoides (pDC) et les DC conventionnelles (cDC). Cette derniere catégorie
comprend de nombreux sous-types cellulaires qui se différencient selon leur fonctionnalité
et leur expression de marqueurs de surface et/ou facteurs de transcription (Shortman &
Liu 2002) (Figure 2).

Les pDC ont été décrites comme ayant un réle immunomodulateur, permettant
d’orienter la réponse immunitaire en secrétant de grande quantité d’interférons de type |
lors d’'une infection virale. Leur capacité a présenter des antigénes est controversée
(Villadangos & Young 2008) et leur présence dans I'environnement tumoral est corrélée
avec un mauvais pronostic (Demoulin et al. 2013). Au contraire, les cDC jouent un role

primordial dans la réponse immunitaire antitumorale car ce sont les seules CPA capables
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de réaliser le processus de « cross-présentation », qui est indispensable pour présenter
les TAA aux lymphocytes T CD8+ (cf. §A.2.2.3, Introduction). Méme si toutes les CPA
possedent la machinerie cellulaire permettant de réaliser la cross-présentation, deux

populations sont plus aptes a réaliser ce mécanisme : les CD8a* cDC résidentes et les

CD103* cDC migratoires (Segura & Amigorena 2015). En effet, les cDC exprimant le

facteur de transcription Batf3 sont plus efficaces pour internaliser les antigénes par

endocytose et surexpriment les génes impliqués dans la voie de présentation d’antigenes

exogénes. Ces cellules limitent également la dégradation des antigenes dans 'endosome
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Cette figure présente les différents types de DC, leur localisation, les marqueurs de surface permettant

de les différencier chez la souris et chez ’lHomme et leur habilité a réaliser la cross-présentation.



en maintenant un pH alcalin, permettant une cross-présentation optimale des peptides
(Gardner et Ruffell 2016). Plusieurs études ont confirmé I'importance de ces deux types
cellulaires pour la réponse antitumorale in vivo chez la souris et chez ’'Homme (Haan et
al. 2000; Edelson et al. 2010; Segura & Amigorena 2014; Wylie et al. 2015).

2.2.2. Maturation des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques possédent deux états qui leur conferent des capacités
différentes : immature ou mature (Mellman & Steinman 2001). Les DC immatures sont tres
aptes a internaliser les antigenes mais sont incapables de présenter efficacement ces
antigenes aux lymphocytes T. En effet, 'apprétement des TAA et leur présentation a la
surface des DC nécessitent que celles-ci évoluent d’'un stade immature a mature.

La capture des antigenes a lieu pendant le stade immature des DC. Suite a la
libération d’exosomes, de corps apoptotiques ou de molécules solubles, les TAA sont
captés par les cDC présentes dans I'environnement tumoral qui vont les internaliser par
endocytose, macropinocytose ou phagocytose (Palucka & Coussens 2016). Les antigénes
solubles peuvent également étre drainés par le systéme lymphatique puis amenés
jusqu’aux organes lymphoides par les DC circulantes de la lymphe. Dans des conditions
physiologiques, la maturation des DC a lieu quasiment au méme moment que leur
rencontre avec les antigénes, permettant leur conversion d’'un stade immature apte a
capter des antigenes, a un stade mature spécialisé dans la stimulation des lymphocytes T
en moins de 24h.

La maturation des DC a généralement lieu suite a la perception de motifs moléculaires
associés aux micro-organismes (microbe-associated molecular pattern, MAMP) par
I'intermédiaire des récepteurs de la famille des PRR (pattern-recognition receptor), comme
les récepteurs Toll-like ou Nod-like (TLR et NLR, respectivement). Dans un contexte
tumoral, les DC reconnaissent par I'intermédiaire de leur PRR des signaux de dangers qui
sont des molécules excrétées par les cellules mourantes ou stressées (DAMP, damage-
associated molecular pattern : ATP, HMGB1, calréticuline). Les DC peuvent aussi étre
activées par des cytokines pro-inflammatoires produites par les cellules en état de stress
cellulaire (TNF-a, IL-6, IL-18). Les PRR et leur utilité dans le cadre de 'immunothérapie
des cancers seront davantage décrits dans le §B.3.3.2 de l'introduction. Tout en réalisant
leur maturation, les DC vont migrer vers les organes lymphoides secondaires et
augmenter leur expression de différentes molécules de costimulation (CD80, CD86,
CD40), de chimiorécepteurs (CCR4, CCRY7) et leur production de cytokines (IL-6, IL-12,
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IFN de type 1). Lors de la migration, les DC vont également entamer le processus
d’apprétement des antigenes a leur surface (Mellman 2013).

2.2.3. Apprétement de l'antigéne

Suite a l'internalisation des TAA et pendant la maturation des DC, les antigenes de
type protéique sont dégradés pour étre présentés sous la forme de peptides appelés
« épitopes peptidiques » associés aux molécules du CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité). Il existe deux voies classiques permettant la présentation de peptides
a la surface des DC : i) la voie extrinséque qui prend en charge les peptides
extracellulaires, internalisés par endocytose puis présentés sur le CMH de classe Il (CMH-
II) aux lymphocytes T CD4+ et ii) la voie intrinseque permettant la présentation de peptides
provenant du cytosol, issus de protéines ou pathogénes intracellulaires, qui seront
preésentés sur le CMH de classe | (CMH-I) aux lymphocytes T CD8*.

Dans le cas de la réponse antitumorale, les TAA proviennent exclusivement du milieu
extracellulaire mais doivent pourtant étre présentés aux lymphocytes T CD8*, qui aprés
différenciation en cellules cytotoxiques, seront responsables de la destruction des cellules
tumorales. Pour permettre I'apprétement d’épitopes peptidiques exogénes sur le CMH-I,
certains types de DC sont capables de réaliser un processus appelé « cross-
présentation » (Joffre et al. 2012). Les trafics cellulaires des TAA sont schématisés dans
la Figure 3, qui présente la voie prédominante pour la cross-présentation d’antigénes
exogenes, appelée voie cytosolique. Ce mécanisme permet aux antigeénes internalisés
d’échapper aux vésicules d’internalisation (endosome, phagosome ou lysosome) et de
rejoindre la machinerie cytosolique impliquée dans la voie intrinséque d’apprétement de
'antigéne. |l existe également une voie vacuolaire ou les antigénes sont directement
dégradés par des protéases dans I'endosome, qui va ensuite fusionner avec une vésicule
contenant le CMH-1 (Palmowski et al. 2006). Récemment, un nouveau mécanisme a éte
décrit permettant a la DC de présenter des épitopes tumoraux associés au CMH-| : le
« cross-dressing » (Campana et al. 2015). Lors de ce processus, les DC récupérent
directement des fragments de membranes cytoplasmiques portant des complexes
peptide-CMH préformés, qui proviennent d’autres CPA, de cellules tumorales ou bien

d’exosomes excrétés par ces deux cellules (Théry et al. 2009).
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Apres linternalisation des antigénes exogénes par la DC immature, ceux-ci peuvent étre transférés de
'endosome jusqu'au cytosol, ou ils seront dégradés par 'immunoprotéasome. Les peptides, ainsi
découpés, sont transportés par la protéine TAP dans le réticulum endoplasmique granuleux (REG), ou
ils seront associés au CMH-I. Alternativement, les antigenes peuvent également étre dégradés dans
I'endosome qui va fusionner avec une vésicule acidifiée contenant le CMH-II bloqué par le domaine
CLIP. Les peptides affins vont remplacer CLIP dans la poche peptidique avant d’étre présentés a la

surface associés au CMH-II. D’aprés Joffre et al. 2012; Villadangos and Schnorrer 2007.

Les TAA sont présentés sous la forme d’épitopes peptidiques associés au CMH-| ou
CMH-I1I selon leur affinité pour la poche peptidique du complexe. En général, les peptides
associés au CMH-I sont courts (8-10 acides aminés) alors que la poche peptidique du
CMH-I1I est ouverte permettant la liaison de peptides plus longs (13-15 acides aminés).

Lors de sa migration, la DC mature va rejoindre les manchons péri-artériolaires de la
rate ou la zone corticale des ganglions lymphatiques ou elle va présenter a sa surface des
peptides tumoraux associés au CMH-I ou CMH-II, reconnus par les lymphocytes T CD8+
et T CD4+ respectivement (Figure 1, étape 3).
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2.3. Reconnaissance antigénique et différenciation des lymphocytes T

Bien que la présentation des peptides a la surface des DC se fassent simultanément
sur le CMH-1 et CMH-II, I'activation des lymphocytes T CD4+ et T CD8+* a lieu de maniere
séquentielle autour de la DC (Kenneth Murphy 2011). Cette coordination entre ces trois

cellules immunitaires est communément appelée le « ménage a trois » (Figure 4).

2.3.1. Activation des lymphocytes T helper

Les lymphocytes T naifs se trouvent dans les zones T ou paracorticales des organes
lymphoides secondaires, ou ils se déplacent et se fixent transitoirement a chaque DC
rencontrée (Charles A Janeway et al. 2001). Lorsqu’un lymphocyte T CD4+ naif reconnait
spécifiquement un complexe peptide-CMH-II présenté par une DC, celui-ci va alors se
différencier en lymphocyte T CD4 spécialisé, appelé T helper (Figure 4, étape 1). Certains
signaux de costimulation exprimés par la DC vont permettre une meilleure activation des
lymphocytes T CD4+, tels que la liaison du CD80/CD86 au CD28 et la production de
cytokines. Dans le cas de la réponse antitumorale, les cytokines produites par la DC (IL-
12, IFN-y) orienteront la différenciation et la prolifération de lymphocytes T helper 1 (Th1)
(Walsh & Mills 2013). Ce sous-type cellulaire est également impliqué dans le contrble des
infections dues a des pathogenes intracellulaires (bactéries, virus, parasites) et est
caractérisé par une forte production d’IFN-y.

2.3.2. Différenciation des lymphocytes T cytotoxiques

Les lymphocytes T CD8* cytotoxiques (cytotoxic T-lymphocytes, CTL) sont capables
de détruire directement les cellules infectées ou anormales par reconnaissance de
peptides antigéniques présentés sur le CMH-1. En raison de leurs activités effectrices
cytotoxiques, les lymphocytes T CD8* naifs ont besoin d’un plus grand nombre de signaux
de costimulation pour se différencier (Figure 4, étape 2). La différenciation des CTL
nécessite la présence de Th1 différenciés qui vont aider a I'activation des lymphocytes T
CD8+ naifs en interagissant avec la cellule dendritique. En effet, la production d’IFN-y par
le Th1 et la liaison du CD40-L exprimé par cette cellule a son récepteur CD40 sur la DC
vont permettre 'augmentation de I'expression du CMH-I et des molécules de costimulation
par la cellule dendritique. Suite a la perception de trois signaux (reconnaissance du
complexe peptide-CMH-I, liaison du CD28 aux CD80/CD86 et présence d’IL-2 produite
par les Th1), les lymphocytes T CD8* naifs vont se différencier en CTL. Ces cellules seront



capables de détruire spécifiquement les cellules tumorales qui expriment le méme peptide
tumoral associé au CMH-I en induisant leur mort par apoptose (Figure 4, étape 3).
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Les lymphocytes T reconnaissent a la surface des DC des peptides tumoraux associés au CMH par

l'intermédiaire de leur TCR. L’activation des lymphocytes T CD4+ naifs en lymphocytes Th1 a lieu en
premier (1), suivi de la différenciation des lymphocytes T CD8+* naifs en CTL (2) qui seront capables de

détruire spécifiquement les cellules tumorales (3).
TCR : T-cell receptor, Th : lymphocyte T helper, CTL : cytotoxic T-lymphocyte.

2.4. Destruction des cellules tumorales

Suite a leur différenciation, les lymphocytes T cytotoxiques vont quitter I'organe
lymphoide secondaire et rejoindre la circulation sanguine afin de migrer jusqu’a la tumeur
(Figure 1, étape 4). Dés leur arrivée sur le site tumoral, les CTL vont traverser
'endothélium par un phénomene appelé diapédése impliquant I'activité de plusieurs
molécules d’adhésion cellulaire, de chimiokines et de chimiorécepteurs (Figure 1, étape
5). Une fois dans le tissu tumoral, les lymphocytes vont « scanner » les cellules tumorales
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a la recherche de complexe peptide-CMH-I identique a celui qui leur avait été présenté
par la DC. Une fois ce complexe reconnu, le CTL va s’arréter en face de la cellule tumorale
et former une synapse immunologique (Figure 1, étape 6), permettant une polarisation du
cytosquelette et un relargage ciblé de molécules effectrices qui vont contribuer a la lyse
des cellules tumorales (Figure 1, étape 7).

Les lymphocytes T cytotoxiques induisent la mort cellulaire programmée (apoptose)
des cellules cancéreuses de deux maniéres différentes : i) par relargage de granules
cytotoxiques (perforine, granzyme, granulysine) qui vont pénétrer la cellule tumorale et
stimuler 'apoptose, ou ii) par I'expression de ligands de mort (Fas-L, CD40-L, TRAIL, TNF-
a) qui vont se lier a leur récepteur respectif situé a la surface des cellules tumorales (CD95,
CD40, TRAIL-R, TNFR-I) et induire également une cascade signalétique responsable de

la mort des cellules tumorales.
3. Autres cellules immunitaires impliquées dans la lutte antitumorale

Le processus ci-dessus a été décrit comme le principal mécanisme responsable de la
destruction des cellules tumorales (Palucka & Coussens 2016). En dehors de I'implication
de la réponse immunitaire cytotoxique, d’autres types cellulaires peuvent également jouer
un réle important ou minoritaire dans la lutte antitumorale (Pluhar et al. 2015).

Dans le cas des cancers, la croissance tumorale et 'angiogenése des tissus vont
provoquer des lésions au niveau des tissus induisant une inflammation localisée a I'origine
du recrutement de cellules de I'immunité innée. Neutrophiles, macrophages, DC et
lymphocytes de l'immunité innée (cf. §A.3, Introduction) vont initier I'élimination des
tumeurs et produire de I'lFN-y qui va participer a la polarisation de DC pro-Th1 (Dunn et
al. 2002). Cette premiére ligne de défense de notre corps, bien qu’ayant un pouvoir
destructeur limité, est indispensable pour l'initiation de la réponse immunitaire antitumorale

et l'activation de 'immunité adaptative, plus efficace et spécifique.

3.1. Les cellules NK

Au cours des multiples mutations se produisant dans le génome des cellules
tumorales, celles-ci peuvent perdre leur capacité a présenter des antigenes, leur
expression du CMH-I ou de molécules de costimulation, rendant impossible leur détection
par les lymphocytes T cytotoxiques (Garrido et al. 2016). Les tumeurs ayant perdu



I'expression du CMH-| peuvent cependant étre détruites par un sous-type particulier de
lymphocytes appelé natural killer (NK) (Waldhauer & Steinle 2008; Nicholson et al. 2017).

Ces cellules lymphoides de l'immunité innée possédent des activités effectrices
similaires aux lymphocytes T. Elles produisent de I'lFN-y, du TNF-a et ont les mémes
propriétés lytiques que les CTL mais sont incapables de reconnaitre spécifiquement les
cellules tumorales car elles ne possédent pas de TCR. Afin de distinguer les cellules
saines des cellules anormales ou stressées, les NK expriment des récepteurs activateurs
et inhibiteurs qui se lient a des ligands exprimés par leur cellule-cible (Figure 5). Les
cellules saines ne sont pas attaquées par les NK car elles expriment peu de molécules
liées au stress et présentent des molécules du soi (tel que le CMH-I) a leur surface qui
vont se lier a un récepteur inhibiteur (famille des récepteurs KIR chez les humains, Ly49,
NKG2A chez la souris) (Figure 5A, tolérance). Au contraire, les cellules tumorales sont

:HA Tolérance : 1 Soi-manquant
Cellule NK
Cellule NK Cellule saine activée Cellule tumorale
«x c Induction liée au stress | ;
Légende :
S Cellule NK Cellule tumorale
O activée
Molécule du soi Signal lié
(eg. CMH-I) au stress
Récepteur Reécepteur
inhibiteur activateur

(A) Les NK ne réagissent pas contre les cellules saines, qui émettent peu ou pas de signaux activateurs
et portent des molécules du soi se liant aux récepteurs inhibiteurs. (B) Certaines cellules tumorales
perdent I'expression des molécules du soi, dont le CMH-I, suite a une mutation génique. Ce « soi-
manquant » est responsable de I'activation des NK qui ne pergoivent plus de signaux inhibiteurs. (C)
Les NK peuvent également étre activées par des cellules « stressées » qui surexpriment des signaux
activateurs permettant de surmonter le signal inhibiteur émis par les molécules du soi. D’aprés (Vivier
et al. 2012).
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reconnues par les NK grace a deux mécanismes : i) 'absence de molécule du soi (Figure
5B, soi-manquant) et ii) la surexpression de molécules liées au stress (MICA, MIC, HE0 et
MULT1) qui vont se lier a des récepteurs activateurs (NKG2B, famille des NCR, DNAM1)
(Figure 5C, induction liée au stress). La résultante des différents signaux activateurs et
répresseurs permettra d’induire la mort de la cellule-cible par relargage de granules
cytotoxiques ou liaison a des ligands de mort, lorsque la balance penche vers une
activation de la cellule NK (Vivier et al. 2012).

Les cellules NK peuvent également détruire les cellules tumorales qui ont été ciblées
par des anticorps se liant a leur TAA membranaire. Les NK reconnaissent la partie Fc des
anticorps grace a son récepteur CD16 (FcyRIll). Ce processus est appelée ADCC
(antibody-dependent cellular cytotoxicity) et nécessite qu'une réponse humorale
(activation des lymphocytes B, différenciation des plasmocytes, production d’anticorps
dirigés contre la tumeur) ait eu lieu au préalable (Murphy et al. 2012; Tsou et al. 2016). Ce
mécanisme est cependant minoritaire dans la majorité des cancers, mis a part dans le cas
ou les patients ont recu comme traitement des anticorps monoclonaux dirigés contre un
marqueur tumoral (Strohl & Strohl 2012; Wang et al. 2015).

3.2. Les cellules NKT

Deux autres sous-types cellulaires exprimant un TCR invariant et capables de
reconnaitre des antigénes présentés par le CD1d, ont également été décrits comme
impliqués dans la réponse antitumorale : les lymphocytes NKT et T gamma delta (yd).

Bien qu’exprimant certains marqueurs des NK, les lymphocytes NKT possédent des
fonctions effectrices plus proches des lymphocytes CTL et réagissent principalement a la
reconnaissance d'un antigéne lipidique présenté sur le CD1d des DC. Pendant de
nombreuses années, le seul antigéne connu pour sa liaison au CD1d était le
glycosphingolipide a-GalCer extrait a partir d’'une éponge de mer puis synthétisé sous le
nom KRN7000. Plusieurs antigenes endogénes ont depuis été découverts, dont le
disialoganglioside GD3 qui est surexprimé dans certains types de cancers du poumon,
des mélanomes ou des glioblastomes (Wu et al. 2003; Park et al. 2008). La
reconnaissance d’antigénes lipidiques associés au CD1d a la surface des cellules
tumorale permet d’activer les NKT qui, comme les CTL, vont pouvoir lyser spécifiguement
les cellules tumorales (Krijgsman et al. 2018).



En dehors de leur activité lytique directe contre les cellules tumorales, ces cellules
produisent également de grandes quantités de cytokines qui vont induire la maturation des
DC exprimant le CD1d. Selon le type de stimulation, 'environnement immunitaire et leur
localisation, les NKT peuvent produire de I'lFN-y (Th1), del'lL-4 (Th2), del'lL-17 (Th17) et
de I'lL-10 (Treg). Ces cellules sont également capables de recruter, sur le site de la
tumeur, des lymphocytes NK et CTL (Terabe & Berzofsky 2014). Grace a ces deux
derniéres fonctions, les NKT se retrouvent a l'interface entre la réponse immunitaire innée

et adaptative, faisant de ces cellules des cibles idéales dans le cadre de 'immunothérapie.

En effet, différentes études précliniques ont cherché a exploiter 'a-GalCer, qui va
induire la production de grande quantité d’IFN-y par les NKT, et agira comme un adjuvant
en (ré)activant la réponse immunitaire antitumorale (Ghinnagow et al. 2017; Wolf et al.
2018). Suite au succes de plusieurs études sur la souris contre différents types tumoraux,
l'a-GalCer a ensuite été évalué en injection i.v. chez des patients atteints de stade avancé
de cancer du poumon ou de la téte et du cou (Waldowska et al. 2017). Malheureusement,
ce type de traitement a montré une tres faible efficacité clinique, potentiellement due a une
diminution quantitative et qualitative des NKT chez des individus portant une tumeur. De
nouvelles stratégies pour améliorer 'immunogénicité de l'a-GalCer sont en cours
d’évaluation, il a par exemple été proposé de réaliser des transferts adoptifs de NKT ou
de DC activés ex vivo par cette molécule (Chang et al. 2005; Yamasaki et al. 2011), ou
d’associer I'a-Galcer (avec ou sans TAA) a des vecteurs pour mieux contréler sa

délivrance (Ghinnagow et al. 2017).

D’apres la littérature, le réle des NKT est cependant controversé, les deux sous-types
de NKT (type | ou Il) pouvant jouer un réle dans I'immunosurveillance des tumeurs mais
également étre immunosuppresseurs (Godfrey & Kronenberg 2004; Berzofsky & Terabe
2008).

3.3. Les lymphocytes Tyd

Les lymphocytes Tyd combinent les activités cytotoxiques des CTL (relargage de
granules cytotoxiques, ligands de mort, production de cytokines) et les propriétés innées
des NK leur permettant de reconnaitre des molécules liées au stress. Ces cellules sont
également capables de recruter ou d’activer différents sous-types immunitaires et peuvent
jouer le role de CPA en présentant des antigenes sur le CMH-I et CMH-II, leur permettant
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d’activer les lymphocytes Tap classiques (Zou et al. 2016). Comme les NKT, les
lymphocytes Tyd possédent deux sous-types cellulaires qui ont un effet anti- ou protumoral
(Fleming et al. 2017; Zhao et al. 2018).

4. De I'élimination a I'échappement tumoral

4.1. Les trois phases de la progression tumorale

Chaque jour, plusieurs mutations génétiques sont conservees dans notre organisme,
qui peuvent donner naissance a une cellule tumorale. Grace a 'immunosurveillance des
tumeurs, de nombreuses cellules anormales sont éliminées, permettant de prévenir
I'apparition de tumeurs. Cependant, 'accumulation des mutations ou I'établissement de
mécanismes immunosuppresseurs peuvent permettre aux cellules cancéreuses
d’échapper au contréle immunitaire et de proliférer de maniére incontrélée. L’interaction
entre le systéme immunitaire et les cellules tumorales est un processus dynamique
complexe qui se décompose en trois phases : élimination, équilibre et échappement (Dunn
et al. 2004a) (Figure 6).

41.1. Elimination

La phase délimination des tumeurs correspond au concept classique de
limmunosurveillance des tumeurs. Lors de cette phase, de nombreuses cellules
appartenant a I'immunité innée ou adaptative, décrites précédemment (§A.2 et A.3,
Introduction), agissent de concert pour permetire la destruction de toutes les cellules
tumorales (Dunn et al. 2004b). Le modeéle principal qui a été retenu pour décrire
'enchainement des événements immunologiques de cette premiére étape est le suivant :
i) initiation de la réponse par les cellules de 'immunité innée (cellules NKT, NK et
lymphocytes Tyd), ii) production d'IFN-y et recrutement de NK, DC, macrophages sur le
site de la tumeur, iii) internalisation des TAA par les DC qui migrent jusqu’aux organes
lymphoides, iv) contrdle de la croissance tumorale par les NK et les macrophages pendant
que les lymphocytes T CD4+ et T CD8* spécifiques de la tumeur se différencient, v)
infiltration de la tumeur par les CTL et destruction spécifique des cellules tumorales
exprimant les TAA (Visser et al. 2006). Malheureusement, ce systéme n’est pas infaillible

et certaines cellules tumorales échappent a la surveillance du systéme immunitaire.
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Les cellules saines, exposées a des stimuli oncogénes, peuvent accumuler des mutations géniques
responsables de leur transformation tumorale. Les cellules cancéreuses seront reconnues comme
dangereuses et détruites par le systéme immunitaire lors de la phase d’élimination. Cependant, si
I'élimination n’est pas totale, la tumeur rentre alors dans une phase d’équilibre ou la prolifération des
cellules est contenue par le systéme immunitaire qui progressivement participe a la sélection de
cellules tumorales de plus en plus résistantes (noyau rouge). Ces cellules pourront se soustraire au
contréle par le systéme immunitaire et induire la formation d’'une tumeur détectable cliniquement.
D’apres Burg et al. 2016; Dunn et al. 2004b; Visser et al. 2006.

4.1.2. Equilibre

Suite a la phase délimination, les cellules tumorales ayant échappé a
limmunosurveillance et les cellules immunitaires entrent dans une phase d’équilibre
dynamique qui peut durer plusieurs années. Le systeme immunitaire maintient la tumeur
dans un état de « dormance », ou un équilibre se forme entre I'élimination continue des
cellules tumorales et I'apparition de nouvelles cellules plus résistantes (Bhatia & Kumar
2011). Contrairement aux deux autres phases, seules les cellules immunitaires
adaptatives sont impliquées dans I'état d’équilibre, induisant le maintien de la progression
tumorale grace a leur activité cytotoxique et leur forte production de cytokines de type Th1
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(IFN-y, TNF-a). Durant la phase d’équilibre, les cellules tumorales résistantes vont
accumuler des mutations géniques leur permettant de mieux survivre a la pression du
systeme immunitaire. Ces cellules pourront alors proliférer plus rapidement ou échapper
a l'apoptose induite par le systéme immunitaire, amenant la tumeur a s’échapper de I'état
d’équilibre (Mittal et al. 2014).

4.1.3. Echappement

L’échappement de la tumeur est I'étape finale ou les cellules tumorales se sont
totalement soustraites au contrdle par le systéeme immunitaire et proliférent de maniére
incontrélée. Elles vont alors former une tumeur primaire, qui va perturber certaines
fonctions physiologiques induisant I'apparition de divers symptdémes chez le patient. Les
mécanismes d’échappement, qui débutent lors de la phase d’équilibre, peuvent provenir
de différentes sources et apparaitre a divers stades du développement tumoral (Dunn et
al. 2002).

4.2. Mécanismes d’échappement tumoral

Des la phase d’équilibre, le systeme immunitaire applique une pression de sélection
sur les cellules tumorales, permettant I'élimination des cellules tumorales sensibles et le
maintien des variants tumoraux agressifs, qui ont développé des mutations permettant
d’échapper au systéme immunitaire. Ces cellules tumorales possedent différentes
caractéeristiques leur conférant des avantages pour survivre et proliférer : résistance a
'apoptose, modification de leur antigénicité, influence sur le micro-environnement tumoral
et immunosuppression (Teng et al. 2015). Ces mécanismes d’échappement peuvent étre

classés en trois catégories présentées dans la Figure 7.

4.2.1. Réduction de la reconnaissance des tumeurs

4.2.1.1. Mécanismes inhérents aux cellules tumorales

Les altérations géniques (perte chromosomique, mutation et défaut de la transcription)
subies par les cellules tumorales peuvent affecter leur reconnaissance par le systeme
immunitaire (Figure 7A). En effet, de nombreuses tumeurs développent un défaut
d’expression du CMH-I (perte ou diminution) ainsi que des altérations du processus
d’apprétement antigénique (Algarra et al. 2004). Certaines cellules tumorales peuvent

également perdre I'expression d’un ou de plusieurs antigénes tumoraux qui étaient



auparavant ciblés par le systeme immunitaire adaptatif (Khong & Restifo 2002). Dans tous
les cas, ces anomalies géniques vont permettre aux cellules tumorales d’échapper a la
reconnaissance et la lyse spécifique induite par les CTL. Les cellules tumorales peuvent
€galement perdre leur capacité a étre reconnues par les lymphocytes de I'immunité innée,
tels que les NK, en n’exprimant plus de ligands activateurs liés au stress cellulaire (Groh
et al. 2002).

Immunosuppression

Sécrétion de molécules inhibitrices
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Inactivation de I'immunité adaptative via les
récepteurs inhibiteurs « checkpoints »

Lymphocyte T
helper

Résistance a I'apoptose
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» Diminutionde I'expression des
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A

Absence de reconnaissance

+ Diminutionde I'expression du CMH-| ou des
signaux activateurs (eg. NKG2B)

« Diminutiond’expression des TAA

* Augmentation de I'imperméabilité de la
matrice extracellulaire

Les mécanismes de résistance de la tumeur contre le systéme immunitaire peuvent étre classés en
trois catégories : (A) absence de reconnaissance suite a une diminution d’antigénicité des cellules
tumorales (diminution d’expression de TAA, du CMH-I, de molécules de co-stimulation) ou une
imperméabilité de la matrice extracellulaire, (B) résistance a I'apoptose induite par les cellules
cytotoxiques (STAT3), ou inhibition d’expression des récepteurs de mort et (C) établissement d’'un
environnement tumoral immunosuppresseur grace a la production de cytokines (VEGF, TGF-B, IL-10),
recrutement des cellules immunosuppressives (MDSC, Treg) ou inhibition du systéeme immunitaire
adaptatif suite a la liaison de récepteurs inhibiteurs « checkpoint » (PD-L1/PD1, B7/CTLA-4). D’aprés
(Khong and Restifo 2002; Teng et al. 2015).
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4.2.1.2. Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire se trouvant autour de la tumeur en croissance joue
également un réle important en facilitant la progression tumorale et I'apparition de
métastases (Lu et al. 2012). Les cellules tumorales peuvent directement ou indirectement
(par lintermédiaire des cellules stromales, mésenchymateuses ou des fibroblastes)
induire la formation d’'une matrice extracellulaire anormale en terme de quantité,
composition et d’organisation. Celle-ci va potentialiser 'oncogenése et la survie des
cellules tumorales (Paszek et al. 2005), l'invasion du tissu par la tumeur (Levental et al.
2009), favoriser 'angiogenése (Myers et al. 2011) et représente une barriere physique qui
empéche les cellules immunitaires d’accéder a la tumeur (Rowe & Weiss 2008).

4.2.2. Résistance directe aux mécanismes effecteurs cytotoxiques

Certaines tumeurs n’ont pas de défaut dans leur expression du CMH-1 ou des ligands
activateurs a leur surface, mais peuvent tout de méme étre résistantes directement aux
mécanismes cytotoxiques induits par les CTL et les NK (Figure 7B). Par exemple,
certaines cellules tumorales développent une insensibilité a I'lFN-y (Castro et al. 2018),
un défaut d’expression des récepteurs de mort TRAIL-R ou Fas (Igney & Krammer 2002)
ou surexpriment des molécules anti-apoptotiques (STAT3, FLIP et Bcl2), qui empéchent
I'induction de I'apoptose par les granzymes/perforines B (Yu et al. 2014). En outre, un
mécanisme controversé qui a été décrit, serait la capacité des cellules tumorales a tuer
directement les lymphocytes T en exprimant des ligands de mort (Fas-L, TRAIL) qui
poussent les lymphocytes a se « suicider » par apoptose ou a tuer les autres cellules
immunitaires autour d’eux par « fratricide » (Khong & Restifo 2002).

4.2.3. Micro-environnement tumoral suppresseur

4.2.3.1. Production de cytokines immunosuppressives

Les cellules tumorales produisent des facteurs de croissance ainsi que des molécules
favorisant 'angiogenése, comme le VEGF, le TGF-B, et I'lL-10, qui vont favoriser leur
survie et leur croissance (Khong & Restifo 2002) (Figure 7C). Ces molécules et cytokines
ont comme effets secondaires d’inhiber les cellules immunitaires effectrices, d’affecter la
maturation des cellules dendritiques et d’induire le recrutement de cellules immunitaires

immunosuppressives (cf. §A.4.2.3.2, Introduction).



Par exemple, le VEGF, en plus de son activité angiogénique, permet le recrutement
de myeloid-derived suppressor cells (MDSC), ainsi que de monocytes et macrophages
associés a la tumeur ayant un effet immunosuppresseur et anti-inflammatoire (Bellamy et
al. 2001). Le VEGF va également affecter négativement la différenciation et la maturation
des DC en inhibant le facteur de transcription NF-kB (Oyama et al. 1998). L’IL-10 agit elle-
aussi sur la maturation des DC et inhibe leur production d’IL-12, altérant ainsi I'induction
d’'une réponse de type Th1 (Sharma et al. 1999). Le TGF-B produit par les cellules
tumorales ou les cellules mourantes inhibe la prolifération et I'activation des lymphocytes
T (Beck et al. 2001).

4.2.3.2. Recrutement des cellules immunosuppressives

Cet environnement immunosuppresseur initié par la tumeur permettra le recrutement
et/ou lactivation de cellules immunitaires immunosuppressives qui vont renforcer
I'inhibition de la réponse immunitaire antitumorale et permettre a la tumeur d’échapper au
systeme immunitaire (Teng et al. 2015) (Figure 7C). Les cellules tumorales peuvent
également induire un changement phénotypique des cellules immunitaires « normales »,
en déclenchant leur transition d’'un état antitumoral vers un phénotype pro-inflammatoire

ou immunosuppresseur.

Il existe différents types de cellules immunitaires immunosuppressives : les MDSC,
les lymphocytes T régulateurs (Treg), les lymphocytes T helper de type 17 (Th17), les
macrophages/monocytes et les neutrophiles protumoraux (de type M2 ou N2
respectivement). Ces cellules immunosuppressives partagent différents mécanismes
d’action, qui ont été largement décrits dans plusieurs revues (Dunn et al. 2002; Khong &
Restifo 2002; Smyth et al. 2006; Zitvogel et al. 2006; Liu & Cao 2016). Elles agissent en i)
empéchant la maturation et I'expression des molécules de costimulation par les DC, ii)
inhibant la prolifération et I'activation des lymphocytes T et iii) en empéchant le relargage
de granules cytotoxiques par les cellules effectrices. Les cellules immunosuppressives
induisent ces changements soit indirectement grace a la production de cytokines
immunosuppressives (IL-10, TGF-B) et de molécules immunorégulatrices (arginase,
iINOS, IDO), soit directement par I'expression de ligands appelés « immune checkpoint »

4.2.3.3. Récepteurs inhibiteurs « checkpoint »

Lors d’'une réponse immunitaire physiologique, les Treg et MDSC sont chargés de

réguler négativement les lymphocytes T en se liant a leurs récepteurs inhibiteurs
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« checkpoint », afin d’éviter I'induction d’une réponse inflammatoire délétere. Dans un
contexte tumoral, ce mécanisme d’inhibition est amplifié, donnant lieu a une inactivation
des CTL spécifiques de la tumeur (Korman et al. 2006; Pardoll 2012; Sharma & Allison
2015). Les cellules immunosuppressives expriment les ligands inhibiteurs PD-L1 et CTLA-
4 qui vont se lier a leurs récepteurs PD-1 et B7-1/2, exprimés respectivement par les
lymphocytes T ou les CPA (Figure 7C). La liaison de ces molécules va entrainer I'inhibition
directe des lymphocytes T ou va interférer avec I'activation des lymphocytes T par les
CPA. Certaines tumeurs inhibent également directement les CTL en exprimant le ligand
PD-L1, permettant aux cellules tumorales d’échapper a la lyse cytotoxique (Dong et al.
2002). Récemment, d’autres ligands inhibiteurs, exprimés par les cellules tumorales ou
les cellules immunosuppressives, ont été décrits comme capables d’inhiber la capacité
des CTL a détruire les tumeurs (Tim-3, LAG-3, BTLA ; Liu and Cao, 2016). Tous ces
mécanismes inhibiteurs sont tres étudiés en tant que potentiels cibles thérapeutiques pour
contrecarrer I'évasion des tumeurs et libérer la réponse immunitaire antitumorale réprimée
(Chen & Mellman 2017).

Ainsi, notre organisme posséde un systéme physiologique capable d’empécher
'apparition des tumeurs mais qui n’est malheureusement pas infaillible. Une solution
thérapeutique envisageable serait donc de réveiller la capacité innée de notre corps a
combattre les cellules tumorales en stimulant/remplagant les cellules immunitaires
effectrices ou en inhibant les mécanismes immunitaires immunosuppresseurs. Cette

stratégie est appelée « Immunothérapie ».



Au XIXéme siéecle, un chirurgien américain nommeé William Colley eut I'idée de traiter
des patients atteints de sarcome en les infectant avec des lysats de streptocoques
pathogenes (toxine de Colley, McCarthy 2006). Son postulat était que l'infection et
linflammation déclenchées par la bactérie allaient avoir comme effet secondaire de
réduire I'agressivité des tumeurs. Grace a cette premiére utilisation historique d’une
immunothérapie, il réussit a soigner plus de 1000 patients. Malheureusement, la technique
fut discréditée par le scepticisme des médecins de I'époque et par I'émergence de la
chimiothérapie et de la radiothérapie, si bien que l'idée de William Colley tomba dans
loubli. Il faudra attendre plus d’un siécle pour que I'on confirme qu’une stimulation du
systeme immunitaire peut conduire a une destruction des cellules tumorales et pour que

cette approche thérapeutique soit de nouveau proposée aux patients atteints de cancer.

1. Différentes classes d'immunothérapie

1.1.  Objectifs et actualités thérapeutiques

L’objectif de 'immunothérapie est de tirer profit des défenses immunitaires en les
stimulant ou en les imitant afin d’engendrer la destruction spécifique des cellules
tumorales. Pendant plusieurs décennies, les immunologistes et oncologistes ont fait face
a de nombreuses déceptions, mais tous ces efforts ont finalement commencé a porter
leurs fruits car cinq catégories de traitements immunothérapeutiques ont déja été
approuveées par la « Food and Drug administration » (FDA ; Mellman et al. 2011). Avec
plus d’une quinzaine d’agents thérapeutiques sur le marché, dont la majorité développée
il y a moins de 10 ans, 'immunothérapie est une stratégie antitumorale qui n’a plus besoin
de faire ses preuves (Lesterhuis et al. 2011; Couzin-Frankel 2013). Ces derniéres années
ont effectivement vu I'émergence de nouvelles thérapies innovantes ayant suscité
'engouement public et scientifique, qui ont battu des records de vitesse en terme de

développement, d’évaluation clinique et de mise sur le marché (Jardim et al. 2017).

Une liste des différentes immunothérapies actuellement commercialisées est
présentée dans le Tableau 2 (Adams & Weiner 2005; Kirkwood et al. 2012; Pardoll 2012;
FDA-approval 2018). Les agents thérapeutiques présents dans cette liste sont utilisés en
monothérapie et préconisés pour le traitement de plus de 10 types de cancer différents ;
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ce sont en grande majorité des anticorps monoclonaux ciblant un TAA ou ciblant un

récepteur inhibiteur des « checkpoint » immunitaires.

Catégorie

Cytokines

Anticorps
monoclonaux

Vaccin
thérapeutique

Checkpoint
inhibiteurs

Transfert
adoptif (CAR-T)

@ : anticorps

Date
d’approbation
de la FDA

1986
1998

1997

1998
2001

2004

2004

2006
2009

2014

2010

2011
2014
2015

2016
2016
2017
2017

2018

Agent thérapeutique

IFN-y
IL-2

Rituximab (@CD20)
Trastuzumab (@HER2)
Alemtuzumab (@CD52)

Bevacizumab (@VEGF)

Cetuximab (@EGFR)

Panitumumab (@EGFR)
Ofatumumab (@CD20)

Ramucirumab (@VEGFR2)

Sipuleucel-T (antigene PAP)

Ipilimumab (@CTLA-4)
Pembrolizumab (@PD-1)
Nivolumab (@PD-1)

Avelumab (@PD-L1)

Atezolizumab (@PD-L1)
Durvalumab (@PD-L1)
Tisagenlecleucel (épitope CD19)

Axicabtagene ciloleucel (épitope
CD19)

1.2. Classification des immunothérapies

Types de cancer

Tricholeucémie, mélanome

Carcinome rénal, mélanome

Lymphome non hodgkinien (LNH),
leucémie lymphoide chronique (LLC)
Cancer du sein, de I'estomac, de
I'cesophage

LLCdetypeBouT

Cancer du poumon « non a petites
cellules » (CPNPC), glioblastome,
carcinome rénal, cancer colorectal, du
col de l'utérus, ovarien

Cancer colorectal, cancer de la téte et
du cou

Cancer colorectal métastatique
LLC
Cancer colorectal, de I'estomac,

CPNPC

Cancer de la prostate

Mélanome
Mélanome

CPNPC métastatique

Carcinome a cellules de Merkel
métastatique
Carcinome rénal, CPNPC, LNH,
mélanome
Cancer de la vessie métastatique

LNH, leucémie aigué lymphoblastique
de type B (enfant)

Lymphomes B (adulte)

Il existe différents types d’immunothérapie qui interagissent avec le systéme

immunitaire inné ou adaptatif, entrainant une réponse immunitaire spécifique ou

généralisée. Ces stratégies ont été classées de différentes maniéres, plus ou moins

discutables et pertinentes, au fur et a mesure des inventions thérapeutiques de cette



derniére décennie. L'une de ces classifications est présentée ci-dessous, accompagnée

de tableaux décrivant les méthodes, leurs modes d’action et leurs désavantages.

1.2.1.  Immunothérapie non spécifique

L’'immunothérapie non spécifique consiste a activer de maniére générale
'ensemble du systéme immunitaire ou une de ses branches afin d’indirectement amplifier
la réponse immunitaire antitumorale (Tableau 3). Ce type de traitement comprend
l'injection de cytokines de type Th1, I'emploi d’anticorps monoclonaux bloquant

'angiogenese et le blocage des systémes « checkpoint » du systéme immunitaire.

Stratégie*

Cytokine

IL-2, IFN-y,
IL-6, IL-12, GM-CSF

Bloqueur
d’angiogenése

Anticorps monoclonaux
dirigés contre le VEGF ou
VEGFR

Checkpoint
inhibiteur

Anticorps monoclonaux
dirigés contre PD-1, PD-
L1, CTLA-4, Tim-3, LAG-3

Mécanismes d’action et
avantages

- Activation du systeme
immunitaire cytotoxique
(lymphocytes CTL, NK, NKT, Tyd)

- Bloque 'angiogenese

- Empéche le recrutement de
cellules immunosuppressives
(Treg, MDSC)

- Réduit le seuil d’activation des
lymphocytes T

- Empéche I'immunotolérance des
tumeurs et libére la réponse

antitumorale pré-existante

Principaux désavantages

- Efficacité restreinte
- Choc cytokinique en cas de

surdosage

- Inhibe également le recrutement
des cellules effectrices

- Hypertension, hémorragie,
thrombose

- Résistance de certaines tumeurs
- Effets secondaires de type auto-
immuns

- Effet visible uniquement

plusieurs mois apres I'injection

* Les stratégies écrites en gras sont les approches déja autorisées par la FDA.

1.2.2.

Immunothérapie passive spécifique

Références

Lee et Margolin
2011 ; Farkona
etal. 2016

Adams et
Weiner 2005 ;
Weiner et al.
2010

Pardoll 2012 ;
Durgeau et al.
2018

L’'immunothérapie passive cherche a mimer le systéme immunitaire en remplagant ou

modifiant ex vivo des composants immunitaires. Ceux-ci sont prélevés chez des patients
portant une tumeur, modifiés ou activés ex vivo avant d’étre réadministrés au méme
patient pour lui apporter une immunité efficace et spécifique de remplacement, dirigée
contre les cellules tumorales (Tableau 4). Ce type de traitement comprend I'injection
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d’anticorps monoclonaux ciblant des TAA, qui vont se lier aux cellules tumorales et

permettre leur destruction ciblée par des effecteurs du systeme immunitaire. Des cellules

immunitaires entiéres peuvent aussi étre utilisées, celles-ci sont prélevées chez le patient

et activées ex vivo afin d’étre plus aptes a combattre la tumeur, puis elles sont réinjectées

au donneur. Cette méthode est appelée transfert adoptif ou des CTL peuvent par exemple

étre stimulés ex vivo en présence de protéines tumorales puis amplifiés avant d’étre

réadministrés.

Stratégie*

Anticorps
monoclonaux

Cibles : HER2, CD20,
CD52, EGFR, G250, Ep-
CAM, TRAIL-R

Transfert adoptif de
CTL
Restreint aux mélanomes
Lymphocytes T-
modifiés (TCR)

Peptides cibles : MART1,
gp100, NY-ESO, p53,
MAGE

Lymphocytes T-
modifiés (CAR-T)

Cibles : CD19, EGFR,
BCMA, PSMA, HER2

Mécanismes d’action et
avantages

- Principal mécanisme :
cytotoxicité cellulaire dépendante
des anticorps (ADCC) : effet
spécifique et direct

- Isolation de CTL a partir de
biopsie tumorale

- Amplification et enrichissement
en CTL spécifiques ex vivo puis
ré-infusion

- Surmonte I'immunotolérance

- Modification ex vivo de CTL pour
permettre I'expression d'un TCR
invariant reconnaissant un peptide

de la tumeur

- Modification ex vivo de CTL pour
permettre I'expression d’'un CAR
spécifique d’'un TAA membranaire
- Indépendant de I'expression du
CMH-I

Principaux désavantages

- Hypersensibilité, allergie
- Toxicité lorsque le TAA n’est pas

spécifique de la tumeur

- Méthode colteuse et complexe
pour une utilisation en clinique

- Risque de contamination

- Durée de vie des CTL tres faible

et absence de réponse mémoire

- Méthode colteuse et complexe
pour une utilisation en clinique

- Risque de contamination

- (Uniquement TCR) Dépendant
de I'expression du CMH-I par la
tumeur

- Toxicité lorsque le TAA est
exprimé dans d’autres tissus

- Risque lié a la manipulation
génétique

* Les stratégies écrites en gras sont les approches déja autorisées par la FDA

Références

Adams et
Weiner 2005 ;
Weiner et al.
2010

Rosenberg et

Restifo 2015 ;

Durgeau et al.
2018

Bonini et
Mondino 2015 ;
Rosenberg et
Restifo 2015

Bonifant et al.
2016; Bonini &
Mondino 2015;
Wilkins et al.
2017



Il est également possible de modifier génétiquement les lymphocytes T des patients
pour induire I'expression d’'un TCR invariant reconnaissant un complexe peptide-CMH
exprimé par la tumeur. Récemment, il a également été proposé de modifier les
lymphocytes T afin qu’ils expriment un CAR, chimeric antigen receptor, produit de la fusion
du domaine Fv d’un anticorps dirigé contre un TAA et des domaines de signalisation d’'un
TCR (Jackson et al. 2016; Hartmann et al. 2017) (Figure 8). Ce récepteur chimérique
exprimé par les CTL va se lier directement au TAA a la surface des cellules tumorales
grace a la partie Fv, ce qui va induire une activation classique de ce lymphocyte, grace
aux domaines de signalisation du TCR
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Le récepteur chimérique est composé d’'une partie extracellulaire formée du domaine liant les TAA
(scFv) et d’'une partie intracellulaire composée de plusieurs domaines de signalisation du TCR, liées
par un domaine transmembranaire. Le domaine ZAP70 (bleu) confére la fonction effectrice aux cellules
CAR-T, la kinase PI3K (rouge) est un domaine de costimulation impliqué dans la prolifération cellulaire
et la sécrétion de cytokines et le domaine TRAF2 (gris) promeut la survie des cellules T.

1.2.3. Immunothérapie active spécifique

Pour finir, 'immunothérapie active (ou approche vaccinale) consiste a stimuler
directement in vivo le systéme immunitaire adaptatif du patient afin qu’il reconnaisse et

détruise spécifiguement le cancer (Tableau 5). Pour cela, des cellules cancéreuses
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entieres, des lysats tumoraux ou des TAA purifiés (formulés dans un vaccin) sont injectés
au patient afin de monter une réponse immunitaire efficace contre la tumeur. Il est
également possible de réaliser un transfert adoptif de cellules dendritiques prélevées chez

le patient, qui seront activeées et chargées en TAA ex vivo avant d’étre réinjectées.

o Mécanismes d’action et o ) o
Stratégie* Principaux désavantages Références
avantages

_ . _ - Efficacité clinique modeste
- Isolation des DC a partir du sang

Transfert adoptif de g fents. ch ) - Codteux, production et Farkona et al
i es patients, chargement en -
cellule dendritique , p 9 _ administration complexes 2016; Palucka &
antigénes (lysat tumoral, peptide, ) o
o - Risque de contamination Banchereau
Cibles : PAP, PSA, ARN) et activation (IL-2, GM-CSF) 2012

. - Efficacité clinique uniquement
MAGE, MART1 (*) - Réponse durable _ _ o
plusieurs mois apres I'injection

- Injection d’éléments tumoraux

(cellules, protéines, peptides)

Vaccin e e - Efficacité limitée en
- Prix abordable, production et L i .
. B monothérapie Dillman 2016;
Tem ¢ administration facile L Wong et al.
Glgies £, i) o o - Difficulté & surmonter 016
tyrosinase, NY-ESO-1, - Spécifique, sar, moins d’effets

'immunotolérance
MAGE, HER2, MUCH1 Secondaires

- Réponse durable

* Les stratégies écrites en gras sont les approches déja approuvées par la FDA.

1.3. Combiner 'immunothérapie avec d’autres traitements

Pendant longtemps, l'effet délétére des traitements classiques contre le cancer
(chirurgie, chimiothérapie, radiothérapie) sur le systeme immunitaire a été pointé du doigt
comme une preuve que celui-ci n’était pas nécessaire a lefficacité d’une thérapie
antitumorale. Cependant, de plus en plus de preuves s’accumulent et démontrent que ces
traitements conventionnels sont en réalité capables, sous certaines conditions, d’activer
le systéme immunitaire (Butterfield 2015). En effet, la destruction des cellules tumorales
agit comme un vaccin thérapeutique, en permettant la libération d’'un grand nombre
d’antigenes tumoraux et provoquent une inflammation localisée favorisant le recrutement
de cellules immunitaires et I'induction d’'une réponse immunitaire antitumorale (Zitvogel et
al. 2008; Lesterhuis et al. 2011; Emens & Middleton 2015) (Figure 9).



La chirurgie, en retirant la majorité des cellules tumorales, permet aussi d’éter son
environnement immunosuppresseur (cellules immunitaires régulatrices ou facteurs
dérivés de la tumeur) et conduit a un relargage de TAA et de DAMP par les cellules mortes.
Il a été montré que I'ablation de la tumeur par radiofréquence ou chaleur permet le
développement d'un plus grand nombre de lymphocytes CTL mémoires spécifiques de la
tumeur, associé a un plus faible taux de récidives par rapport a une résection classique
(Xia et al. 2012; Mizukoshi et al. 2013). L'immunothérapie peut donc étre utilisée aprés
I'ablation de la tumeur pour renforcer le systéme immunitaire activé. Il a néanmoins été
décrit qu’il était parfois préférable que la tumeur soit toujours présente pour permettre une

meilleure efficacité de 'immunothérapie (Liu et al. 2016).
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La chirurgie (rouge), la radiothérapie (jaune), la chimiothérapie (bleu) et les petites molécules inhibitrices
(gris) peuvent avoir un impact sur la réponse immunitaire en : 1) « stressant » les cellules tumorales
pour qu’elles soient plus immunogénes et sensibles a la lyse , 2) induisant une mort immunogéne
responsable de la libération de TAA et DAMP, 3) activant directement les DC et 4) inhibant les cellules

immunosuppressives.
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Les agents chimiothérapeutiques peuvent induire différents types de mort dont la
« mort immunogene » qui permet la surexpression de la calréticuline a la surface des
cellules tumorales (reconnu comme un signal « eat me »), le relargage de nombreux
DAMP (ATP, HMGB1 et Hsp90) et la libération de TAA (Garg et al. 2017). Certaines
molécules sont capables d’activer directement les DC et de permettre une meilleure cross-
présentation. Il a également été montré que de faibles doses de chimiothérapie inhibaient
principalement les cellules immunosuppressives (Treg et MDSC) libérant ainsi les CTL
précédemment inhibés (Alizadeh & Larmonier 2014). Certains agents intercalants ou
inhibiteurs d’histone désacétylase sont également responsables de dommages a 'ADN
qui conduit a une surexpression par les cellules tumorales de CMH-I, de ligand NKG2D
ou de récepteurs de mort, les rendant ainsi plus sensibles a la lyse par les cellules
cytotoxiques (Zitvogel et al. 2008).

La radiothérapie cause des dommages a I’ADN, Iétaux pour les cellules tumorales et
induit le relargage de TAA. L’application de rayons X sur une tumeur peut provoquer la
diminution d’'une Iésion tumorale éloignée de la zone d’irradiation. Ce mécanisme avait été
appelé effet abscopal et il a été prouvé depuis que cet effet est médié par le systeme
immunitaire activé par la radiothérapie (Ngwa et al. 2018).

Une autre innovation récente en cancérologie concerne le développement de petites
molécules inhibitrices congues pour court-circuiter les voies de signalisation impliquées
dans la prolifération et la survie des cellules tumorales. Par exemple, I'inhibiteur de BRAF
(dabrafenib) a pour effet d’augmenter I'expression de TAA (MART, TYRP-1, et GP100) et
de réduire les marqueurs de surface immunosuppresseurs produits chez des patients
atteints de mélanomes. Ces effets secondaires sont associés a une plus forte infiltration
de CTL permettant a certains patients atteints de mélanome de revenir a un état d’équilibre
de croissance tumorale (Frederick et al. 2013).

Bien que pouvant étre employée en monothérapie, I'avenir de l'immunothérapie
repose clairement sur son utilisation en combinaison avec une deuxieme immunothérapie
ou avec d’autres types de traitements conventionnels contre le cancer (Lesterhuis et al.
2011).



1.4. Avantages et inconvénients de 'immunothérapie

Ainsi 'immunothérapie posséde plusieurs approches différentes et complémentaires,
ayant chacune divers avantages et inconvénients listés ci-dessus. Contrairement aux
traitements classiques (chirurgie, chimiothérapie, radiothérapie), cette stratégie n’emploie
pas de produits toxiques mais utilise un intermédiaire naturel pour lutter contre les
tumeurs : notre propre systeme immunitaire. Outre les effets secondaires supposés
réduits de cette thérapie, son intérét principal repose sur la mémoire immunitaire stimulée
par les traitements, qui sera capable de protéger les patients d’'une éventuelle rechute ou

de I'apparition de tumeurs métastatiques.

L’inconvénient majeur de 'immunothérapie est I'idée bien ancrée que la stimulation
du systeme immunitaire peut également lever la tolérance au soi, et donc induire des
phénomenes nocifs tels que des maladies auto-immunes. Dans le cas des mélanomes, il
a effectivement été montré que des vaccins contenant des antigénes de différenciation
(gp100 ou MART1) induisaient la lyse des mélanocytes sains ayant pour conséquence
'apparition d’'un vitiligo (dépigmentation) sur la peau des patients (Dudley et al. 2002).
Néanmoins, trés peu de cas d’auto-immunités séveres ont été reportés a ce jour chez des
patients traités par immunothérapie, ce phénomene étant plus largement observé dans
les modeles murins (Finn 2017). De plus, les symptdomes de type auto-immuns ou
inflammatoires (colite, diarrhée, hépatite, néphrite, éruption cutanée, vitiligo) ont été
corrélés avec une meilleure réponse clinique et survie des patients traités par de
lipilimumab, faisant de ces effets secondaires une toxicité acceptable et un marqueur
facilement détectable de I'efficacité du traitement (Weber 2009).

Une autre crainte associée a I'emploi d’agents immunothérapeutiques est que la
« pression » immunitaire générée par le traitement augmente le risque d’apparition de
cellules tumorales résistantes a 'immunothérapie, comme cela est également observé
pour la chimiothérapie. Dans le cas du ciblage des récepteurs inhibiteurs « checkpoint »,
approximativement 1 patient traité sur 4 est susceptible de faire une récidive, méme en
recevant le traitement en continu (Sharma et al. 2017). Une solution a cette résistance
acquise par les tumeurs serait de combiner plusieurs types d’immunothérapies (eg.
administration conjointe d' @PD-1 et @CTLA-4) ou de cibler plusieurs TAA pour surmonter
la résistance tumorale et augmenter I'efficacité clinique de ces traitements (Schmidt 2017)

Le deuxiéme inconvénient majeur de 'immunothérapie est leur faible efficacité contre

des tumeurs solides, une étude ayant reportée un taux de réponses inférieur a 5 % sur
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plus de 1000 patients traités (Rosenberg et al. 2004). En effet, le traitement par
immunothérapie est bien souvent évalué chez des patients ayant une recidive de leur
cancer, qui ont préalablement subi plusieurs administrations de chimiothérapie et qui
possedent donc des tumeurs plus agressives et résistantes (Mocellin et al. 2004). Afin de
conclure quant a I'efficacité d’un stratégie, il serait plus judicieux d’évaluer le traitement en
tant qu’adjuvant (administration directement aprés ou conjointement a un autre traitement)
ou néo-adjuvant (administration avant la chirurgie, Liu et al. 2016) plutét qu’en

monothérapie lorsqu’il ne reste plus aucune autre option clinique.

En somme, 'immunothérapie ne peut constituer a elle seule une solution miracle pour
les patients atteints de cancer, mais combinée avec les autres traitements dits
« classiques », elle représente une nouvelle option thérapeutique plus slre, spécifique et
adaptable a chaque type de tumeur.

2. La vaccination thérapeutique

Les vaccins antitumoraux représentent une des stratégies immunothérapeutiques les
plus spécifiques, les moins toxiques et les plus aptes a engendrer une meémoire
immunitaire. L’objectif de cette stratégie est la délivrance de TAA dans le corps humain
afin d’éduquer le systéme immunitaire a détruire les tumeurs. Les vaccins peuvent soit
réactiver des lymphocytes T spécifiques pre-existants, soit induire la différenciation de
nouveaux effecteurs. Dans cette partie, seuls les vaccins utilisés en thérapie seront
commentés, bien qu’il soit également possible de les utiliser en prévention (vaccination
prophylactique) pour des cancers liés a une infection virale ; comme le cancer du col de
l'utérus induit par 'HPV16-17, prévenu par les vaccins Gardasil® et Cervarix® (Harper &
DeMars 2017).

2.1. Différentes classes de vaccins thérapeutiques

Les vaccins contre le cancer peuvent étre de différents types en fonction de la nature
de l'antigéne employé : cellules tumorales entieres, acides nucléiques codant pour un
TAA, protéines, peptides ou cellule dendritique chargée avec des antigenes (Figure 10).
Cette derniere catégorie ne sera pas discutée, étant plus proche de 'immunothérapie de

remplacement (passive).



2.1.1. Les vaccins a base de cellules tumorales entiéres ou de lysat

ACTIVATION

Vecteur cytokines)
de cellules viral oy

dendritiques f i@ pept,f;;\ 7 | /-\
/ \ .Th /‘
B O
9@.‘;* - CTL ‘ Plasmide
\" N 7 ./ M Virus

Tumeur. ADN /ARN

Transfert adoptif Acides nucléiques

Vecteurs

Lysat de
tumeur

IRRADIATION

' Protéine tumorale
Nanopar-
, o \/ ticules
Cellules tumorales %
allogéniques autologues

Peptide tumoral

Cellules tumorales
inactivées Protéines / peptides

Il existe différentes approches permettant la délivrance de TAA afin d’éduquer le systeme immunitaire
a détruire les tumeurs. Elles sont classées en 4 catégories : i) le transfert adoptif de DC activées et
chargées ex vivo, ii) les cellules tumorales inactivées, iii) les acides nucléiques (ADN, ARN, plasmide)
et iv) les protéines entieres ou peptides dérivés des TAA. Les deux derniéres catégories peuvent
également étre vectorisées par des nanoparticules ou des virus. D’aprés (Berzofsky et al. 2004;
Butterfield 2015).

L’utilisation de cellules tumorales autologues (provenant du patient) est 'une des
premieres stratégies vaccinales utilisées pour traiter le cancer (Hanna & Peters 1978). Les
cellules cancéreuses sont prélevées a partir de biopsie puis irradiées ou lysées et
combinées avec des immunostimulants (appelés adjuvants). Elles sont ensuite
réadministrées au patient a partir duquel elles avaient été isolées. Les cellules autologues
peuvent étre modifiées pour exprimer des cytokines (IL-12, GM-CSF,...) qui leur conférent
une plus grande immunogénicité (Dranoff et al. 1993; Asada et al. 2002). L’'un des plus
grands succes de ce type de vaccin est le GVAX développé par Somatix en 1993, qui

consiste en I'administration de cellules tumorales autologues modifiées génétiquement
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pour exprimer le GM-CSF. Ce vaccin a montré de bons résultats lors d’essais cliniques
chez des patients atteints de cancer du poumon (CPNPC) et des résultats modestes
contre des carcinomes rénaux ou des mélanomes (Nemunaitis 2005). L’emploi de cellules
tumorales autologues (modifiees ou non) a comme avantage de présenter la totalité des
TAA exprimés par la tumeur au systéeme immunitaire (Guo et al. 2013). Cette stratégie est
cependant restreinte aux cancers accessibles a une biopsie et permettant la culture de

suffisamment de cellules pour la préparation d’un vaccin (Copier & Dalgleish 2006).

Une alternative a cette stratégie est I'utilisation de cellules tumorales allogéniques
(provenant d’un autre patient) établies en lignée cellulaire et pouvant étre maintenues en
culture. Hormis la difficulté a établir des cultures stables, cette technologie a comme limite
majeure la nécessité de compatibilité entre le donneur et le patient, en terme d’expression
du CMH. Les essais cliniques avec cette thérapie ont été décevants jusqu’a présent
(Seledtsov et al. 2015).

2.1.2. Les vaccins a base d’acides nucléiques

Afin de délivrer des antigénes tumoraux in vivo, il est également possible d’utiliser des
acides nucléiques codants pour une protéine tumorale. Suite a leur administration, ceux-
ci vont passer la membrane plasmique et nucléaire des DC, qui va produire le TAA dans
leur cytoplasme. Cette protéine sera ensuite dégradée en peptides tumoraux présentés
par le CMH-I (Liu 2011).

Cette stratégie emploie majoritairement un plasmide bactérien, comprenant un
promoteur qui fonctionne dans les cellules de mammiféres et un géne codant pour le TAA.
Les intéréts principaux de cette stratégie sont sa capacité intrinséque a stimuler 'immunité
innée grace a '’ADN bactérien (Spies et al. 2003) et la capacité du plasmide a porter
plusieurs génes et donc a exprimer plusieurs antigeénes (Suhrbier 1997). Sa production
est également facile, peu onéreuse et ses conditions de manipulation ou de conservation
ne nécessitent pas de précaution particuliere. Bien que cette stratégie ait donné de trés
bons résultats au stade préclinique, le passage de la souris a 'humain a été un échec, en
raison d’'une faible efficacité des acides nucléiques trop rapidement dégradés ou a un
mauvais ciblage des DC (Liu & Ulmer 2005). Depuis lors, de nouvelles méthodes
d’administrations ont été développées telles que I'électroporation in vivo (Lambricht et al.
2016) ou I'emploi de vecteurs viraux non virulents (adénovirus, poxvirus, herpés virus), qui

ont démontré leur capacité a augmenter 'immunogénicité des vaccins a ADN et le ciblage



des DC. L'intérét des vecteurs viraux est leur capacité adjuvante intrinséque, qui accéléere
leur prise en charge par le systéeme immunitaire et leur internalisation par les CPA
(Anderson & Schneider 2007). Cependant, un désavantage majeur de la vectorisation
virale est I'impossibilité de réaliser une seconde injection du traitement car celui-ci sera
neutralisé par les anticorps dirigés contre la capside virale, produits lors de la premiere
injection (Larocca & Schlom 2011). Il est également possible de vectoriser de 'ADN avec
des nanoparticules comme cela sera détaillé pour les vaccins peptidiques dans le §C de
l'introduction.

Des vaccins a ARN ont également été développés, selon l'idée qu’ils seraient plus
sUrs (en raison de leur incapacité a s’intégrer au génome humain), leur rapide taux de
dégradation les rendant moins susceptibles d’induire une auto-immunité (Guo et al. 2013).
Cette stratégie emploie de TARNm autologue extrait des tumeurs ou de 'ARN synthétique
stabilisé codant pour des TAA (Scheel et al. 2004; Carralot et al. 2005). Les vaccins a
ARN ont uniquement été évalués lors d'essais cliniques de phase I/ll contre des
mélanomes (Lundstrom 2018).

2.1.3. Les vaccins a base de peptides tumoraux

L’objectif final de la vaccination thérapeutique est d’activer les lymphocytes T
spécifiques de la tumeur par reconnaissance d’'un épitope tumoral associé au CMH
présenté a la surface des DC. La stratégie la plus commune consiste a administrer des
épitopes peptidiques dérives des TAA, formulés avec des adjuvants pour cibler activement
ou passivement les DC.

2.1.3.1. Développement et évaluation clinique

Les vaccins a base de peptides tirent profit de la découverte de nombreux TAA (cf.
§A.2.1.2, Introduction) et des outils bio-informatiques permettant I'identification d’épitopes
tumoraux candidats pouvant s’associer au CMH. L’antigénicité de divers épitopes a ainsi
pu étre évaluée expérimentalement par comparaison de leur capacité a étre présentés par
la DC et a induire la différenciation de lymphocytes T effecteurs spécifiques des cellules
tumorales. Cette stratégie a été employée dans de nombreux modéles murins et a permis
l'identification de nombreux épitopes peptidiques capables d’'induire un rejet de la tumeur
(Guo et al. 2013).
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Ces épitopes sont en cours d’évaluation chez 'Homme, ou diverses formulations
vaccinales (simples ou multi-épitopes, avec ou sans vecteurs, difféerents adjuvants) sont a
'essai. Certains vaccins peptidiques, dirigés contre différents types de cancer (sein,
poumons, mélanome et pancréas) ont été évalués lors d’essais cliniques de phase Il
(Vacchelli et al. 2012a; Melero et al. 2014) (Tableau 6). Pour chacun des vaccins présents
dans ce tableau, le traitement a permis la différenciation de lymphocytes T spécifiques et
induction d’une réponse immunitaire spécifique détectable chez presque 100% des
patients, atteignant parfois un taux de 1 a 5% de CTL circulants (Buonaguro et al. 2011).
Parmi ces essais cliniques, trés peu ont été arrétés précocement pour manque d’efficacité
mais seulement 3 ont finalement atteint leurs objectifs cliniques en terme de survie ou de

récidives.

L’observation de plusieurs cas cliniques, ou la vaccination antitumorale a permis
d’induire une réponse durable et efficace, suggére que cette stratégie présente tout de
méme un intérét thérapeutique important. Pour améliorer 'immunogénicité des vaccins et
permettre au systéme immunitaire de surmonter les mécanismes de résistance des
cellules tumorales, il est nécessaire d’optimiser la formulation des vaccins contre le cancer

et de trouver des approches combinatoires efficaces avec d’autres types de traitements.

2.1.3.2. Avantages des vaccins peptidiques

Comparée aux stratégies employant des cellules autologues, la vaccination
peptidique a pour avantage d’utiliser des TAA synthétiques, clairement définis, peu
onéreux et facile a produire. La production industrielle de ce type de vaccin est
envisageable, les peptides sont stables et ne nécessitent pas des conditions de
conservation et d’utilisation trés contraignantes.

Leur s(reté et leur efficacité a induire une réponse immunitaire chez ’'Homme ne sont
plus a démontrer. Un autre avantage est la facilité pour mesurer I'efficacité des vaccins
peptidiques, en contrdlant le taux de lymphocytes T spécifiques dans le sang des patients.
En plus de leur capacité a induire une réponse immunitaire mémoire et une protection sur
le long terme contre les récidives, il est également possible d’injecter a plusieurs reprises
un vaccin (boost) sans risque de toxicité.



Traitement

NeuVax™

Theratope

Stimuvax®
(Tecemotide)

TG4010

GSK1572932A

MDX-1379

Multi-épitope

Multi-épitope

Seviprotimut-L
(POL-103A)

Monopeptide

GSK2132231A

GVv1001

Rindopepimut

CMB305

TAA

HER2/neu

Sialyl-Tn

MUC1

MUCH

MAGE-A3

gp100

Tyrosinase,
gp100,
MART-1
gp100,
MART-1,
NA17-A
Polyvalent,
mélange de
protéines

gp100

MAGE-A3

Télomérase

EGFRuvlII

NY-ESO-1

Adjuvant

GM-CSF

KLH

Liposome-MPLA
+ cyclophos-
phamide

MVA-IL-2

Liposomal AS15

Montanide ISA-
51

Montanide ISA-
51 /IFA + GM-
CSF

Alum

Montanide ISA-
51, IL-2

Liposomal AS15

GM-CSF

GM-CSF

LV305,

pyranosyl lipid A

Indications

Stade précoce a ganglion positif

Cancer du sein métastatique en
rémission apres un traitement de
chimiothérapie

Cancer du poumon « non & petites
cellules » (CPNPC), stade IlI
inopérable

CPNPC stade avancé +
chimiothérapie
Aprés chirurgie d'un CPNPC (pour
éviter récidive/métastase)

Mélanome épidermique inopérable de
stade Ill ou IV, précédents traitements
ont échoués
Apreés chirurgie d’'un mélanome
épidermique de stade IV (pour éviter
récidive)

Mélanome oculaire (pour éviter
métastases au niveau du foie)

Aprés chirurgie d’'un mélanome
épidermique a haut risque de récidive

Mélanome stade avanceé ou
métastatique
Aprés chirurgie d’'un mélanome
épidermique (pour éviter récidive)

Cancer du pancréas stade avancé ou
métastatique, seul ou en combinaison
avec de la chimiothérapie

Glioblastome stade précoce, apres
chimiothérapie

Sarcome de la synovie inopérable ou
métastatique

758#

950

1513#

148%#

2278°%

1783#

815#

13

1059

185#*

1351%

1110*

745*

248

Références

Amin et al. 2008;
Mittendorf et al.
2012

En cours
Ibrahim et al.
2013

Butts et al. 2014;

DeGregorio et al.

2014; Mitchell et
al. 2015

Quoix et al. 2011

Vansteenkiste et
al. 2016

Hodi et al. 2010;
McDermott et al.
2013
Lawson et al.
2015

En recrutement

En cours

Schwartzentrube
retal 2011

Dreno et al. 2018

Middleton et al.
2014

Weller et al.
2017

En recrutement

Source : Clinicaltrials.gov website; dernier accés le 21 juin 2018. # étude compléte  étude arrétée plus tét a cause de la
suspension clinique du traitement $ étude arrétée pour manque d’efficacité

MPLA : monophosphoryl lipid A, MVA : modified vaccinia virus ankara, |FA : incomplete freund adjuvant



Introduction - Liposomes et vaccination

2.1.3.3. Limites des vaccins peptidiques

A cause du caractere défini des épitopes, les vaccins a base de peptides sont
généralement restreints a un seul haplotype du CMH qui n’est pas forcément exprimé par
la totalité de la population. De plus, I'antigéne ciblé par le vaccin peut ne pas étre exprimé
par tous les cancers du méme type (hétérogénéité intertumorale), et une partie des
cellules a l'intérieur d'une méme tumeur peut également avoir perdu I'expression de ce
TAA (hétérogénéité intratumorale). Ces deux restrictions sont cependant facilement
contournées par l'utilisation de vaccins multi-épitopiques. Les vaccins contenant plusieurs
épitopes permettent d’activer différents clones de lymphocytes T qui reconnaissent
différents épitopes d’'un méme antigéne ou plusieurs antigénes exprimés par la tumeur
(Slingluff 2011; Walter et al. 2012; Hu et al. 2014). Il a été montré que la compétition de
plusieurs épitopes, internalisés par les DC, pour le méme haplotype du CMH ne perturbait
pas l'induction de la réponse immunitaire antitumorale, et que lefficacité du vaccin
semblait étre proportionnelle au nombre de peptides différents présents dans le vaccin
(Thompson et al. 2004).

L’inconvénient majeur des peptides est leur faible immunogénicité, qui nécessite une
administration conjointe avec un adjuvant immunostimulant (cf. §B.3.3, Introduction). Un
autre obstacle a I'utilisation clinique des vaccins peptidiques contre le cancer est leur faible
efficacité a franchir 'immunotolérance induite par les tumeurs. Pour cela, les vaccins
doivent étre capables de délivrer un grand nombre d’épitopes peptidiques aux DC et de
les activer efficacement avec des adjuvants adaptés, capables d’orienter convenablement

le systéme immunitaire vers une réponse de type cytotoxique (Farkona et al. 2016).

La limite de l'utilisation des peptides en vaccination est leur faible demi-vie dans les
milieux physiologiques, ou ils sont trés rapidement dégradés par des peptidases. De plus,
leur administration n’est souvent pas ciblée (injection sous-cutanée), conduisant a leur
internalisation par les cellules épithéliales ou par des cellules phagocytaires autres que
les DC (macrophages et monocytes). Les peptides seront donc détruits ou présentés sans
co-stimulation aux lymphocytes T conduisant a leur anergie ou tolérance pour le TAA ciblé.
L’efficacité des vaccins peptidiques pourrait donc étre limitée par ces deux phénoménes,
ce qui expliquerait en partie les résultats cliniques décevants ayant été observés ces
dernieres années (Slingluff 2011). Une solution a ces limitations est 'utilisation de vecteurs
viraux ou nanoparticulaires, qui offrent une protection aux peptides, jouent un réle adjuvant

et peuvent cibler les DC s'ils sont associés aux ligands adéquats (cf. §C, Introduction).



3. Les trois éléments vaccinaux essentiels

Différentes approches vaccinales ont déja été évaluées, utilisant des peptides seuls
ou multiples, longs ou courts, et des protéines entieres (Slingluff 2011). Toutes ces
stratégies se rejoignent cependant sur I'importance capitale de trois éléments clefs : i)
induction d’'un grand nombre de CTL spécifiques de la tumeur, ii) la présence de Th1
différenciés et iii) la stimulation de DC matures capables de réaliser la cross-présentation.
Un vaccin efficace devra donc étre capable d’activer ces trois types cellulaires en

contenant : un épitope peptidique CD8, un épitope peptidique CD4 et un adjuvant.

3.1. Le peptide CD8

L’objectif principal d’un vaccin contre le cancer est la différenciation de lymphocytes T
CD8+* cytotoxiques capables de reconnaitre des épitopes tumoraux exprimés a la surface
des cellules cancéreuses et d’induire leur apoptose. Une difficulté majeure dans le
développement d’'un vaccin est donc le choix d’'un antigéne adéquat, spécifique de la
tumeur. Idéalement, les vaccins devraient cibler des antigénes non exprimés par les
cellules normales, cependant la majorité des TAA découverts sont des protéines du soi

dont I'expression a été modifiée dans les cellules tumorales.

A ce jour, la plupart des stratégies vaccinales se sont donc concentrées sur l'utilisation
d’épitopes non spécifiques (exprimeés par la tumeur et d’autres tissus), provenant de TAA
de différenciation ou surexprimés par la tumeur (cf. §A.2.1.2, Introduction) (Finn 2017).
Ces TAA ont pour avantage d’étre souvent exprimés chez les patients et partagés par
plusieurs types de cancers ; ils peuvent donc étre utilisés pour traiter un plus grand nombre
de patients (Gilboa 1999). Des épitopes restreints au CMH-I, provenant de ce type
d’antigene (MAGE-A3, MART-1, MUC1, gp100, HER2/neu), ont été identifiés et évalués
dans différents modeles murins, qui ont démontré avec succes leur potentiel thérapeutique
(Novellino et al. 2005). Cependant, ces épitopes présentent en général une faible efficacité
clinique, le risque deffets secondaires de type auto-immuns et leur tendance a étre
tolérogénes étant des facteurs limitants a la poursuite des essais cliniques.

Au contraire les TAA viraux, exprimés par les cancers induits par une infection virale,
ne possedent pas ces limitations. Ces cancers représenteraient plus de 15% des cancers
mondiaux, les principaux pathogénes responsables étant Helicobacter pylori, les virus de
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'hépatite B et C et le papillomavirus humain (de Martel et al. 2012). Différents vaccins
portant des antigénes viraux ont déja été développés et ont montré une efficacité tres
importante en prophylaxie (Melief et al. 2015). Leur utilisation en thérapeutique doit
cependant faire face aux mémes mécanismes immunosuppresseurs et de résistance
tumorale que les autres types de cancer, ayant pour conséquence une diminution
d’efficacité notable lors d’essais cliniques contre des cancers de stades avancés (Kenter
et al. 2009; Poelgeest et al. 2016).

Pour les tumeurs n’exprimant pas d’antigéne viral, le ciblage des néo-antigénes
représente une solution alternative permettant le développement de vaccins
personnalisés, réellement spécifiques de la tumeur. Ce type de TAA est le produit unique
des mutations somatiques ayant lieu a l'intérieur d’'une cellule tumorale et n’est donc pas
exprimé par les autres cellules tumorales ou les tissus normaux. N’étant pas impactés par
'immunotolérance, les néo-antigénes sont des cibles idéales, qui induisent une réponse
antitumorale non restreinte. La libération de néo-antigénes suite a la destruction des
cellules tumorales aura pour conséquence damplifier et de diversifier la réponse
immunitaire suivant un processus appelé « epitope spreading ». Jusque trés récemment,
'impossibilité d’identifier en temps réel des néo-antigenes spécifiques a une tumeur était
encore un obstacle technologique majeur freinant la conception de vaccins personnalisés.
Néanmoins, I'avancée des méthodes de séquencage, des algorithmes de prédiction
d’épitopes et la meilleure compréhension du mutanome ont permis le développement de
procédés a l'origine des premiers vrais vaccins personnalisés contenant des antigénes

uniques a chaque tumeur et a chaque patient (Figure 11).

Grace a ces nouvelles méthodes, il a été démontré dans une étude comparative de
plus de 1000 biopsies tumorales que les cancers présentant le plus grand taux de néo-
antigénes étaient corrélés a une meilleure survie des patients et a un plus grand nombre
de LIT (Brown et al. 2014; Giannakis et al. 2016). La forte immunogénicité de ce type de
TAA a été prouvée dans plusieurs études (Schumacher & Schreiber 2015; Yarchoan et al.
2017). La faisabilité et la sOreté de thérapies vaccinales personnalisées ont déja été
démontrées lors de trois essais cliniques de phase | (Hu et al. 2018). En ce moment, cinq
vaccins peptidiques personnalisés, trois vaccins a base d’acides nucléiques et un transfert

adoptif de DC sont en cours d’évaluation lors d’essais cliniques chez 'lHomme.
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Le sang des patients est prélevé afin de faire un typage HLA des lymphocytes circulants. L’ADN des
cellules tumorales est extrait a partir d’'une biopsie, séquencé et comparé a 'ADN des cellules saines
pour identifier les mutations somatiques uniques. Un algorithme de prédiction est ensuite utilisé afin de
confirmer le potentiel antigénique des néo-antigénes prédits par les mutations et déterminer leur affinité
pour le CMH. Les épitopes candidats sont ensuite synthétisés et sélectionnés in vitro avant d’étre
incorporés dans un vaccin personnalisé en combinaison avec un adjuvant et un vecteur (optionnel).
D’aprés (Aldous and Dong 2018; Hu et al. 2018).

3.2. Le peptide CD4

La capacité d’'un vaccin a induire une activation durable et optimale des CTL est
dépendante de la présence de lymphocytes T helper CD4+ de type Th1, En effet, ces
cellules sont indispensables a la différenciation des lymphocytes T CD8* en CTL, et
permettent également d’augmenter la viabilité des lymphocytes T CD8+* mémoires
(Kennedy & Celis 2008; Kim & Cantor 2014). De plus, il a été montré que les lymphocytes
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T CD4+ pouvaient avoir une activité cytotoxique et induire directement la destruction des
cellules cancéreuses (Quezada et al. 2010). Leur réle primordial dans la réponse
immunitaire adaptative fait de ces cellules une cible secondaire a ne pas oublier lors du

développement d’un vaccin antitumoral.

Différentes études ont effectivement mis en évidence une meilleure efficacité
antitumorale des vaccins contenant un épitope CD4 porté par un peptide court (Ossendorp
et al. 1998; Phan et al. 2003) ou contenu dans la méme séquence peptidique que I'épitope
CD8 (Fayolle et al. 1991; Knutson et al. 2001; Zeng et al. 2002). Une des méthodes
permettant la combinaison des épitopes CD8 et CD4 dans un méme vaccin est I'utilisation
de peptides suffisamment longs (25-45 acides aminés) pour inclure de multiples épitopes,
capables de se lier au CMH-I et CMH-II, qui se chevauchent dans la séquence peptidique
(Zwaveling et al. 2002; Walter et al. 2012; van Poelgeest et al. 2013). Cette stratégie a été
employée par différentes équipes qui ont toutes conclu a la supériorité des peptides longs
par rapport aux peptides courts (Toes et al. 1996; Rosalia et al. 2013). En effet, les
peptides longs présentent une conformation tertiaire les protégeant davantage des
peptidases et leur longueur les empéche d’étre présentés directement par les DC, qui
doivent donc les internaliser et entreprendre un processus de cross-présentation (Slingluff
2011). Alors que les peptides courts sont suspectés d’induire une tolérance ou une anergie
des lymphocytes effecteurs car ils seraient internalisés par des CPA non professionnelles.
Une autre stratégie efficace permettant de délivrer simultanément des peptides courts,
restreints au CMH-lI et au CMH-II est [l'utilisation de vecteurs nanoparticulaires
(cf. §B.3.3.1.2, Introduction).

Il a également été proposé de traiter les patients uniquement avec des épitope CD4,
selon l'idée que les Th1 activés par le vaccin aideraient a lever 'immunotolérance et
stimuleraient les CTL pré-activés par la tumeur. Ce type de vaccin a effectivement montré
un certain potentiel a induire la différenciation de lymphocytes Th et CTL spécifiques des
tumeurs, associé a une réponse antitumorale de type Th1 dans des modéles murins
(Khong et al. 2004; Wong et al. 2004). Des essais cliniques de phase avancée ont
finalement montré que les vaccins se focalisant uniquement sur I'activation des Th
n’étaient pas suffisamment efficaces pour obtenir une réponse antitumorale puissante et
durable chez ’'Homme (Knutson & Disis 2005; Slingluff et al. 2011).



Dans les articles précédemment cités, I'épitope CD4 choisi par les auteurs était dans
tous les cas un peptide exprimé par la tumeur. Cependant, il est également possible
d’utiliser un peptide CD4 non tumoral (appelé peptide hétérologue). Cette stratégie dérive
de celle employée depuis de nombreuses années dans les vaccins préventifs utilisés
contre les pathogenes (Léwenadler et al. 1990; Oscherwitz et al. 2009; Wen et al. 2016),
ou des protéines porteuses contenant des épitopes CD4 sont conjuguées avec des
épitopes B pour permettre la production d’anticorps. Le peptide hétérologue le plus
communément utilisé dans les vaccins contre le cancer est le «pan-DR binding synthetic
helper » (PADRE, Alexander et al. 1994; del Guercio et al. 1997). Ce peptide est capable
de se lier a tous les types d’HLA-DR et a été formulé dans différents vaccins multi-
peptidiques dirigés contre des leucémies (Kuball et al. 2011), cancer du poumon (Barve
et al. 2008). Il est actuellement en cours d’évaluation dans plus de 10 essais cliniques.
Des peptides hétérologues issus de la toxine tétanique (Demotz et al. 1989; Valmori et al.
1992) ou la protéine porteuse keyhole limpet hemocyanin (KLH ; Harris & Markl 1999) ont
€galement déja été évalués.

La technologie permettant I'identification et I'évaluation d’épitopes CD4 spécifiques de
la tumeur n'est encore qu’a ces débuts (Massilamany et al. 2015). L'utilisation de ce type
de peptide universel, pouvant se lier a plusieurs haplotypes du CMH-II, reste tout de méme

une des alternatives les plus intéressantes pour I'activation des Th1.

3.3. Adjuvants

Les antigenes endocytés et apprétés par des DC immatures, qui n’ont pas été activées
par des signaux pathogénes ou inflammatoires, induisent une tolérance plutdét qu’'une
réponse immunitaire (Mellman & Steinman 2001). La faible immunogénicité des peptides
rend donc nécessaire leur association avec des adjuvants, qui permettent un meilleur
ciblage et une activation des DC. Le développement d’adjuvants vaccinaux puissants
capables d’induire une réponse immunitaire adéquate est donc un enjeu principal pour le
développement de vaccins peptidiques contre le cancer.

Il existe de nombreux types d’adjuvants qui ont été classés récemment en deux
catégories d’aprés leur mode d’action principal : les systémes de délivrance et les
immunostimulants (Banday et al. 2015). Cette classification n’est cependant pas exclusive,
certains systemes de délivrance tels que I'alum et les virus possédent également des

propriétés intrinséques immunostimulantes (cf. ci-dessous).
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3.3.1. Systemes de délivrance

Si I'adjuvant fonctionne en favorisant la rencontre des antigénes avec la DC immature
et en permettant une meilleure internalisation des peptides, il sera classé dans la catégorie
des systemes de délivrance.

3.3.1.1. Effet dépdt et émulsion

Les adjuvants classiques tels que I'alum ou les émulsions eau-dans-I'huile agissent
en créant un effet dépbt, qui permet la concentration des antigenes au point
d’administration et leur libération progressive. L’alum est un adjuvant particulaire utilisé
depuis plus de 80 ans en vaccination. Il forme des agrégats avec les antigenes adsorbés
a sa surface, permettant une meilleure internalisation par les DC et est également a
'origine d’'une inflammation localisée qui induit le recrutement rapide des cellules de
limmunité innée et des DC sur le site d’injection (Clements & Griffiths 2002). |l a depuis
été montré que l'alum pouvait également stimuler directement les DC en activant

linflammasome Nrlp3 aprés avoir été phagocyté (Eisenbarth et al. 2008).

Les émulsions eau-dans-I'huile sont également approuvées pour leur utilisation en
vaccination depuis plus de 50 ans, comme par exemple I'adjuvant incomplet de Freund
(IFA, nom commercial Montanide®). Cet adjuvant, composé d’huile minérale ou de
squalene, agit principalement en induisant un effet de dép6t et a déja été tres largement
utilisé en oncologie ainsi que pour d’autres applications vaccinales (Aucouturier et al.
2006; Foged et al. 2015). Contrairement a I'alum qui induit une faible réponse de type Th2,
I'lFA est capable d’augmenter les deux types de réponses cellulaire (Th1) et humorale
(Aucouturier et al. 2002). Il existe également des émulsions huile-dans-I'eau (MF59, AS03)
approuvées uniquement en Europe, qui sont utilisées principalement pour les vaccins
saisonniers contre le virus de la grippe et certains vaccins préventifs en cours de
développement contre HPV, VIH, HBV (Banday et al. 2015). Ce type d’adjuvant n’induit
pas d’effet dépdt mais active directement les macrophages et les neutrophiles, ce qui
résulte en une augmentation de la production locale de cytokines et chimiokines.

3.3.1.2. Vecteurs

Les épitopes CD8 et CD4 peuvent également étre conjugués ou encapsulés dans
des vecteurs nanoparticulaires (virus ou nanoparticules) qui vont agir comme systéemes

de délivrance passifs ou actifs. Les vecteurs ont plusieurs rbles : i) protection des



antigénes contre la dégradation par des peptidases, ii) augmentation de I'internalisation
des peptides courts en les intégrant a des structures d’une taille similaire a certains
pathogenes et iii) passage dans la lymphe pour activer les DC résidentes des ganglions
lymphatiques et induire plus rapidement I'activation des lymphocytes T (Khong & Overwijk
2016a).

Les virus atténués sont utilisés en général pour la transduction de vaccins a base
d’ADN ou d’ARN codants pour les TAA. Dans le cas des vaccins peptidiques, les vecteurs
viraux majoritairement utilisés sont les « particules de type viral » (VLP) et les virosomes
(Krishnamachari et al. 2011).

Les VLP sont formées de capsides virales qui ne contiennent plus de matériel
génétique ni de nucléocapside et sont donc incapables de se répliquer ou de retrouver un
potentiel infectieux. Ces vecteurs peuvent étre produits trés facilement dans des systémes
de production biologique (levure, plante) et ont une immunogénicité intrinseque leur
permettant d’étre activement internalisés par les DC (Ludwig & Wagner 2007). lls sont
principalement utilisés pour les vaccins préventifs de cancer viraux, afin d'immuniser les
patients contre des peptides de la capside. Un vaccin quadrivalent formé des protéines L1
de la capside d’'HPV6, 11, 16 et 18 (Gardisil®) est déja commercialisé pour la prévention
du cancer du col de l'utérus.

Les virosomes sont composés d’une bicouche lipidique comprenant des
glycoprotéines virales ; ils portent encore les propriétés fusogéniques et antigéniques des
virus mais ne contiennent plus de génome viral (Adamina et al. 2006). Des virosomes
reconstitués a partir du virus de la grippe sont déja utilisés dans des vaccins préventifs
contre I'hépatite A (Epaxal®) et le virus Influenza (Inflexal®) et sont en cours d’évaluation
en tant que vecteurs dans des vaccins peptidiques dirigés contre le cancer du sein, du col
de l'utérus ou des mélanomes (Cusi 2006).

L’utilisation de nanoparticules, et notamment de liposomes, comme vecteur vaccinal,

sera développée dans la prochaine partie (cf. §C, Introduction).

3.3.2. Immunostimulants (agonistes des PRR)

Tout comme il est possible d’utiliser un élément minimal et synthétique comme
antigéne (épitope peptidique), il a également été proposé d’utiliser des adjuvants
moléculairement définis mimant la présence de pathogénes et capables d’induire la
maturation des DC en tant qu’adjuvant (signal de danger). En effet, la découverte des

premiers récepteurs reconnaissant des motifs pathogenes (PRR), les Toll chez la
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drosophile et les TLR chez les mammiferes, par Jules Hoffmann, Bruce Beutler et Ralph
Steinman (Prix Nobel de Médecine de 2011), a pavé la voie vers I'activation de récepteurs
spécifiques a 'immunité innée en vaccination (O’Neill et al. 2013). Dés I'or, d’autres PRR
ont été découverts et de nombreux agonistes ont été développés afin d’étre employés
comme adjuvant immunostimulant dans les vaccins contre le cancer (Khong & Overwijk
2016a; Temizoz et al. 2016)

3.3.2.1. Les récepteurs PRR des cellules dendritiques

Les PRR (pattern-recognition receptors) sont des récepteurs reconnaissant des
signaux de danger cellulaires (DAMP) ou microbiens (MAMP) ; leur activation a pour
conséquence la maturation des cellules dendritiques. lls peuvent étre membranaires
comme les TLR (« Toll-like receptors ») et les CLR (« C-type Lectin receptors ») (Figure
12) ou cytosoliques comme les NLR (« NOD-like receptors ») ou les RLR (« Rig-like
receptors) (Figure 13).

Les TLR de surface (TLR2/1, TLR2/6, TLR4, TLR5) sont capables de détecter des
motifs provenant de membranes bactériennes, virales ou protozoaires alors que les TLR
présents dans I'endosome (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9) se lient principalement aux acides
nucléiques viraux et des bactéries intracellulaires (Maisonneuve et al. 2014). La liaison
d'un agoniste sur un TLR induit différentes cascades de signalisation terminant par
I'activation des facteurs de transcriptions NF-kB ou IRF3, qui sont responsables de la
production de cytokines pro-inflammatoires ou des IFN de type | respectivement (Dowling
& Mansell 2016). Il a été montré que les agonistes du TLR4 étaient également capables
d’induire une endocytose dépendante de leur liaison sur le récepteur (Chaturvedi & Pierce
2009). Les TLR10 sont uniquement exprimés chez 'Homme et les TLR11-13 chez la

souris, leurs agonistes et leurs réles sont encore peu connus.

Les CLR sont des récepteurs uniquement présents a la membrane plasmique. lls sont
exprimés par les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques. Il existe 4
grandes familles spécialisées dans la reconnaissance de résidus glucidiques (fucose,
mannose, glucane) présentes a la surface des pathogénes fongiques : les récepteurs au
mannose (MR), DC-SIGN, Dectin-1 et Dectin-2 (Geijtenbeek & Gringhuis 2009). Parmi les
CLR, tous les récepteurs sauf le DC-SIGN induisent également une phagocytose lorsqu’ils
se lient a leurs agonistes (Kerrigan & Brown 2009).
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Les deux catégories de PRR membranaires sont représentées sur cette figure (TLR et CLR) avec les
principaux récepteurs et leurs agonistes pathogénes, leurs voies de signalisation et les principaux

adjuvants utilisés pour les activer (noms écrits en rouge).

Les NLR sont des récepteurs cytosoliques capables de réagir a la présence de
pathogénes intracellulaires, se retrouvant dans le cytoplasme aprés avoir échappé a
'endosome. Les deux récepteurs les plus étudiés sont NOD1 et NOD2 qui reconnaissent
des motifs dérivés du peptidoglycane : le y-D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid (iE-
DAP) ou le muramyldipeptide (MDP) respectivement (Takeuchi & Akira 2010). Leurs voies
de signalisation permettent I'expression de cytokines pro-inflammatoires via NF-kB ou AP-
1. Les TLR étant également capables de reconnaitre des peptidoglycanes et ayant des
voies de signalisation trés proches, il a déja été montré que les récepteurs Toll-like et
NOD-like étaient capables d’agir synergiquement pour activer les cellules dendritiques
(Kawai & Akira 2011). Certains NLR forment des complexes appelés inflammasomes, qui
vont induire le relargage des cytokines inflammatoires (IL-1B, IL-18, IL-33) par
intermédiaire de la caspase 1 (Kawai & Akira 2009). Le NLRP3 est 'inflammasome le

mieux caractérisé, il peut réagir aux dommages cellulaires occasionnés par de nombreux
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types de pathogeénes (des mucines fongiques jusqu’a 'ARN viral), ses ligands endogénes

n’ont cependant pas encore été découverts (Krishnaswamy et al. 2013).

Il existe également d’autres senseurs cytosoliques (RLR) capables de détecter la
présence d’acides nucléiques provenant de pathogénes intracellulaires, principalement
'ARN viral. Les récepteurs de cette famille induisent I'expression de différents types
d’interféron (type |, Il et lll) par l'intermédiaire des facteurs de transcription IRF3, IRF7 et
NF-kB (Kawai & Akira 2009).
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Les deux principales catégories de PRR cytosoliques sont représentées (NLR et RLR) avec les
récepteurs et leurs agonistes les plus étudiés, les voies de signalisation communes et les principaux

adjuvants utilisés pour les activer (noms écrits en rouge).

3.3.2.2. Autres immunostimulants

En dehors de la liaison des PRR, la DC peut également étre stimulée par certains

sous-types cellulaires appartenant a I'immunité innée. Les NKT par exemple, peuvent



reconnaitre, par I'intermédiaire de leur TCR invariant, des TAA lipidiques présentés par
les molécules CD1d a la surface des DC (cf. §A.3.2, Introduction). Cette liaison va induire
la maturation des DC et une trés forte production de cytokines permettant de recruter les
cellules NK et de favoriser la différenciation des CTL (Carrefo et al. 2014). L’a-GalCer est
un des principal antigene présenté par les molécules CD1d et a déja été utilisé en tant
gu’adjuvant en immunothérapie contre le cancer.

Certaines équipes ont également cherché a mimer la costimulation par les T helper
en employant des molécules CD40-L (Diehl et al. 1999; Huang et al. 2004; Gupta et al.
2015; Xi et al. 2018). Ce type de molécules peut donc étre considéré comme un adjuvant,
agissant lors de l'activation secondaire de DC matures pour permettre la différenciation
des lymphocytes T CD8* en CTL.

3.3.2.3. Les agonistes des TLR et NLR en vaccination

De nos jours, la plupart des agonistes de PRR utilisés en recherche sont des
molécules synthétiques dérivées de bactéries, capables de se lier aux TLR ou NLR. De
nombreux agonistes des TLR sont déja commercialisés et employés dans des vaccins
préventifs ou comme traitements anti-viraux ou anti-bactériens (Dowling & Mansell 2016).
Certains de ces agonistes sont actuellement évalués en clinique pour une utilisation en

tant qu’adjuvant dans des vaccins contre le cancer (Temizoz et al. 2016).

Le monophosphoryl lipid A (MPLA) est I'agoniste des PRR le plus utilisé en
vaccination. Il s’agit de la moitié lipidique du lipopolysaccharide (LPS), un motif
immunostimulant se trouvant sur la membrane extérieure des bactéries Gram négatives
qui est reconnu par le TLR4 (Alving & Rao 2008). Le MPLA est cependant insoluble et doit
donc étre formulé de maniere a améliorer sa biodisponibilité. |l peut, par exemple étre
adsorbé sur de I'alum, incorporé a une émulsion huile-dans-I'eau ou intégré dans des
liposomes (cf. §C, Introduction).

Le MPLA est déja commercialisé sous plusieurs formes adjuvantes par
GlaxoSmithKline. Il a été combiné a un autre adjuvant le QS-21 (Quil A Saponin, Quillaja
saponaria) dans une forme liposomique appelée AS01. Cette combinaison est capable
d’induire une forte réponse de type Th1 ainsi que 'activation de cellules cytotoxiques chez
la souris, le primate et 'THomme (Coccia et al. 2017). La forme AS02 contient le MPLA et
QS-21 formulés dans une émulsion huile-dans-I'eau. La forme AS15 contient du MPLA,
QS-21, des liposomes et un agoniste du TLR9 (CpG). Ces trois formes adjuvantes (AS01,
AS02 et AS15) ont été comparées en association avec le peptide MAGE-A3 dans un
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modeéle préclinigue qui a démontré la supériorit¢ d’AS15 (Gérard et al. 2014).
Malheureusement, deux essais cliniques realisés chez des patients atteints de cancer
pulmonaire de type CPNPC (NCT00480025) ou de mélanome (NCT00796445) ont d( étre
arrétés pour manque d’efficacité de ce traitement. Finalement, la forme adjuvante la plus
prometteuse est TAS04 (mélange physique d’alum et de MPLA) qui a déja été approuvée
par la FDA pour son utilisation en vaccination contre le cancer (Cervarix®) et est
actuellement évaluée avec différents peptides lors d’essais cliniques chez 'Homme
(Dowling & Mansell 2016).

Le Pam2CAG (palmitoyl! diacylated lipopeptide), un agoniste synthétique développé
au laboratoire, se lie au TLR2/6 et est dérivé de la partie N-terminale d’une lipoprotéine
d’E. coli. Cet agoniste a prouvé qu’il était capable de stimuler la maturation de DC
humaines et d’'induire une réponse immunitaire antitumorale efficace et durable lorsqu’il
était associé a un vaccin peptidique, dans un modele préclinique de carcinome rénal
précoce (Espuelas et al. 2005; Thomann et al. 2011). L’effet thérapeutique observé était
protecteur ou thérapeutique et a été évalué contre des tumeurs sous-cutanées ou
pulmonaires suivant des administrations vaccinales par voie nasale, pulmonaire ou sous-
cutanée (Roth et al. 2005; Kakhi et al. 2015).

Récemment, les agonistes des NLR ont également été évalués en tant qu’adjuvants
vaccinaux potentiels (Maisonneuve et al. 2014). En effet, il a été montré que les agonistes
de NOD1 (iE-DAP) et de NOD2 (MDP) étaient capables d’induire une réponse de type Th2
ou Th1 selon leur combinaison a un second adjuvant. Par exemple, I'agoniste de NOD1
est capable d’interagir directement avec les lymphocytes T CD8+* en augmentant leur
prolifération (Mercier et al. 2012), d’activer les NKT (Selvanantham et al. 2013) et induit
€galement une forte polarisation du systeme immunitaire vers une réponse Th1/Th17 en
synergie avec un agoniste du TLR2 (Fritz et al. 2007).

3.3.3. Importance du choix de 'adjuvant

Ces derniéres années, il est devenu évident que le choix d’'un adjuvant adéquat est
aussi essentiel que la sélection d’antigenes tumoraux appropriés, lors du développement
de vaccins thérapeutiques contre le cancer. En effet, les adjuvants utilisés dans les
vaccins antitumoraux doivent étre capables d’induire une réponse immunitaire puissante
de type Th1. Cependant, les adjuvants utilisés classiquement en vaccination humaine

polarisent plutot une réponse de type Th2, c’est le cas de I'alum, ou une faible réponse de



type Th1 dans le cas du Montanide® (Brewer et al. 1999; Knudsen et al. 2016). L'utilisation
d’agonistes des TLR et NLR représentent, a ce jour, la meilleure option pour le
développement d’adjuvants non toxiques, capables d’activer différentes voies de
limmunité innée et d’engendrer une réponse adaptée au profil immunitaire recherché

(Maisonneuve et al. 2014).

Il est intéressant de noter que I'’hétérogénéité génétique entre plusieurs individus peut
influencer leur capacité a répondre efficacement a une formulation adjuvantée (Poland et
al. 2007). Par exemple, un polymorphisme des génes codants pour les TLR a été associé
a des différences d’efficacité observées chez des patients traités avec le vaccin préventif
contre la rougeole, la rubéole et les oreillons (Dhiman et al. 2008). Ces différences seraient
donc susceptibles d’influencer lefficacité des vaccins antitumoraux contenant des
agonistes des TLR, d’ou l'importance de bien comprendre les mécanismes d’action de ces
adjuvants et d’étre en mesure de détecter ces polymorphismes chez les patients pour

prévenir 'échec d’un traitement.

De plus, des différences dans le niveau d’expression des TLR ont été observées chez
des leucocytes présents dans différents tissus humains (Zarember & Godowski 2002).
Des variations entre les différents sous-types de DC chez 'homme (Schreibelt et al. 2010)
ont également été montrées, laissant envisager que certains agonistes seraient mieux
reconnus par certains types cellulaires ou tissulaires. Effectivement, les agonistes du
TLR4 et du TLR9 sont tres efficaces pour induire une immunité au niveau des muqueuses
(Rhee et al. 2012) alors que les agonistes du TLR2 et TLR5 sont plutét efficaces pour
maintenir ’homéostasie de 'immunité intestinale dans le cas des maladies auto-immunes
(Kamdar et al. 2013).
De plus, la voie d’administration du vaccin contenant un agoniste des TLR influence
également son efficacité a induire une réponse immunitaire spécifique contre les antigénes
associés. Par exemple, le MPLA (TLR4) n’est pas efficace par voie sublinguale mais induit
une réponse immunitaire systémique lorsqu’il est injecté par voie sous-cutanée ou
intranasale. Inversement, le CpG (TLR3) n’est pas efficace lorsqu’il est injecté par voie

s.c. mais est efficace suivant les deux autres modes d’administration (Buffa et al. 2012).

Une meilleure compréhension des mécanismes d’action de ce nouveau type
d’adjuvants et de leur association permettrait donc d’obtenir un panel d’agonistes pour la

conception de vaccins personnalisés au patient, au type de tumeur et a sa localisation.
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Comme précisé précédemment dans ce chapitre, les peptides sont sujets a la
dégradation et leur petite taille font qu’ils peuvent étre endocytés par des phagocytes
autres que les DC. C’est pourquoi les vaccins peptidiques contenant des adjuvants
immunostimulants doivent étre formulés avec des vecteurs nanoparticulaires, tels que
les liposomes, capables de protéger les peptides courts et/ou d’augmenter leur délivrance

aux cellules dendritiques.
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1. Vaccins nanoparticulaires

Ces trente dernieres années, les nanoparticules ont fait 'objet de recherches
intensives dans le domaine du cancer, afin d’exploiter leur capacité a vectoriser des
molécules actives ou contrastantes a visée chimiothérapeutique, diagnostique ou
théranostique (Sun et al. 2014; Tietze et al. 2015; Connor & Broome 2018; Lin et al. 2018).
Parmi ces travaux, I'utilisation des nanoparticules afin de cibler le systéme immunitaire et
délivrer des antigenes tumoraux, est une approche de plus en plus étudiée pour permettre
le développement de nouveaux vaccins thérapeutiques (Gregory et al. 2013).

1.1. Définitions

Le NIH (National Institute of Health) définit les nanoparticules comme des particules
possédant au moins une de leur dimension comprise entre 1 et 100 nm. Parallelement,
d’aprés la norme ISO Technical Specification 80004, une nanoparticule est définie comme
un nano-objet d’une taille inférieure a 100 nm dans les trois dimensions (largeur, hauteur
et profondeur), dont le rapport entre I'axe le plus court et le plus long ne dépasse pas un
facteur 3. Ces définitions excluent donc les particules sphériques ayant une taille comprise
entre 100 et 1000 nm (particules submicroniques), ainsi que les objets ayant une forme
atypique, tels que les nanotubes ou les nanofibres.

Cependant, dans la littérature associée a la nanomédecine, par abus de langage et
pour simplifier, le terme de « nanoparticules » est souvent attribué a tous les types de
vecteurs ayant un diametre, ou au moins une dimension, inférieur au micromeétre. Ce

terme sera donc employé comme tel dans le reste du manuscrit.

Les nanoparticules sont des objets synthétiques formés a partir de différents
matériaux (polymeres, lipides, métaux) et présentant des structures variables (Figure 14).
Il existe trois grandes catégories de nanovecteurs : les nanoparticules a base de
polyméres, inorganiques ou lipidiques. Les exemples donnés ci-aprés se concentreront

sur les nanoparticules utilisées dans le domaine médical et en particulier en vaccination.
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1.2. Les nanoparticules a base de polyméres

Les nanoparticules a base de polymeres sont préférentiellement formées de
matériaux biodégradables, comme par exemple I'acide polylactique (PLA) et son co-
polymeére le poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), qui peuvent former des nanocapsules
(systeme réservoir) ou des nanospheres (systeme matriciel) (Figure 14A). Leurs tailles
varient entre 30 et 500 nm en fonction de leur méthode de formulation et de leur
composition (Gregory et al. 2013). Ces polyméres sont dégradés in vivo, entrainant un
relargage progressif et ciblé d’antigénes viraux ou tumoraux (Johansen et al. 2007; Peres
et al. 2017). Les dendrimeéres sont €galement des nanoparticules synthétiques formées
principalement de polyméres peptidiques (contenant les épitopes tumoraux) dans le
domaine de la vaccination. Ces nanoparticules sont trés petites (de I'ordre de 20 nm) et
contiennent un noyau pouvant avoir des propriétés adjuvantes, accroché a un nombre
variable d’hélices peptidiques antigéniques (Skwarczynski et al. 2010).

A POLYMERES B INORGANIQUES LIPIDIQUES
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Nanotechnol. (8) Le VM et al. (2017). Advances in Natural Sciences: Nanoscience and Nanotechnology.



1.3. Les nanoparticules inorganiques

Les nanoparticules non dégradables, a base de métaux (or, carbone, silice) sont trés
utilisées en thérapie et diagnostic contre le cancer, bien qu’étant moins représentées dans
le domaine de la vaccination (Luo et al. 2015) (Figure 14B). Ces structures vectorisent
généralement des antigenes qui ont été adsorbés sur leur surface. Les nanoparticules d’or
ont une forme sphérique monodisperse et un petit diametre (2 a 50 nm), essentiels pour
leur permettre d’étre recouvertes de maniére reproductible et uniforme par les antigénes
(Saupe et al. 2006). Les nanovecteurs de carbone ou de silice ont en général une longueur
supérieure a 450 nm et une forme allongée en raison de leur méthode de formulation par
couches (nanotubes). lls ont principalement été utilisés pour la délivrance d’antigénes par
voie orale, la composition des nanoparticules permettant une meilleure protection contre

I'acide gastrique (Wang et al. 2011)

1.4. Les nanoparticules lipidiques

Dans la catégorie des nanoparticules lipidiques (Figure 14C), les ISCOM
(immunostimulating complex) sont des vecteurs colloidaux d’environ 40 nm formés a partir
de saponine et contenant un arrangement de micelles de forme dodécaedre (Barr et al.
1998). Ces nanoparticules ont été principalement utilisées pour leurs propriétés vectrices
ainsi que pour leur capacité a encapsuler des protéines virales ou bactériennes dans le
cadre de vaccins préventifs (Morein & Simons 1985; Claassen & Osterhaus 1992). Ces
nanoparticules formées de carbohydrate de saponine ont des propriétés adjuvantes
intrinseques et peuvent se lier au DEC-205 exprimé par les DC (McEntee et al. 2015).

Les lipides peuvent également étre employés pour former des nanoparticules
lipidiques solides (NLS) ou des nano-émulsions, toutes deux employées en vaccination
(Puri et al. 2009). Les NLS sont composées d’'un cceur hydrophobe de triglycérides, qui
ont une forme solide a température ambiante ou corporelle. Leur taille peut varier de 50
nm a 1 um. Elles possedent une matrice de cristal lipidique, qui permet 'emprisonnement
des antigénes entre les chaines d’acides gras. Finalement, les liposomes sont des
vésicules composées d’au moins une bicouche lipidique et d’'un cceur aqueux. Ces
structures peuvent avoir une taille allant de 20 nm a 10 pm, en fonction de leur composition
et de la méthode de formulation employée (Krishnamachari et al. 2011). Leurs propriétés
et avantages en tant que nanovecteurs pour la vaccination sont développés dans les

paragraphes suivants.
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2. Lesliposomes

La capacité des liposomes a vectoriser des antigénes pour permettre I'induction d’'une
réponse immunitaire spécifique a été montrée pour la premiere fois par Gregoriadis et
Allison (Allison & Gregoriadis 1974). Depuis, plusieurs équipes de recherche se sont
intéressées aux liposomes et ont exploité leurs nombreuses capacités afin de développer

des formulations vaccinales multivalentes et originales.

2.1.  Propriétés physicochimiques des liposomes
2.1.1. Généralités

Les liposomes sont des vésicules sphériques, composées d’une ou plusieurs
bicouches lipidiques, contenant un cceur aqueux. Ces nanoparticules sont principalement
composeées de phospholipides naturels ou synthétiques et de cholestérol, qui augmente
la stabilité des membranes en modulant leur fluidité.

Il existe plusieurs méthodes de formulation des liposomes qui difféerent uniquement
par leur maniere de transférer les lipides d’un solvant organique a un tampon aqueux, ou
les lipides vont s’auto-assembler (Laouini et al. 2012). Les phospholipides (PL) sont des
molécules amphipathiques ; leur téte hydrophile est attirée par les milieux aqueux alors
que leurs queues hydrophobes formées d’acides gras sont repoussées et interagissent
avec les autres chaines carbonées aliphatiques (Bozzuto & Molinari 2015) (Figure 15). Le

caractere amphiphile des PL est a l'origine de la formation spontanée de bicouches
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lipidiques dans des milieux aqueux. Les chaines hydrophobes, se faisant face, forment un
compartiment intermédiaire lipophile situé a l'intérieur des membranes, qui est entouré

d’'un environnement interne et externe aqueux.

2.1.2. Taille et lamellarité

Lors de la formation des membranes liposomiques, plusieurs bicouches peuvent se
former les unes autour des autres, donnant lieu a des liposomes multilamellaires de taille
et lamellarité variables (MLV, multilamellar vesicles). En fonction de la technique de
formulation employée et de sa composition, le liposome peut également piéger des
volumes aqueux différents, induisant la formation de liposomes unilamellaires de plusieurs
tailles : «small », «large » ou «giant» (SUV, LUV, et GUV respectivement). La
lamellarité ainsi que la taille des liposomes peuvent étre modulées en fonction de la
méthode de formulation, ces deux parametres jouant un rdéle déterminant dans leur

capacité a vectoriser des antigenes et leur interaction avec le systéme immunitaire
(Watson et al. 2012) (Figure 16).

Différentes formes de liposomes
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La taille des liposomes est indiquée sur une échelle logarithmique. Une nanoparticule de taille optimale
doit étre internalisée efficacement par les DC, pouvoir étre drainée par le systeme lymphatique et ciblée

préférentiellement les DC spécialisées pour la cross-présentation. D’aprés Bachmann & Jennings 2010.
SUV : small unilamellar vesicle, LUV : large unilamellar vesicle, MLV : multilamellar vesicle, GUV : giant unilamellar vesicle, DC :

cellule dendritique.
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Les GUV ne seront pas discutés dans ce manuscrit, étant classés dans la catégorie
des microparticules a cause de leur taille supérieure au micrometre. Les MLV sont des
suspensions liposomiques trés hétérogénes en terme de taille et d’organisation, ayant un
diamétre compris entre 500 nm et 5 pM. Ces liposomes possedent plusieurs
compartiments et un plus grand volume hydrophobe en raison de leur multilamellarite,
faisant d’eux de trés bons vecteurs pour les molécules hydrophobes (Bozzuto & Molinari
2015). Les MLV ont été plutét utilisés pour la vectorisation d’ADN ou d’adjuvants lipophiles
en vaccination vétérinaire (Schwendener 2014). Les LUV contiennent un plus gros volume
aqueux (en moyenne 30 fois plus que les SUV et 4 fois plus que les MLV), leur conférant
une grande capacité a encapsuler de grosses quantités de molécules hydrophiles (Szoka
& Papahadjopoulos 1978). lls sont également plus stables que les SUV et se conservent
plus longtemps (du Plessis et al. 1996). Cependant, leur taille supérieure a 100 nm n’est
pas idéale pour favoriser une interaction avec les CPA, indispensable dans le cadre de la

vaccination.

En effet, les DC sont capables d’internaliser des particules de taille similaire aux
pathogenes (20-100 nm pour les virus, autour du um pour les bactéries), mais le transport
lymphatique n’est possible qu’avec des particules d’une taille inférieure a 200 nm
(Bachmann & Jennings 2010) (Figure 16). Ainsi, les liposomes de grande taille doivent
étre internalisés par les CPA présentes au site d’injection alors que les particules de 20 a
200 nm peuvent étre drainées passivement jusqu’aux ganglions lymphatiques ou elles
seront prises en charge par les DC résidentes (Khong & Overwijk 2016b). Il a également
été montré que la taille optimale pour l'internalisation de particules par les DC spécialisées
dans la cross-présentation était de 40 nm (Fifis et al. 2004). Face a ces différents
arguments, les SUV représentent donc la meilleure option pour une délivrance efficace
d’épitopes CD4 et CD8 au systéme immunitaire. En plus de leur petite taille, les
suspensions de SUV sont généralement tres homogeénes, grace a l'utilisation de méthodes
de formulation fiables et reproductibles (Brandl 2001). Les SUV peuvent également étre
produits a partir de la technique de microfluidisation, qui est pour l'instant le procédé
industriel le plus prometteur pour la formulation en grande quantité de suspensions
liposomiques homogeénes d’une taille inférieure a 100 nm (Yu et al. 2009).

2.1.3. Potentiel zéta

Le potentiel zéta, qui est le reflet de la charge de surface des liposomes, dépend
principalement de la composition lipidigue de ses membranes. Ainsi, des liposomes



contenant de la phosphatidylsérine ou du phosphatidylglycérol possederont un potentiel

zéta négatif alors qu’il sera positif si leur bicouche contient de la stéarylamine.

La plupart des études s’accordent a dire que les liposomes neutres sont tres instables
et ont une tendance accrue a l'agrégation (Bozzuto & Molinari 2015). L'influence de la
charge sur le potentiel vaccinal des liposomes demeure cependant un sujet de débat,
plusieurs études se sont penchées sur la question et ont obtenu des résultats
contradictoires ou non concluants (Allison & Gregoriadis 1974; Campbell 1983; Kraaijeveld
et al. 1984; Nakanishi et al. 1997). Ainsi, certains auteurs ont montré que les liposomes
chargés positivement (cationiques) étaient plus efficacement phagocytés par les DC, du
fait de la nature anionique de la membrane cellulaire et engendraient un « effet-dépét »
plus important sur le site d’injection (Nakanishi et al. 1997; Henriksen-Lacey et al. 2010).
Récemment, une autre équipe de recherche a contredit cette observation en montrant que
les liposomes étaient drainés jusqu’aux ganglions lymphatiques et internalisés par les
CPA, indépendamment de leur charge (Fromen et al. 2016).

Les liposomes chargés néegativement (anioniques) ont comme principal inconvénient
leur forte interaction avec les protéines du sang et les opsonines telles que le complément,
ce qui induit leur rapide clairance et phagocytose par le systeme réticulo-endothélial (RES)
(Ishida et al. 2001). Ce désavantage devient cependant un avantage dans le cas de la
vaccination, ou la phagocytose des liposomes par les DC est I'objectif principal. De plus,
la toxicité des liposomes cationiques a été reportée par plusieurs équipes, qui ont observe
différents effets secondaires déléteres causés par l'induction d’'une réponse pro-
inflammatoire puissante associée au relargage de dérivés réactifs de I'oxygene (Campbell
1983; Lonez et al. 2012). Pour ces différentes raisons, l'intérét se porte désormais

majoritairement sur I'exploitation des liposomes anioniques comme vecteurs vaccinaux.

2.1.4. Association des antigénes et des adjuvants

Les antigénes sont généralement de type peptidique (hydrophiles ou hydrophobes)
alors que les adjuvants, tels que les agonistes des TLR ou NLR, sont généralement
deérivés de molécules membranaires (hydrophobes ou amphiphiles). Grace a leur forme
vésiculaire, contenant des compartiments hydrophiles et hydrophobes, les liposomes sont
capables de vectoriser des molécules ayant des propriétés physicochimiques différentes.
Différentes méthodes d’association peuvent étre employées pour conjuguer des

composants immunostimulants aux liposomes (Tandrup Schmidt et al. 2016) (Figure 17).
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En réhydratant un film lipidique avec une solution aqueuse contenant des molécules
hydrophiles, les molécules se retrouvent encapsulées a l'intérieur du coeur aqueux des
liposomes (Figure 17a). Cependant, des travaux antérieurs au laboratoire ont montré que
'encapsulation d’épitopes peptidiques dans le cceur des liposomes n’est pas la solution la
plus favorable a l'induction d’une réponse immunitaire (Frisch et al. 1991). De plus,
certains peptides ont un faible taux d’encapsulation (ex : le peptide E7), ce qui occasionne
le gaspillage de molécules non encapsulées par les liposomes, éliminées lors de la dialyse
(Chen & Huang 2008).

Les peptides chargés négativement peuvent également étre adsorbés a la surface par
interactions électrostatiques avec les résidus chargés des liposomes cationiques
(Henriksen-Lacey et al. 2010) (Figure 17b). Cependant, une adsorption trop faible peut
entrainer la libération prématurée des antigenes in vivo alors qu’une adsorption trop forte
induit I'agrégation des liposomes lorsque les charges opposées ne sont pas correctement

équilibrées (Hamborg et al. 2013).

Finalement, une des méthodes les plus fiables pour s’assurer de la conjugaison d’'un
peptide a un liposome est leur liaison covalente a une ancre amphiphile pré-incorporée
dans la bicouche lipidique (Figure 17c). Cette ancre doit étre fonctionnalisée avec un
groupement permettant le couplage rapide et stable des peptides a la surface du
liposomes, comme par exemple le maléimide se liant aux thiols (Roth et al. 2004;
Spanedda et al. 2017). Bien qu’il soit admis que I'encapsulation d’antigénes permet une
meilleure protection contre la dégradation par des protéases, il a été montré que les
liposomes contenant des antigenes encapsulés ou conjugués a leur surface permettait
l'induction d’'une réponse immunitaire cytotoxique équivalente (Taneichi et al. 2006; Chen
et al. 2012; Cruz et al. 2014; Maji et al. 2016). Le seul inconvénient de cette méthode est
la nécessité de modifier la séquence peptidique pour rajouter une fonction de couplage
(ex : ajout d’'une cystéine), lorsque celle-ci n'est pas déja présente dans la séquence, ce

qui pourrait modifier I'antigénicité du peptide.

Certains agonistes amphiphiles des TLR et NLR miment des composants bactériens
membranaires, qui peuvent étre directement incorporés dans la membrane des liposomes
(Figure 17d). Ces agonistes sont mélangés aux lipides composant les liposomes dans un
solvant organique, qui sera évaporé. Le film lipidique ainsi obtenu sera réhydraté avec un

tampon aqueux, ce qui conduit & la formation de vésicules lipidiques contenant les



molécules amphiphiles dans leur bicouche. Le taux d’incorporation avec cette méthode
est quasiment total. Par exemple, il a été montré que I'agoniste du TLR4 (MPLA) était
incorporé a plus de 99% par rapport a la quantité initiale ajoutée avant la formation du film
lipidique (Dijkstra et al. 1988). L’association du MPLA aux liposomes permet également
une meilleure internalisation par les DC, comparé a sa forme soluble, et induit la
différenciation d'un plus grand nombre de CTL (Alving & Rao 2008; Boks et al. 2015).

Les molécules hydrophobes peuvent également étre intégrées dans la membrane par
ajout goutte a goutte dans une suspension de liposomes chauffée pour atteindre la phase
de cristal liquide ou la membrane est plus fluide (Figure 17e). Cette technique a été utilisée
pour incorporer de I'acide rétinoique et des lipoprotéines dans la membrane de liposomes
contenant du MPLA, et a permis d’atteindre des taux d’incorporation de 75 a 100%
(Watson et al. 2009).

HYDROPHOBES HYDROPHILES

a) Encapsulation
dans le coeur aqueux

b) Adsorption

par interactions électrostatiques

A N
Molécule A . »
hydrophobe ' . Peptide/protéine

‘_\\.
'-'l‘-l-
e) Insertion entre .
les bicouches lipidiques ‘;+
INDEPENDANT
DE LA
SOLUBILITE
AMPHIPHILES
d) Insertion dans les membranes lpide/ & Ancre c) Liaison covalente
de la bicouche lipidique amphiphile % fonctionnalisee a une ancre lipidique

Les composants vaccinaux peuvent étre a) encapsulés, b) adsorbés, c) liés covalemment a la surface,
d) incorporés dans la membrane liposomique ou e) insérés entre les bicouches lipidiques des liposomes.
La solubilité des composants vaccinaux (hydrophile, amphiphile ou hydrophobe) ou leur réactivité

chimique peut influencer le choix de la méthode de conjugaison. D’aprés (Tandrup Schmidt et al. 2016).
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Ainsi, les propriétés physicochimiques d’'une molécule a vectoriser peuvent influencer
la stratégie de couplage liposomes. Lorsque cC’est possible, il est nécessaire de prioriser
'attachement a la surface des peptides et l'insertion des molécules amphiphiles dés la
formation du film lipidique, permettant I'obtention d’'une formulation liposomique de

meilleure qualité et plus immunogene (Tandrup Schmidt et al. 2016).

2.2. Intéréts des liposomes en vaccination

Parmi les différentes catégories de nanoparticules utilisées en vaccination, les
liposomes possedent de nombreux atouts faisant de ce nanovecteur un outil tres apprécie

dans le domaine de 'immunothérapie des cancers (Mallick & Choi 2014).

2.2.1. Biocompatibilité

L’un des principaux avantages des liposomes comparés a d’autres nanovecteurs est
leur biocompatibilité et leur rapide dégradation dans I'organisme. En effet, les liposomes
dits « conventionnels » sont formés de lipides classiguement retrouvés dans les
membranes cellulaires des mammiféres (Gregory et al. 2013). Aprés internalisation, les
phospholipides et le cholestérol des membranes liposomiques vont s’échapper de
'endosome, étre dégradés dans le cytoplasme ou étre incorporés aux membranes du
réticulum endoplasmique et de I'appareil de Golgi (Un et al. 2012). Ces lipides seront
ensuite excrétés ou dégradeés par la cellule selon différents processus, permettant une
clairance totale 7h apres internalisation (Harashima et al. 1995).

2.2.2. Vectorisation

Tout d’abord, le principal intérét des vaccins nanoparticulaires est leur capacité a
transporter les antigénes en quantité suffisante pour induire une réponse immunitaire
efficace ainsi que leur protection contre les enzymes de dégradation présentes dans les
milieux physiologiques. Lors des précédents paragraphes, nous avons vu que
I'encapsulation dans le coeur aqueux ou I'adsorption de peptides a la surface de liposomes
présentaient plusieurs désavantages et occasionnaient une perte non négligeable de
composants lors de la formulation. La conjugaison de peptides aux liposomes serait donc
une méthode d’association plus fiable, qui permet de diminuer de 25 fois la dose optimale
d’antigénes, comparée a un traitement avec des antigénes solubles ou encapsulés dans
des liposomes (Uchida & Taneichi 2014).



De plus, l'association de peptides a la surface de liposomes permet de ralentir
I'hydrolyse des peptides dans 'endosome. Cette libération prolongée permet un apport
continu d’épitopes peptidiques vers les voies d’apprétement sur le CMH-I et CMH-II (Ma
et al. 2011). Il a été postulé que ce processus augmente le temps de présentation des
antigénes par la DC, lui accordant plus de temps pour migrer jusqu’aux ganglions

lymphatiques et entreprendre un mécanisme de cross-présentation (Shen et al. 2006).

2.2.3. Versatilité

La versatilité des liposomes est également un des atouts majeurs de ce type de
nanoparticules, dont les caractéristiques intrinseques peuvent étre modulées pour
conférer aux liposomes différentes propriétés en fonction de leur utilisation et du type de
molécules a vectoriser. La taille, la composition en lipides, la structure et la charge de
surface peuvent étre modifiées, comme décrits dans le §C.2.1 de I'introduction.

Les liposomes sont également des nanoparticules trés versatiles qui ont la possibilité
de vectoriser des molécules ayant des propriétés physicochimiques tres différentes
(Figure 17). Les liposomes « conventionnels » n’étant pas immunogénes, cette versatilité
peut étre exploitée pour associer un adjuvant immunostimulant aux épitopes peptidiques
CD4 et CD8 (Krishnamachari et al. 2011). L’association des trois éléments indispensables
a l'obtention d’'une réponse antitumorale sur une méme nanoparticule lipidique permet
ainsi d’obtenir une construction multivalente ayant un pouvoir vaccinal plus efficace qu’un

mélange physique de ces mémes composants (Tandrup Schmidt et al. 2016).

2.2.4. Capture, internalisation et cross-présentation par les DC

Un atout important des liposomes est également leur capacité a étre capturés et
internalisés par les cellules présentatrices de I'antigeéne, notamment par les DC, grace a
leur forme particulaire et leur taille nanomeétrique (Figure 18).

Les liposomes interagissent de différentes maniéres a la surface des cellules, la
liaison pouvant se faire par adsorption a la membrane plasmique ou liaison spécifique a
des récepteurs (Bozzuto & Molinari 2015) (Figure 18A). Dans certains cas, les liposomes
vont étre dégradés par les enzymes ou les lipases extracellulaires entrainant le relargage
de leurs composants a I'extérieur de la cellule et leur diffusion a travers la membrane
plasmique, s'’ils sont peu hydrophiles (ltakura et al. 2014) (Figure 18B). Certains types de
liposomes, dits fusogenes, contiennent des lipides particuliers qui permettent la fusion a
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la membrane plasmique et la libération du contenu des liposomes dans le cytosol
(Yoshikawa et al. 2006) (Figure 18C). Le mécanisme principal de délivrance des
antigénes par les liposomes reste cependant leur internalisation par endocytose ou
phagocytose en fonction de leur taille (Xiang et al. 2006; Tanaka et al. 2010). Les grandes
particules (0,25 a 1 um) sont phagocytées par les monocytes et macrophages et induisent
la production de TNF-a alors que les particules d’une taille inférieure a 200 nm sont prises
en charge par les DC qui vont les internaliser par endocytose ou pinocytose et produire
de 'lFN-y (Joshi et al. 2012) (Figure 18D,E). Suite a I'endocytose des liposomes, soit les
endosomes vont fusionner avec un lysosome induisant la dégradation des antigenes dans
'endo-lysosome (Figure 18F), soit les liposomes vont fusionner ou déstabiliser
'endosome précoce et libérer leur contenu dans le cytosol (Watson et al. 2012) (Figure
18G).

Il a également été montré que les liposomes, d’'une taille de 40 nm comportant un
épitope CD8, étaient plus efficacement internalisés par les DC spécialisées dans la cross-
présentation de cet épitope sur le CMH-I (Tanaka et al. 2010). Ce mécanisme est d’autant
plus efficace si les antigénes sont couplés a la surface des liposomes, faisant de ce
vecteur un outil apprécié pour le développement de vaccins antitumoraux (Taneichi et al.
2006; Belizaire & Unanue 2009).

2.2.5. Fonctionnalisation

Finalement, il est également possible de fonctionnaliser la surface des liposomes avec
des molécules leur octroyant divers atouts supplémentaires, tels que : le ciblage actif des
DC, une meilleure internalisation, ou une protection dans le milieu circulant. Comme décrit
precédemment, des adjuvants immunostimulants (agonistes des PRR) peuvent étre
ajoutés dans la composition des liposomes pour permettre la maturation et le ciblage des
DC (Boks et al. 2015). Des anticorps ciblant les récepteurs exprimés par les CPA (eg.
DEC-205) ou des ligands ciblant les récepteurs des lectines (ex : mannose) ont également
été conjugués a la surface des liposomes pour permettre la délivrance active d’antigenes
tumoraux (van Broekhoven et al. 2004; Espuelas et al. 2008; Kelly et al. 2011).

La combinaison de liposomes avec des « cell penetrating peptides » permet
d’augmenter de plus de 30 fois leur interaction a des monocytes ou des neutrophiles in
vitro (Juliano et al. 2009; Karathanasis et al. 2009). Une protéine de fusion provenant du
virus de Sendai a également été utilisée pour permettre la fusion des liposomes a la
surface des cellules et la délivrance de leur contenu directement dans le cytoplasme



(Yoshikawa et al. 2006) (Erreur! Source du renvoi introuvable.C). Des liposomes
« furtifs » ont été développés portant par exemple un polymere d’éthyléne glycol (PEG) a
leur surface, ce qui leur permet d’échapper a 'opsonisation et a la phagocytose par les
cellules du systéme réticulo-endothélial (Krishnamachari et al. 2011). Ce type de
nanovecteurs a d’abord été utilisé pour la délivrance d’agents chimiothérapeutiques, son
utilisation s’est finalement généralisée a la vaccination. |l a été montré que des vaccins
liposomiques injectés par voie i.v., recouverts de PEG, permettaient d’augmenter le temps
de circulation des liposomes et induisaient une plus forte prolifération des lymphocytes T
CD8+, associée a l'induction d’'une réponse immunitaire antitumorale protectrice (Ignatius
et al. 2000; van Broekhoven et al. 2004).

Ainsi, les liposomes sont des outils trés utiles et particulierement adaptés au
développement de vaccins contre le cancer. En plus d’étre capables de vectoriser et/ou
de protéger les antigénes, les liposomes sont également tres efficacement internalisés par
les CPA de maniére passive, en fonction de leurs propriétés intrinseques (taille, charge,
composition). Ces nanoparticules peuvent étre utilisées pour co-administrer des épitopes
et adjuvants, permettant I'induction d’une réponse immunitaire puissante et spécifique. La
versatilité des liposomes peut également étre exploitée pour ajouter a leur surface
diverses molécules, leur conférant des propriétés supplémentaires tels qu’'un meilleur

ciblage des cellules dendritiques et une faculté accrue a étre internalisés.

2.3. Inconvénients des liposomes

Bien qu’étant un excellent outil pour le développement de vaccins, les vaccins
liposomiques possédent plusieurs désavantages qui freinent leur utilisation chez ’'Homme

et leur évaluation lors d’essais cliniques.

Un défaut, qui a souvent été pointé du doigt, est la faible demi-vie des liposomes dans
le plasma et la lymphe. En effet, les liposomes « conventionnels » sont tres rapidement
opsonisés et reconnus par les cellules du systéme réticulo-endothélial (Torchilin 2005).
Cependant, dans le cas de la vaccination, la phagocytose des liposomes n’est pas un
probleme étant donné que la cible des vaccins est le systeme immunitaire. De plus, la
plupart des vaccins liposomiques sont injectés par voie sous-cutanée, ou le temps de
demi-vie des liposomes est plus long (Allen et al. 1993).



Introduction - Liposomes et vaccination

Diverses inquiétudes concernant la possibilité d’'une production industrielle de
grandes quantités de liposomes limitent également leur utilisation en clinique (Saupe et al.
2006). En effet, différentes méthodes de formulation sont déja employées pour la
fabrication de liposomes utilisés dans lindustrie cosmétique, agro-alimentaire ou
pharmaceutique mais ces méthodes ont un colt de fabrication élevé et permettent
uniguement la manufacture de petits lots de formulations (Laouini et al. 2012). Bien que
les méthodes de production industrielle de liposomes doivent encore étre améliorées, ces
limitations n’ont cependant pas freiné la recherche visant a développer des liposomes
thérapeutiques. En effet, plusieurs traitements liposomiques sont déja sur le marché,

montrant la faisabilité d’'une industrialisation de ces nanopatrticules (cf. ci-dessous).

2.4. Les vaccins liposomiques sur le marché ou en essais cliniques

Les liposomes sont exploités depuis de nombreuses années en thérapie et ont déja
été approuvés pour différents types d’indication : infection fongique (Ambisome®,
Amphocil®), controle de la douleur (DepoDur™, Exparel®), dégénérescence maculaire
lite a l'age (Visudyne®) et cancers avec des liposomes contenant des agents
chimiothérapeutiques tels que la doxorubicine (Myocet®, Doxil®, Lipodox®) ou la
daunorubicin (DaunoXome®) (Fan & Zhang 2013; Bulbake et al. 2017).

Deux vaccins liposomiques sont déja commercialisés pour le traitement préventif de
'hépatite A (Epaxal®) ou de la grippe (Inflexal V®). Ces liposomes sont utilisés comme
vecteurs de virus inactivés adsorbés a leur surface ou de glycoprotéines virales dans ces
vaccins. Pour linstant, aucun vaccin antitumoral a base de liposomes n’a encore été

commercialisé, mais plusieurs essais cliniques sont en cours (Tableau 7).

Peptide(s) et Adjuvant(s) Cancer(s) Essais Références
méthode cliniques

d’association

CPNPC, cancer

MUC1 (BLP25, du sein. de la Phase | (2)* North & Butts
Stimuvax®  peptide lié a une MPLA rost:ate Phase Il (8)* = 2005 ; Butts et al.
ancre lipidique) P ’ Phase Il (4) 2011, 2014
colorectal
_ ) ' Phase | (3)* Hamillton et aI'.
2012; L
dHER2 (mélange) AS15 (liposome, Cancer du sein Phase Il (1)* al.lgg:éam et
GSK23020 recPRAME MPLA, QS21, Mélanome, Phase | (1)* .
P CpG) . (Pujol et al. 2016)
25A (mélange) p CPNPC Phase Il (1)
GSK recMAGE-A3 Myélome multiple, = Phase | (2)# Kruit et al. 2013;

2132231A (mélange) CPNPC, Phase I Pujol et al. 2015;



mélanome, (2)*(1)s Slingluff et al.

cancer de la Phase Il (2)$ 2016;
. Vansteenkiste et
vessie al. 2016;
Dreno et al. 2018
. MAG-Tn3 + toxine
Magtri- o . . Laubreton et al.
. tetanique Cancer du sein Phase | (1)
vacsein X 2016
(mélange)
Survivine Liposome . Berinstein et al.
DepoVax® . L Cancer de l'ovaire | Phase | (1)#
P (encapsulation) Montanide + (1) 2015
eptide helper
Multi-peptidique phgtérolo L?e RIS CL instei
DPX-0907 pepiicia 09 lovaire, du sein,  Phase | ()¢  Befinstemnetal.
(encapsulation) (toxine 2012
o de la prostate
tétanique)

Source : Clinicaltrials.gov website; dernier acces le 25 juillet 2018. # étude compléte, + étude arrétée plus tot en raison de la

suspension temporaire du traitement, $ étude arrétée pour manque d’efficacité, * étude en cours de recrutement.

Un exemple emblématique de ce type de vaccin antitumoral est le Stimuvax®
(liposome BLP25), qui est composé du lipopeptide BLP25 (Tecolomide®) contenant des
'antigéne MUC1 associé a un liposome adjuvanté par du MPLA (North & Butts 2005). Ce
vaccin a montré de trés bons résultats lors d’'une étude clinique de phase Il chez des
patients atteint de carcinome pulmonaire de type CPNPC, avec un taux de survie de 31%
sur 3 ans comparé a 17% avec un placebo (Butts et al. 2011). Malheureusement, les trois
essais cliniques de phase Il qui ont débuté suite a ce succes [START, INSPIRE (CPNPC)
et STRIDE (cancer du sein)] ont échoué a atteindre leurs objectifs principaux et
secondaires de survie et d’efficacité clinique (Decoster et al. 2012).

Le Stimuvax® fut le premier vaccin liposomique contre le cancer a avoir atteint la
phase Il d’un essai clinique. Malgré I'interruption de ces essais cliniques, son échec a tout
de méme permis de mettre en évidence différentes pistes d’amélioration a prendre en
compte pour le futur développement de vaccins antitumoraux (choix de(s) antigene(s) et
de l'adjuvant) et surtout pour I'élaboration d’essais cliniques, afin de permettre une
sélection des patients plus pertinente (monitoring du mutanome et des facteurs
immunitaires prédictifs et pronostiques) (Kroemer et al. 2013).

D’autres essais cliniques sont en cours ou dans l'attente d’'une poursuite vers une
phase Il (Tableau 7), et de nombreuses études en phase préclinique continuent a
exploiter la versatilité des liposomes en tant que vecteur vaccinal contre le cancer
(Schwendener 2014; Zamani et al. 2018).
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Dans le cadre de ce projet, le liposome ne sera pas uniquement employé en tant que
vecteur vaccinal, sa versatilité sera également exploitée afin de développer une plateforme
et une stratégie de conception vaccinale permettant la sélection et la comparaison
d’association d’antigénes et d’adjuvants. L’objectif de ce projet et le cahier des charges

des formulations liposomiques développées sont présentés dans le chapitre suivant.



1. Résultats préliminaires

Ce chapitre d’introduction montre que les vaccins peptidiques contre le cancer sont
des traitements thérapeutiques prometteurs, permettant I'induction d’'une réponse
immunitaire spécifique et puissante ayant pour conséquence la lyse des cellules tumorales
(cf. §C, Introduction). Les composants vaccinaux doivent cependant étre sélectionnés de
maniere avisée pour s’assurer que le systéme immunitaire regoive tous les signaux
nécessaires a son activation. En effet, il a été établi qu'un vaccin efficace devait contenir
trois éléments essentiels (Figure 19) :

- un épitope peptidiqgue T CD8+ exprimé par la tumeur, induisant la différenciation de

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques spécifiques des cellules tumorales

- un épitope peptidique T CD4+, déclenchant la différenciation de lymphocytes T CD4+

Helper de type 1

- un adjuvant, permettant d’activer les DC et de stimuler la cross-présentation

_ Lymphocyte T
Epitope CD8* cytotoxique

CD4

Epitope

Liposome
CcD8

Lymphocyte T
CD4* helper

e

Adjuvant }

Cellule
dendritique
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Ce type de vaccin sous-unitaire est d’autant plus efficace lorsque les éléments
synthétiques le composant sont adressés directement a la DC. Afin de délivrer
simultanément des éléments vaccinaux, ceux-ci peuvent étre vectorisés par une méme
nanoparticule, telle que les liposomes, qui ont été démontrés comme étant des outils de
choix dans le développement de vaccins antitumoraux. Au cours de ces dernieres années,
mon laboratoire d’accueil a développé des vaccins peptidiques a base de liposomes
multivalents contenant au minimum ces trois types d’éléments. Ces constructions a base
de liposomes contenaient :

- le peptide ErbB2 (épitope CD8), issu de la protéine ErbB2 humaine surexprimée,

notamment dans certains cancers du sein

- le peptide HA (épitope universel CD4), issu de I'hémagglutinine A du virus de la

grippe

- et le Pam2CAG (adjuvant), un agoniste synthétique du TLR2/6

La capacité de ces vaccins a induire une régression tumorale dans des souris BALB/c
portant des tumeurs issues de cellules de carcinomes rénaux, qui expriment la protéine
ErbB2 (RenCa-ErbB2), a été évaluée en utilisant différentes localisations tumorales, voies
d’administrations ou formes liposomiques (Figure 20). Des administrations

prophylactiques ou thérapeutiques de liposomes contenant les trois éléments ont été

Types de Types
tumeurs d’administrations
Pulmonaires ‘/\ Nasale et

pulmonaire

Sous-cutanée

Transcutanée

Sous-cutanées

LUV Transfer-
some

/\ suv
Q© O o o
Types de

Souris BALB/c portant des tumeurs liposomes
RenCa-ErbB2




réalisées par voies sous-cutanée, nasale ou aérienne, et ont toutes démontré leur capacité
a inhiber la progression tumorale (Roth et al. 2005; Thomann et al. 2011; Kakhi et al. 2015,
2016). Différentes formes de liposomes (SUV, MLV, LUV), contenant les mémes
composants ont également été comparées et n'ont pas montré de différence d’efficacité.
Un autre projet est également en cours pour évaluer 'administration de ces constructions
par voie transcutanée (application par massage sur la peau), a l'aide de formes

liposomiques déformables appelées transfersomes (Saliba et al. 2017).
2. Obijectifs de la these

L’avantage de ce type de vaccin (Figure 19) est leur extréme versatilité permettant
de moduler aussi bien leurs caractéristiques physicochimiques, que leurs composants
vaccinaux. Ces constructions multivalentes et modulables auraient pour objectif final d’étre
utilisées dans le développement de vaccins personnalisés adaptables a chaque tumeur et

au systeme immunitaire de chaque patient.

Ainsi, il a été proposé de démontrer la versatilité de nos constructions vaccinales et
leur potentiel personnalisable, en les modulant pour qu’elles soient efficaces contre un
autre modéle tumoral. Dans l'optique d’évaluer les vaccins dans un modéle pré-clinique
plus proche de 'Homme, nous avons réalisé cette étude avec un modéle orthotopique de
tumeurs pulmonaires transformées par le papillomavirus humain : les cellules TC-1
injectées par voie intraveineuse dans des souris C57BL/6J (Lin et al. 1996; Prabhu et al.
2012; Fan et al. 2015).

Le Tableau 8 résume le cahier des charges que nous nous sommes fixé pour la
formulation des constructions vaccinales. Ces critéres ont été choisis d’aprés la littérature
résumée dans les chapitres antérieurs (cf. §A, B et C, Introduction) ainsi que les résultats
antérieurs obtenus au laboratoire (Roth et al. 2005; Thomann et al. 2011; Kakhi et al.
2016). Lors de chaque étape de ce projet, nous nous sommes assurés que chaque
formulation liposomique était conforme a ce cahier des charges avant leur évaluation in

Vivo.
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Fonctions

Favoriser le ciblage et
linternalisation des

liposomes par les DC

Vectorisation d’épitopes
peptidiques

Activation et maturation
des DC

Maintien de propriétés
physicochimiques
uniformes

(pour que seule la variation de

composition affecte I'efficacité de la

formulation)

Criteres

Diametre moyen des liposomes
Potentiel zéta (charge de surface)

Conjugaison a la surface de
peptide(s) par liaison covalente a

une ancre maléimide

Présence de cystéine dans la
séquence peptidique

Agonistes des TLR et/ou des NLR
incorporés dans la membrane des
liposomes

Suspension de SUV homogéne

Méthode de formulation
reproductible

Stabilité lors de la congélation

(conservation)

Niveaux (flexibilité)

20 < Taille < 100 (= 10 nm)

Potentiel z&ta négatif < 0 mV

> 75% de taux de couplage
peptidique

Pas de perturbation de
I'antigénicité du peptide lors de
'ajout d’'une cystéine

(si non présente)

Pas de perte d’intégrité des
nanoparticules (agrégation) ou
de variation de taille

PDI < 0.3

Peu de variation de la taille (£ 30
nm), du potentiel zéta (x 10 mV)
et du taux de couplage
peptidique entre plusieurs lots de
formulation

Pour concevoir de nouveaux vaccins thérapeutiques, j'ai développé une méthode de

sélection des trois composants vaccinaux qui exploite le liposome comme une plateforme
ou chaque élément est ajouté de maniére séquentielle dans le vaccin et son
immunogénicité est évaluée dans des souris saines. Deux épitopes CD4 universels, deux
épitopes CD8 et trois agonistes des TLR ou des NLR (adjuvants) ont ainsi été compareés,
permettant le développement de trois vaccins liposomiques efficaces contre ce nouveau
modele tumoral. Les différentes étapes de criblage, ayant permis la sélection des éléments
vaccinaux, sont décrites dans le Chapitre 1.

Ces trois vaccins ont ensuite été comparés dans des souris portant des tumeurs
pulmonaires, afin de déterminer i) leur capacité a diminuer ou inhiber la croissance

tumorale et a induire une réponse immunitaire spécifique, ii) leur limite temporelle



d’efficacité en augmentant le délai entre l'injection des cellules tumorales et I'injection du
vaccin et iii) les acteurs immunitaires a I'origine de leur efficacité (cellules T CD4+/ T CD8+*
et sous-populations de DC impliquées). En effet, la surveillance et la compréhension des
mécanismes immunitaires mis en ceuvre lors d’une vaccination thérapeutique sont des
éléments clés qui doivent étre pris en compte dans le développement de traitements
contre le cancer (Keilholz et al. 2006; Butterfield 2015). L’étude comparative de nos
traitements et le décryptage de leurs mécanismes immunitaires sont présentés dans le
Chapitre 2.

La derniére étape du projet consistait a repousser les limites thérapeutiques de nos
constructions en combinant plusieurs adjuvants a l'intérieur d’'une méme nanoparticule,
afin d’augmenter 'immunogénicité de nos vaccins. Lors de cette partie, deux associations
d’agonistes des TLR et NLR ont été comparées, en évaluant leur capacité a induire une
synergie d’activation du systéme immunitaire. Des résultats préliminaires ont été obtenus

et sont résumés dans le Chapitre 3.

3. Publications et communications

Ces travaux de thése ont fait 'objet d’'un abstract publié, une publication soumise et
une publication en cours de soumission. De plus, plusieurs communications orales ou par
affiches ont été réalisées au cours de ces quatre années de thése et ont été récompensées
par différents prix.

%  Abstract

o (Célia Jacoberger-Foissac, Hanadi Saliba, Cendrine Seguin, Anais Brion, Benoit Frisch,

Sylvie Fournel*, Béatrice Heurtault*. Development of a novel immunotherapy with Toll-
like and Nod-like receptors synergy for targeted cancer therapy. Immunother Cancer.
(2017). Abstracts from the 4th ImmunoTherapy of Cancer Conference, Prague, Czech
Republic. 20—22 March 2017. Publié.
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Benoit Frisch, Sylvie Fournel*, Béatrice Heurtault*. Harnessing the versatility of a
liposomal platform for the design of multivalent peptide-based cancer vaccines. Eur J
Pharm Biopharm (2018). Soumis.

Célia Jacoberger-Foissac, Cendrine Seguin, May Wantz, Hanadi Saliba, Vincent

Flacher, Benoit Frisch, Béatrice Heurtault*, Sylvie Fournel*. Peptide-based vaccine
containing monophosphoryl lipid A as adjuvant induced a strong and persistent
antitumor immune response in a HPV-transformed tumor model. Oncoimmunology

(2018). En cours de rédaction.

< Communications par affiches

Célia Jacoberger-Foissac et al. Development of a novel immunotherapy with Toll-like
and Nod-like receptors synergy for targeted cancer therapy. 1st Annual Meeting of the
Upper Rhine Immunology Group — 1 Déc 2017 — IGBMC, llikirch-Graffenstaden,

France.
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CHAPITRE 1

Utilisation d’une plateforme liposomique
pour la conception de vaccins peptidiques

contre le cancer



L'imagination est plus importante que le savoir.
Albert Einstein



1. Objectifs

Ces 20 dernieres années, de nouvelles technologies ont vu le jour permettant une
meilleure compréhension de la réponse immunitaire antitumorale et l'identification des
éléments minimaux nécessaires a son activation. Ces découvertes ont entrainé
'émergence d’'une nouvelle stratégie thérapeutique : la vaccination sous-unitaire
composée de peptides tumoraux et d’adjuvants. Malgré un trés fort engouement, cette
approche a pour le moment essuyé de nombreux échecs chez 'Homme, soulignant
l'importance d’'une conception vaccinale rationnelle et méthodique (De Gregorio &
Rappuoli 2014).

Dans ce contexte, il a été proposé d'utiliser les nanoparticules en tant que vecteur
pour le développement de vaccins peptidiques contre le cancer. Afin de valider cette
approche au cours de ma thése, nous avons mis au point une stratégie simple de sélection
des composants vaccinaux qui emploie des vecteurs liposomiques précédemment
développés au laboratoire (Roth et al. 2005; Thomann et al. 2011; Kakhi et al. 2016). La
versatilité des liposomes a été exploitée pour développer une plateforme personnalisable
de conception de vaccins.

L’objectif de cette étude était de concevoir un vaccin liposomique contenant les trois
types d’éléments essentiels a I'induction d’'une réponse immunitaire antitumorale : i) un
épitope universel CD4, ii) un épitope CD8 spécifique de la tumeur et iii) un adjuvant
moderne, agoniste des TLR ou NLR. Ce vaccin devait étre efficace contre un modele de
tumeurs pulmonaires orthotopiques, transformées par le papillomavirus humain (HPV) : la
lignée cellulaire murine TC-1. Contrairement au modeéle ectopique précédemment utilisé
au laboratoire (cf. §D.1, Introduction) la lignée tumorale TC-1 a été décrite comme étant
un trés bon modele préclinique de tumeurs humaines induites par HPV, telles que les
cancers du poumon de type CPNPC ou le cancer du col de I'utérus (van der Burg & Melief
2011; Prabhu et al. 2012; Fan et al. 2015).
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2. Reésultats

Lors de cette étude, les éléments vaccinaux ont été sélectionnés en les ajoutant de
maniére séquentielle aux nanoparticules liposomiques et en évaluant leur capacité a
induire une réponse immunitaire specifique dans des souris immunisées ne portant pas
de tumeur. Chaque formulation vaccinale réalisée (contenant un, deux ou les trois types
d’éléments) a été caractérisée pour vérifier 'uniformité physicochimique des suspensions

liposomiques en terme de taille, de potentiel zéta et de monodispersité.

Suite a des phases successives de criblage, plusieurs épitopes peptidiques ont été
comparés, permettant la sélection d’'une combinaison optimale de deux épitopes
peptidiques : le peptide CD4 universel HA, issu de 'hémagglutinine A du virus de la grippe
et le peptide E7C issu d’une protéine d’HPV exprimée par la lignée tumorale TC-1.
L’association de ces deux épitopes a des liposomes contenant un agoniste du TLR2/6, du
TLR4 ou de NOD1 ont toutes permis l'induction d’'une réponse immunitaire spécifique
dirigée contre le peptide tumoral E7C. Le potentiel vaccinal de ces trois formulations a
permis de réduire significativement le nhombre de nodules pulmonaires se développant

dans les poumons apres une injection i.v. des cellules TC-1.

3. Conclusions

Ainsi, grace a la mise en place d’une stratégie de conception vaccinale, j'ai développé
trois formulations liposomiques ayant toutes un fort potentiel vaccinal et présentant une
efficacité antitumorale de méme amplitude contre un modeéle pulmonaire orthotopique (a
ce stade du projet). Ces résultats confirment 'importante versatilité des liposomes en tant
que vecteurs, et leur utilité comme plateforme de développement vaccinal, permettant la
sélection de composants synthétiques minimaux et I'évaluation d’associations d’épitopes-
adjuvant. Les trois formulations développées dans ce chapitre étaient composées
d’agonistes agissant par des voies de signalisations différentes. |l serait donc intéressant
d’étudier le mode d’action de ces vaccins pour identifier les acteurs cellulaires impliqués
dans leur effet et identifier des caractéristiques immunitaires communes, requises pour

leur efficacité.



“Harnessing the versatility of a liposomal platform for the design of multivalent peptide-
based cancer vaccines”

European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, soumis.

Note : Pour faciliter la lecture, les figures et les légendes de l'article ont été placées

directement dans le texte.
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Abstract

Therapeutic cancer vaccines need thoughtful design to efficiently deliver appropriate
antigens and adjuvants to the immune system. In the current study, a liposomal platform
was developed to conceive vaccines containing the three elements needed for the
induction of efficient antitumor immunity: i) a CD4 epitope peptide able to activate CD4+ T
helper cells ii) a CD8 tumor-specific epitope peptide recognized by CD8* T cytotoxic cells
and iii) Pattern Recognition Receptor (PRR) agonists which act as adjuvants for the
activation of innate immunity. To design fully personalized cancer vaccines, we customized
each type of elements by tethering them individually to liposomes for comparison in an
easy screen on tumor-free mice. As proof of concept, we succeeded in developing
liposomal constructs bearing a peptide from HA influenza virus protein as CD4 epitope, a
peptide from HPV16 E7 oncoprotein as CD8 epitope and TLR4, TLR2/6 or NOD1 agonists
as adjuvant, which were efficient in a mouse model of disseminated tumors transformed
by HPV16 (pulmonary TC-1 cells expressing E7). Our results confirmed the versatility of
this liposomal platform as efficient delivery system for cancer vaccination and powerful tool
for the design of vaccines, the selection of personalized components, and the evaluation
of epitope-adjuvant association.
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Introduction

Since the discovery of the first human tumor-associated antigen (TAA) in 1991 [1], an
increasing interest towards active immunotherapy has grown, offering new hope for the
design of effective therapeutic vaccines [2,3]. Activation of adaptive immune responses
represent a potent alternative for the two major challenges in cancer therapy: increasing
specificity to avoid side effects and inducing immune memory for the prevention of tumor

relapse.

One major key steps for antitumor immunity induction is the differentiation of CD8+ T-cells
into cytotoxic T-lymphocytes (CTL), which perform selective destruction of tumor cells [4].
Physiologically, a cellular immune response begins with the endocytosis of tumor cell
fragments by dendritic cells (DC) and the subsequent antigen processing of TAA-derived
peptides (refer as epitopes). Those peptides, presented at the DC surface associated to
MHC molecules, will prime CD4+and CD8+ T-cells and induce their differentiation into type
1 T helper lymphocytes (Th) and CTL respectively. Th1 cells producing IFN-y are crucial
for priming and expansion of tumor-specific CTL and promote the generation and
maintenance of CD8* memory T-cells [5,6]. The efficiency of this process is also
dependent upon the maturation of DC, which should have perceived danger signals from
the tumor micro-environment through its pattern-recognition receptors (PRR). To
summarize, three types of cells, CTL, Th cells and DC, are involved in antitumor immune
response and should be therefore targeted by therapeutic vaccines.

Several studies established the importance of Th cells for the development of effective
cancer vaccines [7—11]. Interestingly, some of them showed that the addition of CD4+ T-
cell epitope peptides (CD4 epitope) derived from antigen that are not expressed by the
tumor, in association to tumor specific CD8+ T-cell epitope peptides (CD8 epitope),
increased specific antitumor activity [12—14]. DC maturation and thus, selection of potent
danger signals (also known as adjuvants in vaccination) are also essential for the induction
of short peptides immunogenicity. An optimal adjuvant should i) promote inflammation and
recruit DC, ii) activate those cells to promote antigen uptake and epitope presentation and
iii) induce the expression of co-stimulatory molecules and cytokines for T-cell activation,
proliferation and polarization of cellular immune response [15,16]. Within the last decades,
agonists of PRR from TLR and NLR families appeared to be the most promising candidates
to fulfill these criteria, and are now commonly used to enhance subunit vaccines

immunogenicity [17,18]. For example, the monophosphoryl lipid-A (MPLA), a TLR4 ligand,
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has received FDA approval and is already involved in several clinical trials [19]. In
conclusion, efficient cancer vaccines should induce potent CTL-responses against tumor
cells as well as Th differentiation and DC maturation [20,21]. Synthetic and molecularly
defined vaccine should therefore contain three elements: a tumor-derived peptide (CD8
epitope) to ensure tumor specificity, a CD4 epitope to activate Th cells and a PRR agonist
as adjuvant.

It was already shown that peptides and TLR agonists should be presented simultaneously
to DC in order to induce an optimal immune response, for instance, by using a
nanoparticular carrier such as liposomes [22]. Because of their numerous advantages,
interest for liposome-based delivery system dramatically increased over the past decades
in the vaccine development area [23,24]. Indeed, conventional liposomes are intrinsically
biocompatible and present a very low pro-inflammatory activity and cytotoxicity. Their
chemical and physical characteristics (size, surface, composition,...) can be easily
modulated to enhance DC targeting and antigen uptake. And finally, their inherent
properties concede them the capacity to incorporate a wide range of molecules, allowing
the association of hydrophilic peptides and amphiphilic adjuvants to the same nanopatrticle.
In our previous works, liposomal vectors were used to co-deliver peptide epitopes in
combination with adjuvant for different vaccinal applications [25-28]. We developed a
cancer vaccine against renal carcinoma (RenCa) tumor cells, expressing ErbB2 in BALB/c
mice. The liposomal construct contained an ErbB2-derived CD8 epitope and an influenza-
derived CD4 epitope in association with S-[2,3-bispalmitoyloxy-(2R)-propyl]-R-cysteinyl-
alanyl-glycine (Pam2CAG, TLR2/6 agonist). We showed that prophylactic and therapeutic
vaccination with this construct induced a strong antitumor activity against RenCa cells and

complete tumor eradication in several mice [27].

To go further in the development of liposome based-antitumor vaccines, we took
advantage of the versatility of our liposomal platform to design fully personalized peptide-
based cancer vaccines, by customizing each type of elements associated to the
nanoparticles. In this study, as a proof of concept, we developed a rational and sequential
strategy using an in vivo easy screen in tumor-free mice for the design of peptide-based
liposomal constructs that induce an optimal effective immune response in mouse bearing
tumors transformed by human papillomavirus (HPV). For this, in a first step, we compared
immune response induced by two universal CD4 peptide epitopes: an influenza-derived
CD4 peptide already used in our first works and a CD4 peptide epitope derived from
tetanus toxin. To note, these peptides are designed for human use, as most human
population is immunized against flu and tetanus. In a second step, we chose CD8 peptide


https://www-sciencedirect-com.scd-rproxy.u-strasbg.fr/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/adjuvant

epitopes that confer the tumor specificity of our construct. These peptides were derived
from E7, a TAA expressed by our tumor model (the HPV-transformed TC-1 cell line) [29].
In the last step, various adjuvants were compared (TLR2/6, TLR4 and NOD1 agonists) in
association with the epitope combination selected before. Our strategy led to the
development of three effective cancer vaccines against a mouse model of HPV-

transformed tumors.
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Materials and Methods

1. Formulation and characterization of liposomal constructs

1.1. Lipids and adjuvants

Egg yolk L-a-phosphatidylcholine (PC), and cholesterol (Chol, recrystallized in methanol)
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Egg yolk L-a-phosphatidyl-DL-
glycerol (PG) was purchased from Avanti Polar lipids (Alabaster, AL). Lipid purities
exceeded 99%. The lipopeptide S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2R)-propyl]-(R)-cysteinyl-alanyl-
glycine (Pam2CAG) and the thiol-reactive dipalmitoylglycerol-maleimide anchor (DPGmal)
were synthesized in the laboratory as previously described [26,30]. The lipopolysaccharide
derivative monophosphoryl lipid A (MPLA) and the acylated derivative of the dipeptide y-
D-Glu-mDAP (C12iEDAP) were purchased from Invivogen (San Diego, CA). All reagents
were conserved under argon atmosphere at -20 °C, in a powder form or dissolved in
chloroform/methanol (9/1 v/v).

1.2. Synthetic peptides and peptides conjugated to keyhole limpet
hemocyanin (KLH)

Synthetic peptides were obtained from Genosphere Biotechnologies (Paris, France). The
tetanus toxin-derived peptide TT 830-844 (CG-QYIKANSKFIGITEL, MW=1885 g/mol) and
influenza virus haemagglutinin-derived peptide HA 307-319 (PKYVKQNTLKLAT-C,
MW=1606 g/mol), refer to CD4+ T-cell peptide epitopes. Peptides derived from the Human
papillomavirus oncogene protein E7 49-57 (E7C: RAHYNIVTF-C and CE7: C-
RAHYNIVTF, MW=1223 g/mol), refer to CD8* T-cell peptide epitopes. MART 27-35
peptide (AAGIGILTV, MW=815 g/mol) is an irrelevant peptide in this tumor model and was
used as negative control during ELISpot assay. HA or TT peptides conjugated to KLH
(PKYVKQNTLKLATC-KLH, KLH-CGQYIKANSKFIGITEL) were purchased from
Genosphere Biotechnologies. Imject Alum® was obtained from Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA).

1.3. Formulation of peptide-based liposomes

Multilamellar vesicles (MLV) were prepared by lipid film hydration technique as described
previously [31]. Briefly, a chloroform/methanol solution (9/1 v/v) containing a mixture of



lipids, adjuvant and/or DPGmal anchor were mixed in a round-bottom Pyrex tube, and was
completely dried under high vacuum for 45 min. Molar ratios of each component are shown
in Table 1. The resulting lipid film was then hydrated in 10 mM Hepes buffer (pH 6.5)
containing 5% (w/v) sorbitol at a final phospholipid concentration of 15 mM, leading to the
formation of MLV. This suspension was then sonicated (1 s cycle every 3 s) during 1 h at
room temperature under a continuous flow of argon, using a Vibra Cell 75041
ultrasonicator (750 W, 20 kHz, Fisher Bioblock Scientific) equipped with a 3 mm-diameter
tip probe (40% amplitude). The resulting small unilamellar vesicle (SUV) preparations were
centrifuged at 13,0009 for 15 min to remove the titanium dust originating from sonication
probes.

Table 1. Composition of formulated liposomes

. ition Molar pr rtion
Liposomal Compositio olar proportio
constructs Bilayer Peptide(s)  Bilayer Peptide(s)
Plain Ip. PC/PG/Chol 54/13/33
Lp. HA-Pam2CAG PC/PG/Chol/DPGmal/Pam2CAG  HA 50.9/13/33/3/0.1
0.75
Lp. TT-Pam2CAG PC/PG/Chol/DPGmal/Pam2CAG TT 50.9/13/33/3/0.1
Lp. HA-E7C-Pam2CAG  PC/PG/Chol/DPGmal/Pam2CAG  HA/E7C 50.9/13/33/3/0.1
Lp. HA-CE7-Pam2:CAG  PC/PG/Chol/DPGmal/Pam2CAG  HA/CE7 50.9/13/33/3/0.1
51/13/33/3/0.007
Lp. HA-E7C-MPLA PC/PG/Chol/DPGmal/MPLA HA/E7C 0.75/0.75
51/13/33/3/0.0007
48.7/13/33/3/2.3
Lp. HA-E7C-C12iIEDAP  PC/PG/Chol/DPGmal/C12iEDAP HA/E7C
50.77/13/33/3/0.23

PC: phosphatidylcholine, PG: phosphatidylglycerol, Chol: cholesterol, DPGmal: dipalmitoyl glycerol-maleimide, Pam2CAG:
dipalmitoyl-cysteine-alanyl-glycine, MPLA: monophosphory! lipid-A, C12iEDAP: acylated derivative of the dipeptide y-D-Glu-
mDAP. Bold is used to designate the element which have a different molar ratio but the same lipid composition.

1.4. Peptide conjugation to liposomes

Peptides were first dissolved in milliQ water and potential disulphide bonds were reduced
with 0.7 M eq. tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (Sigma-Aldrich) for 15 min
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under argon. Equimolar quantities of CD4 and/or CD8 peptide epitopes were then coupled
to preformed DPGmal-containing SUV by Michael addition at pH 6.5 (0.5 molar eq. of each
peptide compared to surface accessible thiol-reactive maleimide functions). After 4h under
argon at room temperature, a 10-fold excess of B-mercaptoethanol was added for 30 min
to inactivate all unreacted maleimide groups on internal and external surface of SUV.
Then, the formulation was extensively dialyzed (Spectra/Por, exclusion limit of 12—14 kDa,
Spectrum laboratories, DG Breda, Netherlands) against a 10 mM Hepes buffer (pH 7.4)
containing 5% (w/v) sorbitol to eliminate unconjugated peptides and excess of reagents.
Finally, 4% glucose (w/v) was added as a cryoprotectant and formulations were snap
frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C until further usage.

1.5. Physicochemical characterization of liposomal constructs

1.5.1.  Nanoparticle diameter measurement

The average diameter of formulated liposomes was measured by dynamic light scattering
using a Zetasizer Nano-ZS (Malvern instruments, Orsay, France) with the following
specifications: viscosity: 1.014 cP; refractive index: 1.34; scattering angle: 90°;
temperature: 25 °C. SUV were diluted at 1/100 in 10 mM Hepes buffer (pH 7.4) containing
5% (w/v) sorbitol, and the results presented are the average of three consecutive
measurements. Data were analyzed using the multimodal number distribution software
included with the instrument. Particle size is expressed in intensity. Sample are considered
monodispersed when the polydispersity index (PDI) is < 0.3.

1.5.2. Zeta potential

Zeta potential of liposomes was determined at 25 °C using a Zetasizer Nano-ZS. The
samples were dispersed at 1/100 in 10 mM Hepes buffer containing 5% (w/v) sorbitol (pH
7.4) and the zeta potential was calculated from the electrophoretic mobility based on the

Smoluchowski approximation.
1.5.3. Phosphatidylcholine assay

The PC content of formulated liposomes was determined using an enzymatic assay with
the LabAssay™ Phospholipid kit (Wako Pure Chemical industries Ltd, Richmond, VA).
Briefly, 1-2 pL of SUV were incubated with 200 pL of the enzymatic reagent in triplicates
in a 96-well plate. The reagent contains phospholipase C that releases the choline, which



is then oxidized by the choline oxidase. The reaction produces hydrogen peroxide needed
by the peroxidase to convert a chromogen into a blue product. After 10 min at 37 °C,
absorbance was measured at A=595 nm using a microplate reader (Safas SP2000, Xenius
5801, Monaco). PC content in each sample was determined from a calibration curve
prepared with purified choline chloride.

1.5.4. Peptide assay

The quantification of conjugated peptides in each formulation was performed using
fluorescamine (4-Phenylspiro-[furan-2(3H),1-phthalan]-3,3"-dione, Sigma-Aldrich) in a
fluorometric assay. Briefly, amino acids were generated during acid hydrolysis of peptide-
conjugated liposomes at 110 °C for 12 h in a heating module (Pierce Reacti Therm I1I™,
Thermo Fisher scientific). After neutralization by the addition of sodium hydroxide, 20 uL
of the hydrolysis solution was added to 750 puL of 50 mM sodium borate buffer (pH 9),
followed by the addition of 250 pL of fluorescamine solution in dioxane (300 mg/L).
Fluorescence was measured immediately at Aexcitation = 400 nm and Aemission = 480 nm. A
physical mixture of plain liposomes and peptides were used to establish a calibration
curve. Coupling rates were calculated relative to the quantity of surface-exposed

maleimide functions.
2. In vivo evaluation of liposomal constructs

2.1. Animals

Specific-pathogen-free 6-8 week old male C57BL/6J mice were purchased from Charles
River Laboratories (Wilmington, MA). In vivo experiments were performed in full
compliance with the EU directive 2010/63/EU adopted on 22 September 2010, relating to
the protection of animals used for experimental purposes and in compliance with the
French law (décret n° 2013-118, 1 February 2013). Experiments were performed with the
approval of the local Animal Care and Use Committee of Alsace (authorization number:
APAFIS #10825- 2017073117337272 v2).

2.2. Tumor cell line

All the reagents use for cell culture was purchased from Sigma-Aldrich. TC-1 cells
expressing HPV16 E7 protein were obtained from ATCC® (CRL-2785™, Manassas, VA).

TC-1 cell line was derived from pulmonary epithelial cells of C57BL/6J mice, immortalized
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by transduction of the LXSN16E6E7 retroviral vector and subsequently transformed with
the pVEJB plasmid expressing activated human c-Ha-ras gene [29]. They were cultivated
in RPMI 1640 culture medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum
(FCS), 100 UI/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin and were incubated at 37 °C in
5% COz2, 80% humidity.

2.3. Injection schedules

2.3.1. Immunization protocols

To study the antigenicity of CD4 epitopes, mice were immunized once with a subcutaneous
injection (100 pL) of 15 ug of peptides tethered to adjuvanted liposomes or conjugated to
KLH and emulsified in alum. Control groups were injected with equivalent amount of lipids
(0.72 mg PC for plain liposomes) or alum (2 mg aluminium oxide for alum control). The
mice were sacrificed 10 days after injection (Figure 1A). For the comparison and choice
of CD8* T-cell epitopes, mice were immunized twice with liposomes containing 15 ug of
E7 peptide or plain liposomes at day 0 and 14 and sacrificed 7 days after the last

A Liposomal Evaluation of
constructs antigenicity
Do D10

B Liposomal Liposomal Evaluation of
constructs constructs antigenicity
Do D14 D21
C TC-1 tumor Evaluation of
cells immunogenicity &
Liposomal constructs antitumor activity
Do D2 D4 D28

Figure 1. Immunization and vaccination protocols.

(A) Protocol for the evaluation of CD4 epitopes antigenicity. The immune response was evaluated
10 days after a single immunization. (B) Protocol for the assessment of CD8 epitope antigenicity.
Mice received two vaccine injections (s.c.) and the immune response was evaluated 7 days after the
last immunization. (C) Protocol for the study of therapeutic vaccine activity. Mice received two
injections of liposomal constructs on days 2 and 4 after i.v. implantation of TC-1 cells. 28 days after
the beginning of the experiment, immunogenicity and antitumor efficacy was assessed.



immunization (Figure 1B). In both protocols, spleen and lymph nodes draining the injection

site were harvested to assess the induction of a specific immune response.
2.3.2. Therapeutic vaccination protocol

Antitumor efficacy of vaccine candidates was studied in a murine model of therapeutic
vaccination (Figure 1C). 100,000 TC-1 cells were injected intravenously in the tail vein of
C57BL/6J mice on day 0, followed by two s.c. injections of liposomal vaccines (15 ug E7
peptide content) at day 2 and day 4. 28 days after tumor cell injection, lymphoid organs
were harvested, and lungs were collected to evaluate the antitumor activity.

2.4. Evaluation of immune response

2.4.1. Lymph node and spleen cell preparation

Spleen and lymph nodes draining the injection site (axillary and inguinal) were harvested
and conserved in ice-cold RPMI 1640 culture medium, supplemented with 100 Ul/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 10% FCS and 10 uM B-mercaptoethanol. Spleens and
lymph nodes from the same treatment group were pooled. Organs were dissociated and
filtered onto a 70-uym nylon mesh cell strainer (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ). Resulting
cell suspensions were centrifuged at 200g for 5 min. The lymph node cell pellet was
resuspended in RPMI medium, where FCS is replaced with 2% normal mouse serum
(Dominique Dutscher, Brumath, France). To lyse red blood cells, the spleen cell pellet was
resuspended in ammonium-chloride-potassium (ACK) lysing buffer (0.15 M NH4ClI, 1 mM
KHCOs3, and 0.1 mM EDTA, pH 7.4) and incubated at room temperature for 30 sec. ACK
was diluted 10 times in RPMI to stop the lysis. After centrifugation, spleen cell pellet was
resuspended in RPMI 2% normal mouse serum. Cells were incubated at 4.108 cells/mL in
a PVDF membrane 96-well plate pre-coated with IFN-y purified antibody for ELISpot (see
below).

2.4.2. IFN-y ELISpot

Direct procedure was used in tumor-bearing mice and indirect procedure with sample

originated from tumor-free mice.
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2.4.2.1. Direct procedure

PVDF membrane 96-well plates (Multiscreen® HTS filter plates, Merck Millipore,
Darmstadt, Germany) were activated with 35% ethanol for 1 min, followed by three washes
with sterile PBS. All plates were coated with 100 pL/well of purified anti-mouse IFN-y (clone
AN-18, Thermo Fisher Scientific) at 15 pg/mL in PBS overnight at 4 °C. After three washes,
membranes were blocked with RPMI 10% FCS for at least 2 h at 37 °C and washed again
with RPMI without FCS. Spleen or lymph node cell suspensions were cultured in triplicates
(4.108cells/mL), in presence of recombinant human IL-2 (30 Ul/mL), with CD4+ or CD8* T-
cell epitopes (10 pg/mL), irrelevant peptide (10 pg/mL) or TC-1 tumor cells (1.25.10°
cells/mL). Cells cultured in medium alone or with 1.25 pg/mL of concanavalin-A (Sigma-
Aldrich) were used as negative and positive controls, respectively. After 20-24 hrs at 37
°C, 5% COg, cells were removed by 6 washes with washing buffer. A volume of 100 uL of
biotinylated anti-IFN-y antibody (clone R4-6A2, Thermo Fisher Scientific) diluted at 1
pMg/mL in PBS 0.01% Tween 20 was added for 2 h at 37 °C. Plates were then washed 6
times with washing buffer and alkaline phosphatase-conjugated extravidin (Sigma-Aldrich,
1/5000) was added. After 45 of incubation at 37 °C, followed by 3 washes in washing buffer
and 3 washes in PBS alone, spots were revealed by the addition of 100 yL of BCIP/NBT
substrate (Sigma-Aldrich) during 20 min. To stop the reaction, plates were extensively
washed with water and dried overnight before analysis (Bioreader 4000 PRO-S, Biosys,
Karben, Germany). The number of spots obtained in absence of peptide (background) was
subtracted from other conditions. The number of spots/well was normalized per 106 cells
and averaged for each replicate.

2.4.2.2. Indirect procedure

To allow the proliferation of peptide specific T-cells, spleen and lymph nodes cells were
cultured in a 6-well flat-bottom plate (5.10° cells/mL) in RPMI 10% FCS, in the presence of
epitope peptides (10 ug/mL) at 37 °C in 5% CO2 atmosphere for 3 days. On day 2, half of
the supernatant was replaced with fresh culture medium containing 20 Ul/mL recombinant
human IL-2. Cells were harvested on day 3, centrifuged at 200 g for 5 min and
resuspended in RPMI medium with 2% normal mouse serum. A standard ELISpot assay

was then performed (see above).



2.5. Assessment of antitumor activity

28 days after tumor injection, mice were sacrificed for enumeration of pulmonary tumor
nodules. Mice lungs were contrasted by intratracheal injection of 15% India ink solution,
followed by bleaching into a Fekete’s solution. For each mouse, the number of white tumor

nodules on the black surface of lungs was counted with a magnifier lamp.

3. Statistical analysis

All data are presented as mean + SEM. Statistical differences between results obtained
in the ELISpot assay were determined by a two-way ANOVA, carried out with the
GraphPad Prism 7.0 software. A Kruskal-Wallis test was performed for the comparison of
tumor count (one-way non parametric ANOVA). Difference between groups was
considered statistically significant for p<0.05 (one symbol), p<0.01 (two symbols) or
p<0.001 (three symbols). Each experiment was conducted at least two times using 4-5

animals per group.
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Results and Discussion

1. Physicochemical characterization of peptide-based liposomal
constructs

The aim of this study was to develop a new peptide-based liposomal vaccine, which
contains two epitope peptides (CD4 and CD8 epitopes) and an adjuvant, chosen among
agonists of the TLR or NLR family. To select optimal components, liposomal formulations,
with an increasing degree of complexity, were conceived according to a classical lipid film
hydration method followed by sonication (Table 1). The vesicles were obtained from egg
phosphatidycholine, phosphatidyl-glycerol and cholesterol in a ~54/13/33 molar ratio, and
a thiol-reactive maleimide anchor DPGmal was added at a molar ratio of 5. Mono-epitope
liposomal constructs were prepared by conjugation of CD4 epitope (HA or TT peptides) to
the surface of preformed SUV. Equimolar quantities of CD4 (HA peptide) and CD8
epitopes (CE7 or E7C peptides) were conjugated to the liposomes, for the formation of di-
epitope constructs. Every peptide-based liposomes also carried one amphipathic adjuvant:
a TLR2/6 agonist (Pam2CAG), a TLR4 agonist (MPLA) or a NOD1 agonist (C12iEDAP).

As described on Table 2, liposomal constructs exhibited a mean diameter around 60 nm
for plain liposomes or mono-epitope formulations and 75 nm for di-epitope liposomes,
regardless of their composition. All formulations presented a monodisperse size
distribution (PDI<0.3) with a narrow distribution, except for TT-Pam2CAG liposomes, which
had a polydispersity index of 0.461. The observed hydrophobicity of TT peptide could have
disturbed the homogeneity of the suspension during the coupling process. Zeta potentials
were negative; their variability (-47 to -65 mV) might be attributed to the presence of bilayer
components hiding the negative charge of PG. The overall yield of peptide binding always
exceeded 75% of the external surface-exposed maleimide functions whatever the chosen
peptide or peptide combination.

Altogether, those formulations presented specific features (size below 100 nm and
negative surface charge) which will allow them to be efficiently drained by the lymphatic
system or endocytosed rapidly by DC at the site of injection [32,33]. The liposomal
formulation process and the peptide conjugation method were reproducible and efficient.



Table 2. Physicochemical properties of liposome-based constructs.
Results are the mean of at least 4 independent formulations (with 3 consecutive measurements in each

preparation). Measurements were performed after thawing at room temperature.

Zeta Peptide  Adjuvant

Vaccine constructs Size potential coupling (ng/
(mV) rate (%) injection)
Average
diameter PDI
(nm)
Plain Ip. 60 +12 0.209 -63+9 - -
Lp. HA-Pam2CAG 0.1% 56 + 11 0.236 -50+8 80 2
Lp. TT-Pam2CAG 0.1% 57 +£14 0.461 -47 +6 75 2
Lp. HA-CE7-Pam2CAG 0.1% 79 + 30 0.285 -53+6 79 2
Lp. HA-E7C-Pam2CAG 0.1% 67 + 21 0.289 -63+5 81 2
0.00067% 72 +16 0.200 -49+6 76 0.02
Lp. HA-E7C-MPLA
0.0067% 83+ 16 0.203 -61+8 80 0.2
0.23% 72+16 0.281 5917 94 2
Lp. HA-E7C-C12iEDAP
2.3% 79+£12 0.230 -65+9 77 20

PDI: polydispersity index, Pam2CAG: dipalmitoyl-cysteine-alanyl-glycine, MPLA: monophosphoryl lipid A, C12iEDAP: acylated
derivative of the dipeptide y-D-Glu-mDAP

2. Selection of the CD4" T-cell epitope

To select a potential CD4 epitope that can be used in a vaccine platform, we evaluated the
antigenicity of two well-known universal peptide epitopes: HA 307-319 peptide from
influenza virus and TT 830-844 peptide from tetanus toxin, each conjugated to liposomal
constructs. Those peptides were selected because the majority of human population is
expected to possess memory CD4+ T-cells against these proteins, since influenza virus
infection is ubiquitous and tetanus toxin vaccine widespread. Moreover, selected peptides
were already reported to induce CD4+ T-cell responses in humans and mice expressing
different haplotypes of MHC class-Il [34-36].
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The analysis of immune response induced by peptides tethering to liposomes was
performed by measuring the specific cellular response in vivo in mouse. As activation of
adaptive immune response requires stimulation of innate immunity, TLR2/6 agonist
(Pam2CAG) was added in the liposomal constructs. This adjuvant was previously
developed in our team and evaluated in BALB/c mice with success [30]. Each formulation
containing HA or TT peptides associated to adjuvanted liposomes was injected by s.c.
route on the right flank of tumor-free C57BL/6J mice. Ten days after, specific immune
response was determined by measuring the number of IFN-y producing splenocytes when
stimulated with peptides ex vivo during an ELISpot assay. Plain liposomes (containing only
lipids) were used as negative control.

A high number of HA specific IFN-y producing T-cells was observed in mice treated with
HA peptide tethered to adjuvanted liposomes, showing that HA is recognized by T cells in
these mice (Figure 2). On contrary, when we focused on mice treated with TT-liposomes,
a similar response was observed with TT peptide and an irrelevant peptide. The lack of
specific immune response observed with this construction suggests that TT peptide is not
able to induce an immune response when attached to liposomes. This could be a
consequence of the heterogeneity of this liposomal formulation already observed in terms
of physicochemical properties (PDI>0.3, Table 2) or inherent to TT peptide antigenicity.

To discriminate between these two possibilities, HA and TT epitope peptides were
conjugated to a carrier protein (KLH) and injected in mice emulsified in a conventional
potent adjuvant, alum. As expected, a significant specific cellular immune response was
observed in mice injected with HA conjugated to KLH, while KLH-conjugated TT construct
was unable to induce a specific response showing that TT is not antigenic in C57BL/6J
mice (Figure 2). These results are in accordance with experiments showing a poor binding
of TT peptide to MHC class-Il subclass expressed in C57BL/6J mice (I-A° molecules) [37].

In conclusion, HA peptide was able to induce the differentiation of specific CD4+ T-cells no
matter which type of vaccinal system was used. The conjugation of HA to the surface of
liposomes didn’t disturb antigen presentation process, allowing peptide binding to MHC
class-1l and its presentation at the surface of DC. These results showed that HA peptide
was a potent activator of CD4+ T-cells in this model and was thus selected for its use as
CD4 epitope in the following liposomal constructions. Furthermore, we validated our
methodology for the screening of epitopes in tumor-free mice and confirmed that DPGmal-
containing liposomes are good delivery systems for antigenic peptide.
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Figure 2. In vivo screening for CD4 epitope candidates by IFN-y ELISPOT assay in tumor-free mice.

Mice received one s.c. injection of vaccine constructs containing 15 ug of HA or TT peptide, or a dose
equivalent of control (Plain Ip. or Alum). Then splenocytes from n=5 animals per group were collected,
pooled and pulsed with either HA (left panel) or TT peptide (right panel). After 72 h of incubation (indirect
procedure), ELISpot assay was performed in presence of CD4 peptides or an irrelevant peptide used as
negative control (MART peptide), plates were scanned and spot numbers were analyzed. Data are shown
as the average number of spots per 106 splenocytes + SEM from three replicate wells per condition. The
number of spots in absence of peptide or tumors cells was subtracted from each value. Significant p-
values between vaccines or peptide groups are shown, n=2, p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***), as
determined by a two-way ANOVA.

3. Selection of the CD8" T-cell epitope

After the selection of the CD4 epitope, we chose a tumor specific CD8 epitope, which
conditioned the specificity of induced immune responses. The tumor model used in this
study is the TC-1 murine tumor cell line, expressing the E7 oncoprotein from HPV16.
Previous studies on this model had identified a TAA that is essential for the design of
targeted immunotherapy. Furthermore, TC-1 is a good preclinical model for human tumors
transformed by HPV, such as non-small-cell lung cancer (NSCLC) or cervix cancer [38,39].
The 49-57 peptide from E7 was already described to be antigenic in C57BL/6J mice and
to induce an antitumor immune response against TC-1 cells after mouse immunizations
[29,40]. Thus, we decided to evaluate the specific cellular immune response ability induced
by this peptide tethered to the liposome.
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Because of the coupling strategy (see Materials and Methods), a cysteine was added
either at the N- or C-terminal part of the peptide sequence to allow conjugation at the
surface of liposome through maleimide residue. As residue addition can alter the
antigenicity of CD8 epitope, CE7 and E7C peptides were both assessed in vivo. In addition
of the pre-selected CD4 epitope (HA peptide), each E7 peptides were conjugated to
adjuvanted liposome containing Pam>CAG and injected twice at day 0 and 14 into
C57BL/6J mice. Seven days after the last immunization, spleen cells were harvested and

the number of peptide specific IFN-y producing T-cells was enumerated.

The addition of a second peptide at the surface of liposome didn’t impair the capacity of
HA peptide to elicit a specific CD4+ T-cell response, which was detectable in each group
injected with HA-containing formulations (Figure 3). However, only liposomal construct

containing E7C peptide was able to induce the differentiation of specific CD8* T-cells, as
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Figure 3. In vivo screening for E7 peptides by IFN-y ELISPOT assay in tumor-free mice.

Mice received two s.c. injections of vaccine constructs at day 0 and 14, containing 15 pg of E7
peptide, or a dose equivalent of control (Plain Ip.). Then splenocytes from n=5 animals per group
were collected, pooled and pulsed with either CE7 (left panel) or E7C peptide (right panel). After 72
h of incubation (indirect procedure), the ELISpot assay was performed in presence of HA, CE7, E7C
or an irrelevant peptide (MART peptide) used a negative control, plates were scanned and spot
numbers were analyzed. Data are shown as the average number of spots per 108
splenocytes + SEM from three replicate wells per condition. The number of spots in absence of
peptide was subtracted from each value. Significant p-values between vaccine or peptide groups are
shown, n=2, p<0.05 (*), as determined by a two-way Anova.



shown by a significant increase of IFN-y producing T-cells (right panel). N-terminal addition
of a cysteine in E7 peptide sequence (CE7) seemed to have impaired its ability to induce

a specific immune response.

No considerable differences between liposomal formulations containing CE7 or E7C were
observed in term of physicochemical properties (diameter, zeta potential or peptide
coupling rate, Table 2). We hypothesize that N-terminal cysteine addition on E7 peptide
disturbed the antigen processing by DC or the peptide association to MHC class-I
molecules. Even though most studies focused on MHC class-Il epitopes, it was already
shown that modification of flanking residues in peptides can affect the outcome of the
specific cellular immune response [41]. To conclude, we successfully developed a suitable
platform for vaccine design, where di-epitope liposomal constructs can be used to select
CD4/CD8 epitopes through an easy screening on tumor-free mice. Thanks to these
screening steps, E7C and HA peptides were selected as the most promising combination
of epitopes able to induce a specific immune response in C57BL/6J mice.

4. Evaluation of the antitumor activity of liposome-based vaccines
containing three different PRR agonists

After the selection of CD4 and CD8 epitopes, complete peptide-based liposomes,
containing these epitopes associated to PRR agonists, were injected in tumor-bearing
mice to evaluate their antitumor activity. So far, liposomal formulations used in this project
contained the Pam2CAG, a TLR2/6 agonist synthetized in our laboratory which have
already given promising results as vaccine adjuvant in BALB/c mouse models [26,27]. Two
other promising PRR agonists were evaluated as potential cancer vaccine adjuvant: TLR4
agonist (monophosphoryl lipid-A, MPLA) and NOD1 agonist (C12iIEDAP). MPLA is one of
the most commonly used PRR agonist for therapeutic vaccines and has already entered
several clinical trials [18]. NOD1 agonists were also considered as potent adjuvants to
unleash Th2 immune response and in some cases Th1 immunity [42].

Thus, liposomes containing a combination of HA and E7C peptide epitopes associated
with one of the 3 adjuvants were conceived. To evaluate the effectiveness of each
adjuvant, two different doses were assessed (see Table 2), except for the TLR2/6 agonist
whose concentration was taken from our previous studies in another tumor mouse model
[27]. TC-1 tumor cells were injected intravenously in the tail vein of mice, leading to the

formation of orthotopic pulmonary nodules. At day 2 and 4 after tumor implantation, mice



Chapitre 1

received therapeutic injections of liposomal vaccines and their capacity to inhibit tumor
growth was measured by counting tumor lung nodules after 28 days.

All PRR agonists associated with pre-selected peptide epitopes were able to induce a
significant tumor regression in comparison with the control group, at one particular dosage
(Figure 4). At the highest dosage (0.2 pg/injection), MPLA (TLR4 agonist)-conjugated
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Figure 4. Influence of adjuvants in the liposomal vaccines on the antitumor activity of the

construct.

(A) After ani.v. injection of TC-1 cells, mice received two s.c. vaccination of liposomal constructs at day
2 and 4, containing 15 pg of E7 peptide, or a lipid dose equivalent (Plain Ip.). At day 28, lungs were also
collected, contrasted by intratracheal injection of 15% india ink and decolorated in a Fekete solution
overnight. Tumor nodules were counted as white nodules on the black lungs tissue. Data represent the
mean + SEM of n>4 animals. Statistically differences between groups are represented, p<0.05 (*),
p<0.001 (***), as determined using the Kruskall-Wallis test. (B-C) Pictures of representative India ink-
filled lungs. Mice were treated with plain liposomes (B) or HA-E7C-C12iEDAP liposomes (C).



liposomes presented a significant antitumor efficacy similar to Pam2CAG (TLR2/6 agonist
at 2 pg/injection) liposomes. C12iEDAP containing liposome (NOD1 agonist) was very
effective at 2 pg, even though NOD1 ligands were described to induce mainly Th2
immunity in the literature [43]. Surprisingly, a 10-times higher dose of liposomes containing
C12iEDAP induced a loss of efficacy. The amount of adjuvant might have elicited an
excessive inflammation, that could be detrimental as already shown with high or repeated
dosage of various PRR agonists [44].

To go further in the study of the immune response induced by our vaccine constructs, we
evaluated the antitumor activity of mono-epitope vaccines, without the tumor-specific
epitope. We chose liposomes containing TLR2/6 agonist as adjuvant to establish a proof
of principle. For this, liposomes with HA epitope alone or a combination of HA and E7C
peptides associated with TLR2/6 agonist were formulated. Those formulations were
injected following the same injection schedule as before. After 28 days, induced immune
responses and inhibition of tumor growth were analyzed. Mice treated with a di-epitope
vaccine showed significantly smaller number of tumor lung nodules compared to plain
liposomes or the mono-epitope formulation (Figure 5A). In correlation with antitumor
activity, only mice treated with HA-E7C-Pam>CAG liposomes possessed an important
number of IFN-y producing T-cells specific for the E7 peptide in the spleen (Figure 5B, left
panel), as well as in the draining lymph nodes (Figure 5B, right panel). We also detected
a higher number of T-cells specific to TC-1 tumor cells in the mice treated with the diepitope
construct, even though it was not statistically significant. No immune response against the
HA peptide was observed in this experiment, due to the injection schedule which didn’t
allow the detection of CD4+ response (analysis is performed 24 days after the last
treatment). The presence of a tumor-specific CD8 epitope in liposomal vaccines seemed
to be essential for the induction of tumor growth regression in this model, which indicates

that our treatment acted via the induction of a specific immune response.

Thus by taking advantage of the inherent property of liposomes, which can incorporate
amphiphilic molecules, the adjuvant capacity of TLR2/6, TLR4 and NOD1 agonists was
evaluated and their respective optimal dose was found. We successfully developed three
cancer vaccines able to induce a specific immune response and a potent antitumor activity
against TC-1 cells.

Interestingly, ligands with different signaling pathways all triggered a specific immune
response within peptide-based liposomes. More insight in the understanding of the

mechanism of action of this liposomal vaccines will help identified specific immune features
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required for their efficacy. In the emerging field of personalized medicine, vaccines with
the same specificity but different type of danger signals could be really useful for adapting

cancer treatments to each patient

Figure 5. Specificity of immune response induced by peptide-based liposome
(A) Antitumor efficacy of liposomal vaccine in a lung tumor model. After an i.v. injection of TC-1 cells,
mice received two s.c. vaccination of liposomal constructs at day 2 and 4, containing 15 pg of HA or
E7 peptide, or a lipid dose equivalent (Plain Ip). 28days after,
A - lungs were collected, contrasted by intratracheal injection of
15% india ink and decolorated in a Fekete solution overnight.

1901 ** Tumor nodules were counted as white nodules on the black lung
tissue. Data are mean + SEM of n=7-8 animals. Statistically
m "|' —|— differences between groups are represented, p<0.01 (**), as
3 1004 determined using the Kruskall-Wallis test. (B) Induction of IFN-
E y producing cells after treatment with the various liposomal
] constructs in the spleen or in the draining lymph nodes (DLN).
5 At day 28, splenocytes and lymph nodes draining the site of
§ 50+ liposome injections (DLN) were collected from n= 7-8 mice p er
= group and pooled. The number of IFN-y producing cells was
1 measured by ELISpot (direct procedure) after 24 h in presence
of HA, E7-C, irrelevant peptide (10 pg/mL) or 125 x 103 TC-1
0 tumor cells. Results are expressed as mean + SEM of IFN-y
& N ?o‘q‘ ?_c-.-@‘ spots/106 cells (three replicates per condition). Significant p-
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Conclusions

In this project, we optimized a platform that allows the selection of vaccinal components
during a short and easy screening in tumor-free mice. Thanks to those screening steps,
three treatments were developed, which were able to induce a specific immune response
and an antitumor activity in a murine model of lung cancer. In previous studies, we
demonstrated the antitumor efficacy of Pam2CAG adjuvanted peptide-based liposomes
against the renal carcinoma RenCa cells expressing human ErbB2 protein in BALB/c mice
[27]. The versatility of our approach should permit to develop fully customized vaccines
according to specific features of targeted cancer cells.

Considering that only the CD8 epitope has to be specific of the tumor, liposomal platform
containing a universal peptide and an adjuvant could be personalized by adding a TAA
from any kind of cancer. Technological advances in genomics which allow the rapid
identification of TAA from tumor biopsies should be associated with our strategy to allow
the rational selection of vaccine targets for the development of therapy customized to
patient’s individual tumor [45,46].
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CHAPITRE 2

Comparaison de différents vaccins
peptidiques a base de liposomes et étude
des facteurs immunitaires impliqués dans

leur effet



Savoir que I'on sait ce que I'on sait et que I'on ne sait pas ce que I'on ne sait pas,
voila la véritable intelligence.

Confucius



1. Objectifs

Les trois vaccins prometteurs développés précédemment contenaient tous la méme
combinaison d’épitopes (peptides HA et E7) associée a différents adjuvants, agonistes
des TLR ou NLR. Etonnamment, ces trois agonistes ont tous été capables d’induire une
réponse antitumorale lorsqu’ils étaient incorporés dans les vaccins, bien qu’ils déclenchent
différentes voies de signalisation dans la cellule dendritique (cf. §B.3.3.2, Introduction). En
effet, deux agonistes se lient aux récepteurs extracellulaires TLR2/6 ou TLR4 qui
fonctionnent en activant le facteur de transcription NF-kB ou IFR3, respectivement
(Dowling & Mansell 2016). Le troisieme agoniste se lie a un NLR cytosolique qui induit la
voie de signalisation des MAP kinase et est capable d’activer I'inflammasome (Philpott et
al. 2014).

Dans le contexte de la médecine personnalisée, il serait intéressant de bénéficier
d’'une plateforme vaccinale ayant la méme spécificité pour un type de tumeur mais des
adjuvants différents afin d’adapter le traitement a chaque patient. En effet, des individus
peuvent étre plus sensibles ou résistants a certains types d’adjuvant, en fonction de leur
immunité mais également de la localisation de la tumeur et de la voie d’administration du
traitement. Pour permettre le développement de ce type de technologie, il est cependant
nécessaire d’identifier au préalable les différents facteurs immunitaires impliqués dans
I'efficacité d’'un vaccin afin de connaitre le profil immunitaire qui est le plus favorable a la

réussite d’un traitement.

C’est pourquoi nous avons souhaité réaliser une étude plus approfondie de la réponse
immunitaire induite par chacun des trois vaccins liposomiques. Le potentiel vaccinal de
nos traitements a été comparé contre des stades précoces et tardifs de croissance

tumorale, en augmentant le délai entre I'injection des cellules tumorales et des traitements.
2. Resultats
Suite a une étude de l'efficacité thérapeutique et de la survie des souris face a des

stades plus avancés de progression tumorale, nous avons mis en évidence une différence

d’efficacité entre les traitements qui n’avaient pas été observée dans le Chapitre 1 et
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montré la supériorité thérapeutique du traitement contenant un agoniste du TLR4
(Liposomes TLR4). En effet, ce traitement reste efficace lorsqu’il est administré jusqu’a
deux semaines aprés linjection des cellules tumorales. A ce calendrier, les nodules
tumoraux peuvent déja étre détectés au niveau des poumons, et cela correspond a la
moitié du temps restant a vivre aux souris (le temps de survie des souris non traitées étant
de 35 jours). Les liposomes TLR4 ont également permis d’allonger significativement la
survie des souris, entrainant la rémission totale des tumeurs chez 8 souris C57BI/6J
portant des nodules pulmonaires (n=14).

Une étude des mécanismes immunitaires induits par nos vaccins liposomiques a
montré des divergences d’action pouvant expliquer les différences d’efficacité observées
dans ce chapitre. Nous avons effectivement remarqué que la puissance de la réponse
immunitaire spécifique, dirigée contre le peptide E7 et les cellules TC-1, était corrélée avec
I'efficacité de chaque traitement. La réponse immunitaire induite par le vaccin le plus
prometteur (liposomes TLR4.) était associée a une balance cytokinique de type Thi,
caractérisée par une forte production d'IFN-y. En réalisant une déplétion de certains sous-
types immunitaires, nous avons montré que I'efficacité thérapeutique des liposomes TLRA4.
était dépendante de la présence des lymphocytes T CD8+ mais pas des T CD4+. Pour finir,
nous avons egalement observé que les différents adjuvants avaient un impact différent sur
la migration et I'activation de certains sous-types de DC migratoires ou résidentes des
ganglions lymphatiques. Curieusement, I'injection s.c. de I'agoniste du TLR4 n’a pas induit
d’activation visible des DC mais a, par contre, déclenché une trés forte migration des
cellules dendritiques du derme de type CD103 vers les ganglions lymphatiques. Cette
sous-population de DC est connue pour étre spécialisée dans le mécanisme de cross-
présentation d’antigénes tumoraux (del Rio et al. 2007; Wylie et al. 2015).

Bien qu’étant capable d’induire une réponse immunitaire spécifique de type Th1, le
vaccin contenant un ligand du TLR2/6 n’était pas efficace contre des stades tardifs de
croissance tumorale et n'a pas permis d’allonger la survie des souris. De maniére
surprenante, ce traitement a permis la maturation des DC du derme CD103* et CD103",
sans que leur nombre ait augmenté dans les ganglions. Cette observation laisse supposer
que les liposomes TLR2/6 sont drainés par la lymphe et agissent directement sur les DC
déja présentes dans les ganglions lymphatiques, mais que cet effet n’était pas suffisant

pour induire une réponse immunitaire puissante et durable.



Au contraire, les liposomes NOD1 n’ont pas été capables d’induire une réponse
immunitaire de type Th1 et n‘ont pas agi sur la maturation et la migration des DC. Ce
traitement a cependant eu un effet antitumoral de courte durée, permettant de diminuer le
nombre de nodules pulmonaires lors du premier mois suivant I'injection des cellules
tumorales. Nous avons donc postulé que ce vaccin agissait peut-étre par un mécanisme
indépendant de la réponse immunitaire adaptative, par exemple en activant des

lymphocytes de I'immunité innée tels que les NK ou les NKT.

3. Conclusions

L’ensemble de ces résultats renforce notre conviction que I'analyse et le suivi du profil
immunitaire est une étape essentielle lors du développement d’'un vaccin thérapeutique.
Cette surveillance immunitaire devrait également étre employée de maniere systématique
lors des essais cliniques afin de prévoir I'échec d’'une thérapie ou permettre l'identification
en amont de traitements plus adaptés au profil de chaque patient.

La comparaison d’agonistes des TLR et NLR a montré des différences dans leur capacité
a induire une réponse immunitaire de type Thi. Pour poursuivre ce projet, il serait
intéressant d’évaluer d’autres agonistes ou association d’agonistes afin d’augmenter la

puissance de la réponse immunitaire antitumorale induite par les vaccins.

“Induction of a strong and persistent antitumor immune response using liposomal vaccines
adjuvanted by monophosphoryl lipid A”

Oncoimmunology, en préparation.

Note : Pour faciliter la lecture, les figures et les légendes de larticle ont été placées
directement dans le texte.
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Abstract

Liposomal platform is a powerful approach for the optimization of peptides and adjuvant
composition in cancer vaccines. We took advantage of a liposomal platform versatility to
develop three vaccine candidates, differing only by their adjuvant composition, containing
a peptide from HA influenza virus protein as CD4 epitope, a peptide from HPV16 E7
oncoprotein as CD8 epitope and TLR4, TLR2/6 or NOD1 agonists as adjuvants. Here, we
compared the therapeutic potential of these three vaccinal candidates and analyzed the
immunological mechanisms involved in their action. Liposomal vaccine containing MPLA
as adjuvant (TLR4 liposomes), was the most effective treatment against the HPV-
transformed orthotopic lung tumor model, TC-1. This vaccine induced a potent Thi-
oriented antitumor immunity, which led to a significant reduction in tumor growth and a
prolonged survival of mice, even when injected after pulmonary tumors apparition. TLR4
liposomes antitumor efficacy was dependent of CD8+* T-cell presence, whereas CD4+ T-
cell depletion enhanced its therapeutic impact. Subcutaneous injection of this treatment
induced the migration of CD103~ skin DCs to draining lymph nodes. We also observed
unexpected differences between TLR and NLR agonists activity. In the same way as TLR4
liposomes, TLR2/6 liposomes induced a Th1-immune response but weak and not sufficient
for a prolonged antitumor activity. Surprisingly, whereas NOD1 liposomes treatment
resulted in the control of early tumor growth, they did not extend survival. The antitumor
activity of NOD1 vaccine was not associated with a specific adaptive immune response.
This study highlights the importance of immune monitoring of cancer vaccine therapy and
shows that our modulable platform can be used for the strategical development of

vaccines.



Introduction

Since the beginning of the 20" century, immunotherapy has emerged as an effective
strategy to overcome drawbacks of standard cancer treatments by harnessing the innate
and specific ability of the immune system to eliminate tumors.'? Among the different types
of immunotherapies, therapeutic cancer vaccines showed tremendous beneficial activity
in different animal models and are currently evaluated in several large-scale clinical
studies.3-5 Cancer vaccines aim at delivering tumor antigens to dendritic cells (DCs), which
will present them, in the form of MHC-peptides complex, to CD4+ and CD8+* T-lymphocytes.
The interaction between these three types of cells result in the differentiation of cytotoxic
CD8* T-lymphocytes (CTLs), able to specifically destroy cancer cells.

Peptide-based vaccines mainly focus on MHC class-| restricted tumor-specific epitope
peptides. However, it is admitted that cancer vaccines should as well induce the
differentiation of CD4+ T-lymphocytes into T-helper cells (Th) to support the desired
immunologic response. To obtain this, one possibility is to use a heterologous MHC class-
Il restricted peptide, which stimulates recall non-tumor specific memory CD4+ T cells,
thereby creating a favorable environment for tumor-specific CTL differentiation.®” Short
peptides used in this strategy have the advantage of low-cost manufacturing and
demonstrated safety. Nevertheless, they are not immunogenic and need to be combined
with a potent adjuvant to trigger DC maturation and improve antigen presentation. In the
last decade, agonists of different types of Toll-like and Nod-like Receptors (TLR and NLR,
respectively) were investigated as vaccine adjuvants and showed promising results in
clinical studies.? In particular, the monophosphoryl lipid A (MPLA, a TLR4 agonist) has
already received FDA approval and is already commercialized by GlaxoSmithKline as
adjuvant system in combination with liposomes (AS01).°

The immune monitoring of cancer vaccine candidates and the understanding of their mode
of action are of critical importance for their application in clinical trials.’™® Collecting
information about the immune response triggered by the vaccine can determine patient
enrollment criteria, help defining prognosis marker and identifying new therapeutic
strategies.!” Most clinical studies focus on the prevalence of circulating CTLs specific to
an immunized TAA epitope although this parameter does not necessarily predict a good
antitumor activity.’" A better anticipation of vaccination efficacy should include studies on
the polarization of T helper immune responses and the measurement of circulating
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cytokines, which should testify for optimal orientation of adaptive responses (i.e. Th1/Th17
rather than Th2).'23 Another major mechanism of tumor resistance relies on
CD4+CD25+*FoxP3* regulatory T-cells (Tregs), which suppress antitumor responses and
might have a negative impact on vaccine efficacy.'#'® Finally, few studies with peptide
based-vaccines assessed their impact on DCs, even though they play a major role in
antitumor immunity.'® In particular, studies on a vaccine including MHC-I epitopes should
take into consideration the targeting of DC subsets able to perform cross-presentation of
exogenous peptides.’ The most prominent DCs with this capacity are conventional type
1 DCs (cDC1: dermal Langerin/CD207+ CD103* DCs and lymph-node resident CD8a*
DCs),'® although cross-presentation might be promoted by maturation conditions in
Langerhans cells,’®20 or dermal conventional type 2 DCs (Langerin/CD207- CD103-
cDC2).21

In this context, we developed a vaccination platform made of lipid nanoparticles
(liposomes), able to co-deliver both MHC class-I and class-Il epitope peptides associated
with various agonists of TLR or NLR. In our platform, the CD8+* T-cell peptide epitope
(referred as CD8 epitope) is a tumor-specific peptide, enabling a cytotoxic response
restricted to tumor cells. The CD4+ T-cell peptide epitope (referred as CD4 epitope) is a
universal helper peptide, which binds a wide range of MHC class-Il human and mouse
alleles and is derived from an antigen sufficiently widespread to ensure the presence of
memory cells in a large part of the human population for a future clinical application of our
platform.?? Once optimized, the CD8 epitope present in our construct might be tunable in
order to address different types of cancer.

In a previous study, we evaluated liposomes co-delivering ErbB2-derived CD8* peptide
epitope, a universal helper peptide from influenza virus, and a synthetic TLR2/6 agonist
(Pam2CAG) in a mouse model of subcutaneously implanted renal carcinoma (RenCa)
expressing human ErbB2 protein. A s.c. administration of this construct led to a potent
antitumor activity in both prophylactic and therapeutic injection schedules.?3:24

These encouraging results prompted us to exploit the versatility of our construct to
decipher the antitumor immune response induced by our vaccination platform in a model
of HPV (human papillomavirus)-16 transformed cancer cells. For this, three peptide-based
liposomal vaccines were conceived, containing two epitopes: a tumor-specific CD8+*
peptide derived from the HPV16 E7 oncogene and an influenza-derived CD4+ peptide used
in our previous studies in association with either TLR2/6, TLR4 or NOD1 agonists. The
antitumor activity of the three vaccine candidates was assessed against the TC-1 cell line,



which is E7-transformed tumor cells derived from murine pulmonary epithelial cells. In
addition to having an identified tumor-associated antigen (TAA), TC-1 cell line is also a
well-described preclinical model for human tumors transformed by HPV, such as non-
small-cell lung cancer (NSCLC) or cervix cancer, which are amongst the deadliest cancer
forms in the world 2526, The therapeutic effects, as well as the immune responses induced
by our three constructs, were deciphered in vivo after s.c. injections at different stages of
cancer progression.
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Results

Physicochemical characterization of liposomal constructs

Three liposomal formulations were conceived, containing two peptide epitopes, HA peptide
(MHC class-II restricted) derived from hemagglutinin A influenza virus protein, and E7
peptide (MHC class-I restricted) derived from HPV16 oncoprotein, in association with one
type of adjuvant: TLR2/6, TLR4 or NOD1 agonists (Table S1). These constructs were
characterized to determine their physicochemical properties. Additionally, the amount of
peptides and agonist was determined (Table S2). Each liposomal formulation exhibited a
uniform size distribution with a mean diameter around 70 nm for plain liposomes (negative
control, without peptides and agonist) and 83 nm for liposomes with peptides and adjuvant,
regardless of their composition. The surface charge was invariably negative (-51 to -61
mV) and the peptide binding rate to the surface of liposome always exceeded 78%. These
specific features (size below 100 nm and negative surface charge) will allow them to be
efficiently drained by the lymphatic system or endocytosed rapidly by DCs at the site of

injection.2”-28

Antitumor efficacy and therapeutic time window

To evaluate the antitumor activity of vaccine candidates in the TC-1 orthotopic pulmonary
tumor model, therapeutic vaccinations were performed after injection of TC-1 cells in the
tail vein of C57BL/6J mice. Given that pulmonary nodules were detectable 8 days after
TC-1 cells i.v. injection (Fig. S1), vaccine candidates were injected at various time points,
ranging from day 2 to day 14, in order to evaluate their therapeutic effect at different stages
of cancer progression. One month after tumor cell injection, lungs were harvested and
contrasted for pulmonary tumor nodules counting. Liposomal vaccine containing the
TLR2/6 agonist was no longer effective when injected 8 days after tumor injection (Fig.
1A). In contrary, liposomes containing TLR4 or NOD1 agonists were able to reduce the
tumor growth even when injected after pulmonary nodules apparition, up to an efficiency
limit at day 12 (Fig. 1B, C). Survival rate of mice treated with the three vaccine candidates
was assessed after therapeutic injections during an early stage of cancer progression
(days 2-4) or after the apparition of pulmonary nodules (days 10-12). Consistent with the
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previous observations, treatment with TLR2/6 liposomes increased survival only of animals
treated at days 2-4 (Fig. 1D) but was ineffective when the treatment was administered
after nodules apparition (Fig. 1E). TLR4 liposomes were significantly efficient in both
administration schedules. Strikingly, when injected at days 10-12, this vaccine allowed
complete tumor regression in 8 mice out of 14, which remained pulmonary nodules-free
after 3 months (Fig. 1E). Surprisingly, under both schedules, NOD1 liposomes failed to
extend survival (Fig. 1D, E), although a decrease of nodule amounts was observed 28
days after tumor cells injection. All these results suggested that the three vaccine
constructs induced antitumor responses that differ from each other in a quantitative and/or

qualitative way.
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Figure 1. Therapeutic efficacy of adjuvanted liposomal vaccines in an orthotopic lung tumor

model.

(A-C) Antitumor activity at various stage of cancer progression, delay of the injection schedule.
After an i.v. injection of 1.105 TC-1 cells, mice received two s.c. immunizations (2 injections, 2-d interval)
of plain liposomes at days 2 and 4, or liposomal constructs containing TLR2/6 (A), TLR4 (B), or NOD1
(C) agonists at different times, beginning at day 2 until day 14 after tumor implantation. At day 28, mice
lungs were collected, contrasted by intratracheal injection of 15% india ink and decolorated in a Fekete
solution overnight. Data represent mean+SEM of tumor nodules count, n>7. (D-E) Survival rate of mice
after therapeutic vaccination. After tumor cells injection, s.c. administrations of liposomal constructs
were performed at days 2 and 4 (D) or days 10 and 12 (E). Percentages of mice survival are shown.
Statistically differences between groups were determined using a one-way ANOVA or a log rank test.
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Monitoring of antitumor immunity

To better understand the difference of therapeutic efficacy previously observed, we
compared the tumor-specific adaptive immune response induced by the three vaccine
candidates in tumor-bearing mice. Therapeutic vaccinations were performed at days 2-4
after i.v. injection of TC-1 cells. One month later, the systemic (spleen) and local immune
responses (lymph nodes draining the injection site, DLNs) were evaluated by ex vivo
counts of IFN-y producing T-cells reacting to vaccine epitopes or tumor cells in an ELISpot
assay. A high number of E7-specific IFN-y producing T-cells were observed in mice treated
with TLR2/6 liposomes in the spleen but not in the lymph nodes (Fig. 2A). On the other
hand, TLR4 liposomes induced a significant adaptive immune response in both the spleen
and lymph nodes. In consistence with results observed on mouse survival (Fig. 1D, E),
NOD1 liposomes failed to induce the differentiation of a high number of E7 specific I[FN-y
producing T-cells, in both immune compartments. A TC-1-specific response was only
observed after TLR4 liposome treatment.

Th1 polarization is mandatory for the differentiation of potent CTLs, the activation of innate
cytotoxic immune cells and has been correlated with a better cancer vaccine efficacy.?®
Therefore, the immune response polarization was evaluated by ELISA measurement, in
the supernatant of splenocyte cultures, of hallmark cytokines for different Th cells subsets:
IFN-y (Th1 response), IL-5 and IL-13 (Th2 response) and IL-17 (Th17 response). In a
similar way to the ELISpot assay, we observed a strong IFN-y production in spleen
supernatants from mice treated with TLR4 liposomes, incubated in presence of E7 peptide
(Fig. 2B) or TC-1 tumor cells (Fig. S2). This potent Th1 immune response was associated
with a lack of IL-5, IL-13 and IL-17 cytokines within this treatment group. The same
tendency was observed for TLR2/6 and NOD1 liposomes, which also promoted IFN-y
production, although at a lower amount. Thus, the vaccine efficacy in our model is
correlated with a significant production of IFN-y, reflecting Th1 polarization of the immune
system. These results confirmed the superiority of TLR4 liposomes, which triggered a
potent antitumor immunity (Fig. 2) in line with the significant tumor regression and

improved mice survival (Fig. 1).
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Figure 2. Monitoring of the antitumor immunity.

(A) Evaluation of adaptive cellular immune response after therapeutic vaccination. Following the
classic schedule (vaccination at days 2/4), mice were treated with plain liposomes (negative control,
n=11) or liposomal constructs containing TLR2/6 (n=8), TLR4 (n=5), or NOD1 (n=4) agonists as
adjuvants. At day 28, spleen and DLNs were collected and pooled according to treatment groups. The
number of IFN-y producing cells was measured by ELISpot after 24 h in presence of HA, E7, irrelevant
peptides (10 pg/mL) or 125.103 TC-1 tumor cells. Results are expressed as meantSEM of IFN-y
spots/106 cells. (B) Cytokines production by splenocytes in response to E7 peptide. ELISA for IFN-
y, IL-5, IL-17 and IL-13 cytokines were performed after 72 h culture period in presence of E7 peptide,
on splenocytes supernatants from mice treated with different vaccine candidates (n=3). Cells incubated
in medium alone were used to calculate the relative fold change in cytokine production. “n” represent
the number of organ batch from independent experiments. Significant differences were determined by
an ANOVA statistical test.

Impact of the depletion of CD8" and CD4" T-cells on the
therapeutic effect

In the context of vaccination-induced antitumor immunity, IFN-y can be produced by CTLs
or Th1 cells. Therefore, we investigated the importance of CD8+ and CD4+ T-cells in the
therapeutic activity of our peptide-based liposomal vaccines. Antibody-mediated
depletions of each cell types were performed prior to vaccine and tumor injections, and
maintained by a weekly challenge until the end point (Fig. S3A). Depletion of CD8* or
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CD4+ T-cells was confirmed by flow cytometry analysis of peripheral blood mononuclear
cells (PBMC, Fig. S3B). Depleted and control mice treated with rat IgG received TC-1 cells
i.v. inj ection, followed by two therapeutic administrations of liposomal candidates at days
2 and 4. As expected, treatments with the three peptide-based vaccines induced a
significant tumor regression in IgG-treated mice, which was abolished in CD8+* T cell-
depleted mice (Fig. 3A). This decrease of therapeutic efficacy was consistent with a clear
reduction of tumor-specific IFN-y-producing T-cells in the spleen and lymph nodes, in
response to E7 peptide (Fig. 3C, D) and TC-1 tumor cells (Fig. S4). In contrast, CD4+ T-
cell depletion improved vaccine efficacy, as shown by the decreased number of lung tumor
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Figure 3. CD8* and CD4* depletion impact on peptide-based vaccines efficacy.

Prior to tumor injection and vaccination (classic schedule), mice received i.p. injection of 200 g rat IgG
(negative control), anti-CD4 or anti-CD8a depleting antibodies, followed by a weekly challenge to
maintained depletion. (A-B) Antitumor efficacy after T-cell depletion. At day 28, mice lungs from
CD8a (A) or CD4 (B) depleting experiments were collected, contrasted by intratracheal injection of 15%
india ink and decolorated in a Fekete solution overnight. Data represent mean+SEM of tumor nodules
count, n=8 or n=4, respectively. Statistically differences between groups were determined using a two-
way ANOVA. (C-D) Inhibition of specific immune response after CD8* depletion (ELISpot in
response to E7 peptide). At day 28, spleen (C) and DLNs (D) from mice treated with rat IgG or CD8a
antibodies were collected and pooled according to treatment groups. The number of IFN-y producing
cells was measured by ELISpot after 24 h in presence of E7 peptide (10 pg/mL). Results are expressed
as meantSEM of IFN-y spots/108 cells (n>3, representing the number of organ batches from
independent experiments).



nodules in comparison with their rat IgG-treated counterparts (Fig. 3B). This effect is most
likely linked to the simultaneous depletion of CD4+* T helper and Treg cells, which relieved
the tumor microenvironment from one of his major suppressive mechanism. Thanks to the
depletion experiments, we demonstrated the importance of CD8+ T-cells for our vaccines
efficacy, which acted at least partially by inducing the proliferation of tumor-specific CTLs.

Activation and migration of skin DCs into the lymph nodes

In order to induce a potent T-cell differentiation, antigen-loaded skin DCs should become
mature and migrate into DLNs after the encounter with adjuvanted-vaccines injected
subcutaneously. Ideally, these antigen-presenting cells should be able to perform cross-
presentation of E7 peptide into MHC-I molecules. Dermal cDC1 (CD103* Langerin*) and
CD8a* LN-resident DCs were described as the most efficient cross-presenting DCs. 1821
Although other skin DC subsets, including epidermal LCs and cDC2 subset, might show
potency under certain maturation conditions. 92"

For these reasons, we characterized skin-derived and LN-resident DC subsets in DLN
following liposomal vaccination. We quantified the migration of DCs from the skin by
assessing their frequency inside DLNs and the activation status of all subsets by
measuring their expression of the maturation marker CD86. DLNs were harvested 48 h
after a single s.c. injection of the different constructs and the percentage of four DC subsets
was subsequently examined by flow cytometry (Fig. 4, using the gating strategy in Fig.
S5). Cholera toxin was used as positive control in our experiment, since it induces potent
dermal DC activation and migration.3® Two days after vaccine injection, we observed the
migration and maturation of skin DCs into the DLNs by comparing them to the negative
control group (plain liposomes). We did not observe any variation of lymph-node residing
DCs, in particular CD8a+* DCs, in term of frequency or CD86 surface expression. TLR4
liposomes were the only vaccine able to induce a strong migration of Langerin/CD207-
CD103™ ¢cDC2 into the DLN, which was similar to positive control group treated with cholera
toxin (Fig. 4A). Surprisingly, CD86 expression of migratory cDC2 after TLR4 liposome
injection was not significantly affected (Fig. 4B, C). These results indicate that the
adjuvants in our constructs should preferentially act by increasing the number of migratory,
potentially antigen-loaded DCs from the skin, rather than boosting the maturation status of
migratory or resident DCs. Interestingly, the least potent vaccine candidate, TLR2/6
liposomes, did not modify the frequency of migratory DCs (Fig. 4A), yet triggered a strong
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activation of dermal cDC1 and cDC2 (Fig. 4B, C). NOD1 liposomes had no significant
impact on the migration or activation of DCs, and Langerhans cells appeared unaffected

by vaccination with either vaccines.
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Figure 4. Migration and activation of skin DCs after peptide-based vaccines s.c. injection.

Tumor-free C57BL/6J mice were left untreated (nt) or received a s.c. injection of plain liposomes, TLR2/6
liposomes, TLR4 liposomes, NOD1 liposomes or cholera toxin (Chol. Tox.) into their right flank. Flow
cytometric analysis of DLN resident or migratory DC subsets were performed 48 h after immunization.
Gating strategy for CD8a*, CD103-, CD103+ and Langerhans DCs are shown in Fig. S5. (A) Frequency
of DC subsets among CD11c* cells. Each data point represents measurement obtained in 6-8 mice
from two independent experiments. (B) Representative comparison of CD86 expression from an
untreated mouse (shaded histograms), a mouse treated with Chol. Tox. (empty histograms with solid
lines) and FMO control (histograms with dotted lines). (C) Mean fluorescence intensity of CD86
surface density on four different DC subsets, from 5 treatment groups. Data are the mean+SEM of two
independent experiments, with at least 3 mice per condition. Significant differences were determined by
a 2-way ANOVA statistical test.



Discussion

Taking advantage of a liposomal platform created by our laboratory, we recently defined
the optimized epitope composition and adjuvant doses of three peptide-based antitumor
vaccines, which differed only by their adjuvant composition (Chapitre 1).The hereby report
sought to evaluate the therapeutic activity of these constructs in a preclinical model of
HPV-transformed tumors, and to gain more insight into their immunological mode of action
by evaluating in vivo the immune response polarization and the immune cells involved in
this response. For this, we studied the role of CD4+ and CD8~ cells but also the DC subsets
that are affected by the three peptide-based vaccines. Indeed, DCs subsets express
different Toll-like or Nod-like receptors, depending on their origin or phenotype, and may

then react differently in presence of various vaccine compositions.31.32

Among the three vaccine candidates we evaluated, MPLA containing-liposomes (TLR4
agonist) were undoubtly the most effective treatment against TC-1 orthotopic pulmonary
model. This vaccine was able to significantly reduce the tumor growth, when administered
up to 2 weeks after tumor cells injection. This is an impressive result given the fact that
pulmonary nodules were detectable 8 days after TC-1 cells i.v. injection and that the rapid
growth of this cell line lead to the death of untreated mice around day 30. TLR4 liposomes
induced a long-lasting antitumor activity associated with a better survival of mice, which
was strikingly more effective when injected at a later stage of cancer (Fig. 1E). We
assumed that the efficacy of our vaccine was improved by the presence of growing tumor
nodules, which may have magnified the antitumor immune response, as an antigen source
and pro-inflammatory inducer. Indeed, it was already shown that immune checkpoint
inhibitors333 or vaccines®43% had a greater therapeutic efficacy before tumor surgery, in
preclinical and clinical studies.

TLR4 liposomes triggered the induction of a systemic and local Th1 immune, associated
with a unique production of IFN-y by immune cells, observed in cell supernatants as well
as in ELISpot assay. As expected, depletion of CD8* T-cells drastically decreased the
antitumoral immune response, whereas depletions of CD4+ T-cells did not. At first, this
observation was very surprising given the absolute requirement of CD4+ Th1 cells for the
maturation of CD8+ cytotoxic T-cells. Nevertheless, the depletion of CD4+ cells could have
affect the CD4+ Foxp3* subset (Treg) responsible for the suppression of CD8+* T-cells
maturation and proliferation.36:37 The decrease in Treg cells triggered in our depletion
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experiment might have induced the conversion of “cold” to “hot” tumors, hence helper T-

cells were no longer mandatory for CTLs to reduce the tumor growth.38

HPV-transformed tumors such as cervical cancer and non-small-cell lung cancer (NSCLC)
are amongst the deadliest cancer in the world. HPV oncogene protein E7 is responsible
for the induction of cellular transformation and its expression by tumor cells provide a
unique antigen, which can be targeted by cancer vaccines. This study was performed on
a E7-transformed cell line derived from mice pulmonary epithelial cells, the TC-1 cell line,
which had proven to be an accurate preclinical model for the prediction of human vaccines
efficacy.3240 Various E7 antigen-based vaccines were already assessed against
subcutaneous or orthotopic pulmonary TC-1 tumors such as recombinant virus,*'-4> Shiga
toxin B-subunit protein fusion,*¢ dendritic cells,*”#¢ mRNA or DNA vaccine,*?-5! syngeneic
cells,52 whole protein with complete Freund's adjuvant,5354 and synthetic long peptides.®
Most of these studies presented a great efficacy within prophylactic and challenge
experiments. However, we are not aware of any published studies involving E7-based
vaccines, which showed a good therapeutic effect and long-lasting antitumor activity in
primary tumor-bearing mice, such as the TLR4 liposomes.

The Pam2CAG, used as TLR2/6 agonist, was the least effective adjuvant against TC-1
orthotopic lung tumors. However, in our previous studies using an ectopic model of s.c.
implanted RenCa cells, TLR2/6 liposomes have shown a certain efficacy during early
stages of tumor progression.2324 Regarding the literature, TLR2 targeting formulations
were rarely used in therapeutic vaccination, since the CD4+ T-cell polarization triggered by
TLR2 activation differs between agonists and mice strains. The same TLR2 agonist had
been reported by several studies to induce either Th2, Th1, or Th17 polarization.5¢

The most puzzling effect was observed with NOD1 liposomes, which were able to
significantly reduce the tumor growth during the first month after TC-1 injection, but failed
to increase mice-bearing tumor survival, even when injected at days 2-4. Given these
observations, NOD1 liposomes seemed to induce a transient antitumor effect but did not
induce a long-term memory immune response. This hypothesis was confirmed by the
immune monitoring of NOD1 liposomes-treated mice which did not have a significant
number of IFN-y producing T-cells specific of the E7 peptide, compared to the control.
Likewise, CD8-depleted mice treated with NOD1 liposomes presented the same number
of tumor nodules than IgG-treated counterpart (Fig. 3A). Then, we postulated that NOD1
liposomes may act via the activation of innate lymphoid subsets, as it was already shown
that NKT and NK cells express NOD1. Their stimulation with NOD1 agonist induced a



strong IFN-y production and enhanced their cytotoxic activity.57-58 Accordingly, the amount
of IFN-y detected in cell supernatant (but not in ELISpot Assay) could have been produced
by innate lymphoid subsets such as NK, NKT or yd T-cells.?® However, the stimulation of
innate subsets did not seem to be efficient enough in this model, as it seemed that a strong

and specific antitumor immunity is essential for the vaccination therapeutic effect.

Two studies have shown that the co-stimulation of NOD1 and TLR2 could induce a
synergistic effect on the induction of a cytotoxic immune response by targeting NKT cells®”
or DC® in the context of bacterial infections. In this respect, our liposomal platform could
be used to combine inside of the same nanoparticle NOD1 and TLR2 agonists and assess
their simultaneous administration as vaccinal adjuvants for cancer therapy, which may

have the potential to stimulate both innate and adaptive immunity.

The differences in the efficiency of the three peptide-based liposomal vaccines could be
explained by the ways in which these constructs interact with the DCs. NOD1 liposomes
did not impact neither the migration nor the activation of DCs, which corroborate the
hypothesis that it act independently of an adaptive cytotoxic immune response.
Surprisingly, the least effective vaccine containing the TLR2/6 agonist induced the
strongest maturation of skin DCs subsets (CD103- and CD103* DCs), known to be
involved in the cross-presentation of tumor antigens.2'8" No migration was measured with
TLR2/6 liposomes, thus we postulated that this treatment targeted directly the migratory
DCs into the lymph nodes. Indeed, it was already shown that liposomes are efficiently
drained by the lymphatic system after s.c. administration.?” In contrary, TLR4 liposomes
did not affect the maturation of DCs, at the time when analysis were performed, but
induced an impressive migration of CD103~ DCs originated from the dermal tissue.
Therefore, it seems that peptide-based liposomal vaccines efficacy should be correlated
to an increase of the number of migratory DCs from the skin, rather than an activation of
migratory or resident DCs.

The type of platform used in this studies can overcome major drawbacks in the
development of potent vaccines by enabling: i) the selection of specific antigens, ii) the
optimization of adjuvants composition and iii) the evaluation of antigen-adjuvant
association, necessary to avoid unspecific immune responses or inefficient T helper
polarization.62 More importantly, this study highlights the need to study adjuvant
mechanism and identify immune features required to benefit from one type of vaccination
composition. Thanks to this approach, we selected the TLR4 liposomes as the best
vaccines against an HPV-transformed tumor model, containing the E7 tumor peptide, an
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universal T helper epitope and MPLA, the TLR4 agonist within liposomal nanoparticles. A
tunable vaccination platform is an innovative tool to facilitate vaccine manufacturing, but
may also ultimately be of interest for the conception of personalized medicines. A vaccine
containing a universal helper peptide and a strong adjuvant could be the core of preformed
personalized drugs, which will be associated at the bedside to neoantigenic peptides

sequenced from patient biopsies.%2-64



Material and Methods

Formulation and characterization of liposomal constructs

Protocols for liposomal formulation and characterization are presented in Supplementary
Methods, and were based on our previous publications.?465

Peptides and agonists

Synthetic peptides were obtained from Genosphere Biotechnologies. The influenza virus
haemagglutinin-derived peptide, HA 307-319 (PKYVKQNTLKLAT-C), refers to CD4
epitope. The peptide derived from HPV16 oncogene protein, E7 49-57 (RAHYNIVTF-C),
refers to CD8 epitope. MART 27-35 (AAGIGILTV) is an irrelevant peptide for this tumor
model and was used as negative control during ELISpot assay. The lipopeptide S-[2,3-
bis(palmitoyloxy)-(2R)-propyl]-(R)-cysteinyl-alanyl-glycine (Pam>CAG, TLR2/6 agonist)
was synthesized in the laboratory as previously described.f¢ The lipopolysaccharide
derivative monophosphoryl lipid A (MPLA, TLR4 agonist) and the acylated derivative of
the dipeptide y-D-Glu-mDAP (C12iEDAP, NOD1 agonist) were purchased from Invivogen
(San Diego, CA).

Animals

Specific-pathogen-free 6-8 week old male C57BL/6J mice were purchased from Charles
River Laboratories. In vivo experiments were performed in full compliance with the CEE
directive 2010/63/EU adopted on 22 September 2010, relating to the protection of animals
used for experimental purposes and was done in compliance with the French law (décret
n°2013-118, 1 February 2013). Experiments were performed with the approval of the local
Animal Care and Use Committee of Alsace (authorization number: APAFIS #10825-
2017073117337272).

Tumor cell line

All the reagents use for cell culture were purchased from Sigma-Aldrich. TC-1 cells,
expressing E7 protein from HPV16, were obtained from ATCC® (CRL-2785™). TC-1 cell
line was derived from pulmonary epithelial cells of C57BL/6J mice, immortalized by
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transduction of the LXSN16E6E7 retroviral vector and subsequently transformed with the
pVEJB plasmid expressing activated human c-Ha-ras gene.®” Cells were cultivated in
RPMI 1640 culture medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum
(FCS), 100 UI/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin and were incubated at 37 °C in
5% COz2, 80% humidity.

In vivo evaluation of liposome-based vaccines

A total of 1x10° TC-1 cells were injected intravenously in the tail vein of C57BL/6J mice in
100 pL normal saline solution, except for DC subsets analysis, which was performed on
tumor-free mice. In each experiment, mice received two s.c. immunizations in the right
flank at 2-days interval. Treatments with liposomal vaccines contained 15 ug E7 peptide
or an equivalent amount of lipids (~1 mg) for plain liposomes (negative control). The
interval between tumor injection and therapeutic vaccinations varied as specified in each

figure legends.

CD4 and CD8a depleting antibodies (clone GK1.5 and 53-6.72 respectively) were
purchased from eBioscience. Depletions of CD8*or CD4+ cells were performed by a single
i.p. injection of 200 ug depleting antibodies one day before tumor implantation, followed
by a weekly recall injection. Purified IgG from rat serum (Sigma) was injected into control
mice. Blood was sampled from the submandibular vein of the cheek pouch with a 5-mm
lancet to monitor the depletion of CD8+ or CD4+ T-cells at day -3, 7, 14 and 21 by flow
cytometry analysis of PBMC (see Supplementary Methods).

Mice bearing tumors were euthanized at day 28 after tumor injection (except for survival
experiments) or whenever they showed signs of pain and discomfort. After the sacrifice,
spleen, lymph nodes draining the site of injection and lungs were harvested for the
evaluation of antitumor immunity or tumor growth progression. Mice lungs were contrasted
by intratracheal injection of 15% India Ink solution, followed by bleaching into a Fekete'’s
solution. For each mouse, the number of white tumor nodules on the black surface of lungs

was counted using a magnifier lamp.

For DC subsets migration and activation analysis, negative and positive control groups
were added: untreated mice or cholera toxin injection (2 ug/dose, Sigma). Tumor-free
C57BL/6J mice received only one treatment injection and 48 h after, inguinal DLN from the
right flank were harvested for digestion, labeling and flow cytometry analysis.



Lymph node and spleen cell suspensions

DC subsets analysis: DLN cell suspension was obtained by mechanical disruption,
digestion (Collagenase D, DNAse |, Roche Applied Science) for 1 h at 37 °C and filtration
on 100 um nylon mesh cell strainer.

ELISpot and ELISA assays: Spleen and lymph nodes draining the injection site (axillary
and inguinal) from the same group treatment were pooled, dissociated and filtered onto a
70 um nylon mesh cell strainer (BD Falcon™). Resulting cell suspensions were centrifuged
at 200g for 5 min and lymph node cell pellet was resuspended in RPMI medium, where
FCS is replaced with 2% normal mouse serum (Dominique Dutscher). To remove red blood
cells, the spleen cell pellet was resuspended in ammonium-chloride-potassium (ACK)
lysing buffer (0.15 M NH4CIl, 1 mM KHCOs, and 0.1 mM EDTA, pH 7.4) at room
temperature for 30 s. ACK was diluted 10 times in RPMI to stop the lysis, centrifuged and
the spleen cell pellet was resuspended in RPMI 2% normal mouse serum. Cells were
counted and diluted before used in further ex vivo experiments (see protocols below).

IFN-y ELISpot assay

PVDF membrane 96-well plates (Multiscreen® HTS filter plates, Merck Millipore) were
activated with 35% ethanol and coated with purified anti-mouse IFN-y (clone AN-18,
eBioscience) in PBS overnight at 4 °C. After three washes, membranes were blocked with
RPMI 10% FCS for at least 2 h at 37 °C, and washed again with RPMI without FCS. Spleen
or DLN suspensions were cultured in triplicates (4.10° cells/mL), in presence of
recombinant human IL-2 (30 Ul/mL), with CD4+ or CD8* T-cell epitopes (10 pg/mL),
irrelevant peptide (10 pg/mL) or TC-1 tumor cells (125.10% cells/mL). Cells cultured in
medium alone or with 1.25 ug/mL of concanavalin-A (Sigma) were used as negative and
positive controls, respectively. After 20-24 h at 37 °C, 5% COo, plates were washed with
PBS 0.01% Tween 20 and immunospots were revealed using consecutive incubations with
biotinylated anti-IFN-y detection antibody (clone R4-6A2, eBioscience), alkaline
phosphatase-conjugated extravidin and BCIP/NBT solution (Sigma). Spots were counted
using a Bioreader 4000 PRO-S (Biosys, Karben, Germany). The number of spots obtained
with the negative control (medium alone) was subtracted from other conditions, normalized

per 108 cells and averaged for each triplicate.
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ELISA

Cytokine levels in spleen cell supernatants were measured by ELISA, after 72 h incubation
in the same conditions as IFN-y ELISpot assay. IFN-y, IL-5, IL-13 (eBioscience) and IL-17
(R&D systems) antibody pairs and standard were used at concentrations recommended
by manufacturers. Briefly, purified antibodies in a 0.05 M pH9.6 carbonate/bicarbonate
buffer were adsorbed on ELISA plates (Microlon™, Greiner Bio-One) overnight at 4 °C,
before blocking with PBS 0.05% Tween 20 containing 1% BSA (1 h, 37°C). 50 uL of
supernatants in duplicate were then incubated (2 h, 37 °C), followed by incubations with
biotinylated antibodies detection in blocking buffer (1 h, 37 °C). Horseradish peroxidase-
conjugated streptavidin was then added (45 min, 37 °C) and revelation was conducted by
adding a solution of 1.25 mM tetramethylbenzidine and 13.05 mM H202 in 0.1 M pH 5
citrate buffer. After 15 min, enzymatic reaction was stopped by the addition of 1 M HCI and
the absorbance was read at 450 nm with a spectrophotometer (Safas SP2000, Xenius
5801, Monaco). Fold change was determined by dividing the amount of cytokine observed
under each condition by the one obtained with negative control (medium alone).

Flow cytometry analysis

For DC subsets analysis, anti-Langerin/CD207-AF488 (clone 929F3.01) (Dendritics), anti-
CD103-PE (clone M290), anti-CD8a-PercP/Cy5.5 (clone 53-6.7), anti-CD11c-PE/Cy7
(clone HL3) (BD Pharmingen™), anti-CD86-APC (clone PO3), anti-MHC class Il (I-A/I-E)-
Alexa700 (clone M5/11415.2) (Biolegend) antibodies were used for flow cytometry at

concentrations recommended by manufacturers.

Prior to antibody staining, dead cells were labelled with FVD-eFluor450 (eBioscience) and
Fc-receptors were blocked with FcR blocking reagent (Miltenyi Biotech) for 15 min. Cells
were then incubated with the staining antibodies during 30 min at 4°C. For cell
permeabilization and fixation, the pellets were resuspended in BD Cytofix/Cytoperm™
buffer followed by an internal staining with anti-Langerin-AlexaFluor488 for 30 min at 4 °C.
Data were acquired on a Gallios flow cytometer (Beckman-Coulter, Brea, CA) and analysis
was performed with Flowjo® software (version 10.2, Ashland, OR).

Statistical analysis

All data are presented as mean+SEM and were calculated with the GraphPad Prism 7.0
software. Statistical differences obtained in the ELISpot assay, depletion experiments and



DC subsets analysis were determined by a two-way ANOVA with Dunnett’'s multiple
comparison posthoc test. A One-way Anova was performed for the comparison of tumor
count and ELISA protein fold change; a nonparametric test (Kruskal-Wallis) was used
instead when recommended. Survival curves were compared with a Log-rank test.
Difference between groups was considered statistically significant for p<0.05 (one
symbol), p<0.01 (two symbols), p<0.001 (three symbols) or p<0.0001 (four symbols).
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Supplementary figures

Table S1. Composition of formulated liposomes

Lipid bilayer Peptides
Liposomal
n - . - Molar
construct Composition Molar ratio Composition ratio
Plain Ip. PC/PG/Chol 54/13/33 HA/E7
TLR2/6 Ip.
(HA-E7-PamzCAG) PC/PG/Chol/DPGmal/Pam2CAG  50.9/13/33/3/0.1 HA/E7
TLR4 Ip.
PC/PG/Chol/DPGmal/MPLA 51/13/33/3/0.007 HA/E7 0.75/0.75

(HA-E7-MPLA)

NOD1 Ip. PC/PG/Chol/DPGmal/C12iEDA

(HA-E7-C12iEDAP) P 50.8/13/33/3/0.3  HA/E7

PC: phosphatidylcholine, PG: phosphatidylglycerol, Chol: cholesterol, DPGmal: dipalmitoyl glycerol-maleimide, Pam,CAG:
dipalmitoyl-cysteine-alanyl-glycine, MPLA: monophosphoryl lipid A, C12iEDAP: acylated derivative of the dipeptide y-D-Glu-
mDAP.
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Table S2. Physicochemical properties of liposome-based constructs. Results are the

mean of at least 8 independent formulations (with 3 consecutive measurements in each

preparation). Measurements were performed after thawing at room temperature.

Vaccine .

constructs Size
Average
diameter

(nm)

Plain Ip. 70+13

TLR2/6 Ip. 76114

TLR4 Ip. 89+20

NOD1 Ip. 83+16

PDI: polydispersity index

PDI

0.187

0.236

0.215

0.216

Zeta

potential

(mV)

-60+8
-51+6
-63+6

-61+6

Peptide
coupling
rate
(%)

78

80

83

Adjuvant
(dose/
injection)

2.4 g
0.2 ug

2.2 ug

E7 peptide
(dose/
injection)

15 g

*The amount of adjuvants differed since their optimal dosage was already determined in a previous publication (Chapitre 1)
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Figure S1. Progression of tumor nodule number after i.v. injection of TC-1 cells. Mice
received an i.v. injection of 1.10% TC-1 cells and were sacrificed at different times after
injection. Lungs were harvested and contrasted for tumor counting. Data represent the
mean + SEM (n=3).



Chapitre 2

IFN-y IL-5 IL-17 IL-13
25 25 25
T 0 20 20 20
E
f=
g 185 [ 15 15 15 L
8
% 10 N 10 10 10 \
e 5 § 5 5 5 T § -
ol 1 m & — ol s S ol s o — 0 & :
e e NN e e @ e e o
\@°\Q &\%\ «&b‘\ 00\\ \&Q\i&ﬁ%\q«ﬁ \Q\@Q\\Q Q\”}O\/\s@\b\ «&h\&o\\ Q\"b\{i@"}%\ N b‘\‘\oo\\

Figure S2. Cytokines production by splenocytes in response to TC-1 cells. ELISA for

IFN-y, IL-5, IL-17 and IL-13 cytokines were performed after 72 h culture period in presence

of TC-1 cells, on spleen supernatants from mice treated with different vaccine candidates

(n=3). Cells incubated in medium alone were used to calculate the relative fold change in

cytokine production.
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Figure S3. Confirmation of T lymphocyte depletions using flow cytometry analysis

of PBMC. (A) Injection and blood collection schedule. Blood samples from the

submandibular vein of the cheek pouch were collected at different times in mice treated

with i.p injection of rat IgG, anti-CD4 or anti-CD8a depleting antibodies. (B) Monitoring of

depletion by flow cytometry. PBMC suspensions were prepared from blood samples
and stained with FITC-anti-CD4 or APC-anti-CD8.2 antibodies. Results are shown on dot
plots with a logarithmic scale, the percentage of positive cells is given in each dot plot.
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Figure S4. Inhibition of specific immune response after CD8* depletion (ELISpot in
response to TC-1 cells). Prior to tumor injection and vaccination (classic schedule), mice
received i.p. injection of 200 g rat 1gG, or anti-CD8a depleting antibodies, followed by a
weekly challenge to maintain the depletion. At day 28, spleen (C) and DLN (D) from mice
treated with rat IgG or CD8 antibodies were collected and pooled according to treatment
groups. The number of IFN-y producing cells was measured by ELISpot after 24 h in
presence of 125 x 102 TC-1 tumor cells. Results are expressed as mean + SEM of IFN-y
spots/10°© cells (n>3).
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Figure S5. Gating strategy for flow cytometry analysis of DC subsets activation and
migration into DLN. Total DLN cells were pre-treated with a viability dye and FcR blocking
reagent before being stained with a mixture of antibodies to identify DC subsets (MHC
class-Il, CD11c, Langerin, CD103, CD8a) and evaluate their activation (CD86).

Among singlets (gate a, b), live cells (gate ¢) and MHC+, CD11c* cells (gates d, e), two
populations were separated according to their expression of MHC-II and Langerin. The
MHC-1Imd, Langerin~ population (gate f), representing lymph node resident DCs, was
further analyzed for CD8a expression to identify CD8a* resident DCs (gate h). Skin DCs
(gate g; MHC-IINgh Langerin+~) were further examined for CD103 and Langerin expression,
dividing them into 3 populations: CD103- DCs (gate |; CD103-, Langerin~), Langherans
cells (gate j; CD103-, Langerint) and CD103* DCs (gate k; CD103+, Langerin*). CD8a*
DC, CD103™ DCs, Langerhans cells and CD103+ DCs were analyzed for their expression
of the maturation marker CD86.
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Supplementary methods

Formulation of liposomal constructs

Lipids and adjuvants

Egg yolk L-a-phosphatidylcholine (PC), and cholesterol (Chol, recristallized in methanol)
were purchased from Sigma-Aldrich. Egg yolk L-a-phosphatidyl-DL-glycerol (PG) was
purchased from Avanti Polar lipids. Lipids purities exceeded 99%. The lipopeptide S-[2,3-
bis(palmitoyloxy)-(2R)-propyl]-(R)-cysteinyl-alanyl-glycine (Pam>CAG) and the thiol-
reactive dipalmitoylglycerol-maleimide anchor (DPGmal) were synthesized in the
laboratory as previously described.'? The lipopolysaccharide derivative monophosphoryl
lipid A (MPLA) and the acylated derivative of the dipeptide y-D-Glu-mDAP (C12iEDAP)
were purchased from Invivogen. All reagents were conserved under argon atmosphere at
-20 °C, in a powder form or dissolved in chloroform/methanol (9/1, v/v).

Synthetic peptides

See Material and Methods section in the main publication.

Formulation of peptide-based liposomes

Multilamellar vesicles (MLV) were prepared by lipid film hydration technique as described
previously.3 Briefly, a chloroform/methanol solution (9/1, v/v) containing a mixture of lipids,
adjuvant and/or DPGmal anchor were mixed in a round-bottom Pyrex tube, and was
completely dried under high vacuum for 45 min. Molar ratios of each component are shown
in Table S1. The resulting lipid film was then hydrated in 10 mM Hepes buffer (pH 6.5)
containing 5% (w/v) sorbitol at a final phospholipid concentration of 15 mM, leading to the
formation of MLV. This suspension was then sonicated (1 s cycle every 3 s) during 1 h at
room temperature under a continuous flow of argon, using a Vibra Cell 75041
ultrasonicator (750 W, 20 kHz, Fisher Bioblock Scientific, Waltham, MA) equipped with a
3 mm-diameter tip probe (40% amplitude). The resulting small unilamellar vesicle (SUV)
preparations were centrifuged at 13,000 g for 15 min to remove the titanium dust

originating from sonication probes.



Peptide conjugation to liposomes

Peptides were first dissolved in milliQ water and potential disulphide bonds were reduced
in presence of 0.7 M eq. tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (Sigma) for 15 min
under argon at RT. Equimolar quantities of CD4 and CD8 peptide epitopes were then
coupled to preformed DPGmal-containing SUV by Michael addition at pH 6.5 (0.5 molar
eq. of each peptide compared to surface accessible thiol-reactive maleimide functions).
After 4 h under argon at room temperature, a 10-fold excess of B-mercaptoethanol was
added for 30 min to inactivate all unreacted maleimide groups on internal and external
surface of SUV. Then, the formulation was extensively dialyzed (Spectra/Por, exclusion
limit of 12-14 kDa, Spectrum laboratories) against a 10 mM Hepes buffer (pH 7.4)
containing 5% (w/v) sorbitol to eliminate unconjugated peptides and excess of reagents.
Finally, 4% glucose (w/v) was added as a cryoprotectant and formulations were snap

frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C until further usage.

Physicochemical characterization of liposomal constructs

Nanoparticle diameter

The average diameter of formulated liposomes was measured by dynamic light scattering
using a Zetasizer Nano-ZS (Malvern instruments, Orsay, France) with the following
specifications: viscosity: 1.014 cP; refractive index: 1.34; scattering angle: 90°;
temperature: 25 °C. SUV were diluted at 1/100 in 10 mM Hepes buffer (pH 7.4) containing
5% (w/v) sorbitol, and the results presented are the average of 8 independent formulations
(with three consecutive measurements per formulation). Data were analyzed using the
multimodal number distribution software included with the instrument. Particle size is
expressed in intensity. Sample are considered monodispersed when the polydispersity
index (PDI) is < 0.3.

Zeta potential

Zeta potential of liposomes was determined at 25 °C using a Zetasizer Nano-ZS. The
samples were dispersed at 1/100 in 10 mM Hepes buffer containing 5% (w/v) sorbitol (pH
7.4) and the zeta potential was calculated from the electrophoretic mobility based on the

Smoluchowski approximation.
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Phosphatidylcholine assay

The PC content of formulated liposomes was determined using an enzymatic assay with
the LabAssay™ Phospholipid kit (Wako Pure Chemical industries Ltd). Briefly, 1-2 uL of
SUV were incubated with 200 L of the enzymatic reagent in triplicates in a 96-well plate.
The reagent contains a phospholipase C that releases the choline, which is then oxidized
by the choline oxidase. The reaction produces hydrogen peroxide needed by the
peroxidase to convert a chromogen into a blue product. After 10 min at 37 °C, absorbance
was measured at A = 595 nm using a microplate reader (Safas SP2000, Xenius 5801,
Monaco). PC content in each sample was determined from a calibration curve prepared
with purified choline chloride.

Peptide assay

The quantification of conjugated peptides in each formulation was performed using
fluorescamine (4-Phenylspiro-[furan-2(3H),1-phthalan]-3,3"-dione, Sigma-Aldrich) in a
fluorometric assay. Briefly, amino acids were generated during acid hydrolysis of peptide-
conjugated liposomes by the addition of 12N HCI, at 110 °C for 12 h in a heating module
(Pierce Reacti Therm [lI™ Thermo Fisher scientific). After neutralization by the addition
of 6N sodium hydroxide, 20 uL of the hydrolysis solution was added to 750 uL of 50 mM
sodium borate buffer (pH 9), followed by the addition of 250 L of fluorescamine solution
in dioxane (300 mg/L). Fluorescence was measured immediately at Aexcitation = 400 nm and
Aemission = 480 nm. A physical mixture of plain liposomes and peptides were used to
establish a calibration curve. Coupling rates were calculated relative to the quantity of

surface-exposed maleimide functions.

Monitoring of CD8" or CD4" depletion by flow cytometry

The efficiency of CD8* or CD4+ cells depletion was monitored by flow cytometry analysis
of peripheral blood mononuclear cells. Blood samples from the submandibular vein of the
cheek pouch of mice were collected into Capiject tube (Terumo T-MQK). To remove red
blood cells, uncoagulated blood was resuspended in ammonium-chloride-potassium
(ACK) lysing buffer (0.15 M NH4Cl, 1 mM KHCOs, and 0.1 mM EDTA, pH 7.4) and
incubated at room temperature for 10 min. After centrifugation and washing into cold PBS
2% FCS, the white blood cell pellet was incubated with @CD16/CD32 (clone 93,
eBioscience) for 10 min at 4°C. Then the cells were stained with the following antibodies,



used at concentrations recommended by the manufacturer: anti-CD4-FITC (clone RM4-4)
and anti-CD8b.2-APC (clone 53-5.8) (Biolegend). BD FACSCalibur™ (BD Biosciences)
was used for flow cytometry acquisition and analyses were performed with the FlowJo®
software (version 10.2, Ashland, OR).
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CHAPITRE 3

Optimisation de la composition des

vaccins peptidiques a base de liposomes :

intérét de I'association d’agonistes des
TLR et NLR



L'intelligence, c'est la capacité de s'adapter au changement.
Stephen Hawking



Bien que dans le domaine de la vaccination les travaux se soient concentrés pendant
de nombreuses années sur la spécificité des vaccins et lidentification des TAA, il est
maintenant évident que la sélection des adjuvants est une étape tout aussi importante
dans I'élaboration d’'un vaccin. En effet, les adjuvants influencent grandement le type et la
puissance de la réponse immunitaire déclenchée et sont indispensables pour activer les
DC et surmonter 'immunotolérance des tumeurs (Banday et al. 2015; Khong & Overwijk
2016a). Comme détaillé dans I'introduction, les agonistes des TLR et NLR font partie d’'une
nouvelle classe d’adjuvants et ont déja montré des résultats trés prometteurs en thérapie

contre le cancer (Vacchelli et al. 2012b; Maisonneuve et al. 2014).
1. Agonistes des PRR et nanoparticules

Un des obstacles majeurs a l'utilisation d’agonistes des TLR solubles est leur forte
toxicité systémique, en raison de leur diffusion dans d’autres tissus et le sang a partir du
site d’administration. En effet, les premiers essais de thérapie avec des agonistes solubles
ont induit des chocs cytokiniques et divers effets secondaires liés a I'inflammation induite
par la circulation systémique de ces adjuvants (Engel et al. 2011). L’association
d’agonistes des TLR a des nanoparticules a rapidement été évoquée comme étant la
meilleure option pour diminuer la toxicité intrinséque de certains agonistes et favoriser

'administration de molécules peu solubles (Storni et al. 2005).

Afin de mimer la stimulation de plusieurs PRR par un pathogene, il a été tres
récemment proposé d’utiliser des combinaisons d’agonistes pour induire une activation

synergique des DC dans le cadre de la vaccination.
2. Association d’agonistes des TLR

Les TLR sont les premiers PRR a avoir été découverts ; ils forment une famille de
récepteurs trés bien caractérisés, capables de se lier a un grand nombre d’agonistes
synthétiques (Bhardwaj et al. 2010). La combinaison d’agonistes de TLR a donc été une
des premiéres stratégies envisagées, qui a déja montré des résultats prometteurs dans
des modeles précliniques (cf. ci-dessous).
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2.1.  Administration conjointe

Une équipe a recemment évalué des combinaisons de 2 ou 3 agonistes des TLR,
conjugués séparément a des nanoparticules de PLGA puis administrés conjointement
avec de l'ovalbumine comme antigéne de référence (Madan-Lala et al. 2017). lls ont
montré que l'association d’agonistes du TLR4/TLR7 ou TLR4/TLR7/TLR8 favorisait la
cross-présentation de peptides, et I'induction d’'une réponse immunitaire de type Th1.
Une autre équipe a également confirmé l'intérét de la co-administration d’agonistes des
TLR4 et TLR9, associés séparément a des nanoparticules de PLGA/PEI [poly (éthylene
imine)] (Ebrahimian et al. 2017).

La co-administration d’agonistes ayant des solubilités différentes pose cependant
soucis, a cause de leur cinétique de rétention et/ou de diffusion qui different. Ces
différences affectent leur vitesse d’internalisation par les DC et de diffusion dans la
lymphe, ayant pour conséquence qu’'une méme DC ne pourra percevoir le signal induit
que par un seul des deux agonistes avant de migrer et de devenir mature. Il est donc
préférable d’associer deux agonistes a une méme nanoparticule afin de contréler leur effet

dépot et s’assurer de leur délivrance simultanée a une DC.

2.2. Association a une méme nanoparticule

Plusieurs équipes ont effectivement démontré l'effet synergique de I'association, au
sein d’'un méme vecteur : des agonistes des TLR4 et TLR9 a des liposomes (Zhu et al.
2018), des TLR4 et TLR7 a des nanoparticules de PLGA (Kasturi et al. 2011) et des TLR3
et TLR9 encapsulés dans des liposomes (Bayyurt et al. 2017). Lors de ces trois études,
des antigenes de mélanome (TRP2), de référence (OVA) ou viraux (HIV-1 p24) ont été
administrés conjointement. Ces vaccins ont dans tous les cas permis une plus forte
production de cytokines et d’anticorps de type Th1, accompagnée d’une réponse

immunitaire durable et efficace.

2.3. Voies de signalisation des TLR

La synergie d’action de ces différents récepteurs peut s’expliquer par la stimulation de
voies de signalisation complémentaires, menant a I'activation d’un plus grand nombre de
facteurs de transcription et a 'amplification de la réponse immunitaire (Ouyang et al. 2007;
Trinchieri & Sher 2007). Il a effectivement été montré que les TLR de surface
(principalement le TLR4) agissaient en synergie avec les TLR endosomaux (TLR7, TLRS,



TLR9) (Napolitani et al. 2005). Leur activation conjointe permet une production 50 fois plus
importante ’ARNm d’IL-12p35 et augmente de plus de 100 fois la production du ligand
Delta-4 impliqué dans la différenciation des lymphocytes T CD4+en Th1. Cette équipe de
recherche a également montré que la synergie était d’autant plus efficace lorsqu’il existe
une « fenétre temporelle » entre la liaison par deux agonistes. Ainsi, une nanoparticule
contenant un agoniste du TLR4 va amorcer 'activation des DC en se liant a ce TLR de
surface. La nanoparticule va ensuite étre internalisée, et la liaison successive du second

agoniste sur les TLR endosomaux va amplifier et maintenir la réponse immunitaire initiée

précédemment.
Les différents TLR activent les protéines adaptatrices Myd88 (TLR2, TLR5, TLR7,
TLR8, et TLR9), TRIF (TLR3) ou conjointement Myd88 et TRIF (TLR4) (Figure 21). Il a
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Figure 20. Résumé des voies de signalisation synergiques des TLR dans la cellule dendritique.
La voie de signalisation de TRIF est représentée en bleu, et celle de Myd88 en brun. Le TLR4 est
capable d’activer les deux voies de signalisation. Une potentielle connexion entre ces voies est
représentée en pointillé gris. Les deux voies de signalisation agissent en synergie pour la polarisation
des DC vers un profil Th1 et 'augmentation de la production d’IL-12, IL-23, IL-6 et du ligand Delta-4.
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été montré dans différentes études que I'action synergique des TLR était efficace
principalement lorsque les voies de signalisation de Myd88 et de TRIF étaient engagées
simultanément (Ouyang et al. 2007; Orr et al. 2014; Fischetti et al. 2017). Ces études
démontrent clairement que l'utilisation d’'un seul agoniste des TLR induit une activation
suboptimale des DC, alors qu’une association de deux agonistes permettrait aux DC de

développer pleinement leur capacité a induire une réponse immunitaire de type Th1.
3. Association d’agonistes des TLR-NLR

Suivant la théorie que les récepteurs synergiques doivent étre présents dans des
compartiments cellulaires distants et induire des voies de signalisation différentes, la
potentielle interaction entre la famille des TLR et des NLR a également été évaluée
(Strober et al. 2006). Il a été montré que l'activation des récepteurs NOD1 et NOD2 agit
en synergie avec la stimulations des TLR pour permettre un plus grand relargage de
cytokines par les monocytes et DC in vitro (Tada et al. 2005; Fritz et al. 2007) ou pour
améliorer I'activation des lymphocytes T CD8* par l'intermédiaire de leurs TCR, en se liant
directement a ces cellules (Mercier et al. 2012). Bien que les agonistes des récepteurs
NOD induisent une réponse immunitaire de type Th2 lorsqu’ils sont administrés seuls, ils
polarisent plutot une réponse immunitaire de type Th1/Th17 lorsqu’ils sont associés a des
agonistes des TLR (Fritz et al. 2007).

Pour expliqguer ce changement de polarisation, plusieurs équipes ont étudié
l'interaction des voies de signalisation des TLR et NLR. Contrairement a la synergie des
récepteurs TLR, l'association TLR/NLR n’est pas dépendante de voies de signalisation
complémentaires. Les agonistes des TLR et NLR semblent agir en synergie car ils
amplifient I'expression des récepteurs de I'autre famille ou par I'intermédiaire d’interaction

protéine-protéine a l'intérieur de leur voie de signalisation (Figure 22).

En effet, il a été montré qu’une stimulation par le TLR4 augmente I'expression de
NOD1 et de NOD2. Inversement, une stimulation des récepteurs NOD augmente
'expression de la protéine Myd88 impliquée dans les voies de signalisation des TLR
(Takada et al. 2002; Takahashi et al. 2006). Il semblerait que la protéine RIP2, qui est la
protéine adaptatrice des récepteurs NOD, soit également activée par divers TLR (TLR2,
TLR3, TLR4) méme si la démonstration de cette activation croisée reste controversée
(Strober et al. 2006). RIP2 interagit également avec plusieurs molécules des voies de



signalisation des TLR et augmente l'efficacité de ces molécules a activer le facteur de
transcription NF-kB.

Bien que la combinaison des TLR et NLR ait déja donné des résultats prometteurs in
vitro, cette association d’agonistes n’a pas encore été évalué in vivo dans des vaccins
thérapeutiques contre le cancer. Au vu des arguments moléculaires en leur faveur, il serait
intéressant de conjuguer des agonistes des TLR et NLR a une méme nanoparticule pour

évaluer 'efficacité thérapeutique antitumorale de leur association.
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Figure 21. Résumé des voies de signalisation synergiques des TLR et NLR dans la cellule
dendritique.

La voie de signalisation de Myd88 est représentée en brun, celle de RIP2 en jaune et les voies
communes aux deux en rouge. Certains récepteurs induisent la surexpression d’autres protéines
(schématisée par une fleche rouge et un signe « + »). La protéine RIP2 interagit positivement avec
différents complexes de kinases impliqués dans I'activation de NF-kB et AP-1 (fleche pointillée en
rouge). Tous les événements en rouge participent a 'amplification de la réponse immunitaire induite par
les récepteurs TLR et NLR.
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4. Objectifs du chapitre

Dans la troisieme partie de ce projet, nous avons donc souhaité améliorer davantage
la capacité de nos vaccins antitumoraux a induire une forte réponse immunitaire de type
Th1. Pour cela, nous avons évalué l'effet thérapeutique de différentes associations
d’adjuvants parmi ceux évalués précédemment (Figure 23). Chaque formulation vaccinale
contenait la méme combinaison d’épitopes sélectionnée lors du Chapitre 1 (peptide HA
et E7) conjugués a la surface des liposomes grace a une ancre amphiphile fonctionnalisée.
Les liposomes comprenant une association de deux agonistes ont, a chaque fois, été
comparés aux liposomes mono-adjuvantés respectifs. L'impact sur la progression
tumorale et le profil immunitaire déclenché par les vaccins ont été évalués dans le modele

tumoral TC-1 utilisé dans les précédents chapitres.
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Lors du Chapitre 1 et 2, des liposomes de premiére génération contenant un seul type d’adjuvant ont
été évalués et comparés. Dans le Chapitre 3, nous avons développé des liposomes de deuxiéme

génération contenant deux types d’adjuvants intégrés a la méme nanoparticule.



1. Formulation et caractérisation des formulations liposomiques

1.1.

Les fournisseurs des différents réactifs sont récapitulés dans le Tableau 9 et la

Lipides, adjuvants et peptides

structure des éléments incorporés dans la membrane lipidique est présentée dans la

Figure 24.

Lipides

Adjuvants

Peptides

Réactif

PC

PG

Chol

DPGMal

Pam.CAG

MPLA

C12iEDAP

HA 307-319

E7 49-57

MART 27-35

Détails

L-a-phosphatidylcholine (jaune d’ceuf)
L-a-phosphatidyl-DL-glycerol (jaune d’ceuf)
Cholestérol

Dipalmitoylglycerol-maleimide
S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2R)-propyl]-(R)-

cysteinyl-alanyl-glycine (agoniste  du
TLR2/6)

Monophosphoryl lipid A (agoniste du TLR4)

Lauroyl-y-D-glutamyl-meso-diaminopimelic
acid (agoniste de NOD1)

Séquence : PKYVKQNTLKLAT-C

Séquence : RAHYNIVTF-C

Peptide aspécifique contréle (tests in vitro)
Séquence : AAGIGILTV

Fournisseur

Sigma-Aldrich

Avanti Polar lipids
Sigma-Aldrich

Synthétisé au laboratoire
(Roth et al. 2004)

Synthétisé au laboratoire
(Heurtault et al. 2009)

Invivogen
Invivogen
Genosphere

Biotechnologies

Genosphere
Biotechnologies

Genosphere
Biotechnologies



Chapitre 3

Partie Partie
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Ancre amphiphile fonctionnalisée. DPGMal : 19-(2,5-dioxo-2H-pyrrol-1(5H)-yl)-17-ox0-4,7,10,13-
tetraoxa-16-azanonadecane-1,2-diyl dipalmitate. Adjuvants. Pam>.CAG : 5-methyl-4,7,15-trioxo-8-

palmitamido-12-(palmitoyloxy)-14-oxa-10-thia-3,6diazatriacontan-1-oic acid. MPLA : 2-Deoxy-6-O-{2-
deoxy-4-O-phosphono-2-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanamido]-3-O-[(R)-3-tetradecaoyloxytetra
decanoyl]-b-D-glucopyranosyl}-2-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanamido]a/b-D-glucopyranose.
C12iEDAP : 2-Amino-6-[(N-dodecanoyl-D-y-glutamyl) amino]heptanedioic acid.

1.2. Formulation des SUV

Des liposomes unilamellaires (SUV) sont obtenus par la technique d’hydratation d’'un
film lipidique suivi d’'une sonication utilisés lors des travaux précédents (Figure 25).
Brievement, différentes solutions de chloroforme/méthanol (9/1, v/v) contenant les lipides
(PC, PG, Chol), I'ancre DPGmal et/ou les adjuvants sont mélangées puis la solution
résultante est évaporée sous vide pendant 45 min dans un évaporateur rotatif. Les ratios
molaires de chaque composant sont présentés dans le Tableau 10 ; la dose de chaque
adjuvant correspond a la quantité optimale sélectionnée lors du Chapitre 1. Le film
lipidique obtenu est ensuite hydraté avec un tampon Hepes 10 mM 5% (p/v) sorbitol (pH
6,5) a une concentration finale de 15 mM de phospholipides, permettant la formation de



MLV. La suspension est ensuite soniquée (cycle de 1 s toutes les 3 s) sous argon pendant
1h a l'aide d’'une sonde en titane Vibra Cell 75041 ultrasonicator (750 W, 20 kHz, 40%
d’amplitude, 3 mm de diamétre, Fisher Bioblock Scientific, Waltham, MA). Cette étape
permet la formation de SUV, d'une taille inférieure @ 100 nm, contenant pour certaines

formulations, une ancre DPGmal non couplée (liposomes préformés).
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Cette méthode de formulation classiquement utilisée au laboratoire permet la formation de liposomes
composés d’'une seule bicouche lipidique, contenant des adjuvants lipophiles incorporés dans la
membrane plasmique et des peptides conjugués a la surface des liposomes sur des ancres
fonctionnalisées amphiphiles.

. Bicouche lipidique Peptides

Construction
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sition molaire
Lp. Blc PC/PG/Chol 54/13/33 = =
Lp. TLR2/6 PC/PG/Chol/DPGmal/Pam2CAG  50,9/13/33/3/0,1
Lp. TLR4 PC/PG/Chol/DPGmal/MPLA 51/13/33/3/0,007
Lp. NOD1 PC/PG/Chol/DPGmal/C12iEDAP  50,67/13/33/3/0,3

HA/E7 0,75/0,75

Lp. TLR2/6- PC/PG/Chol/DPGmal/Pam2CAG/  50,67/12/33/3/0,1/
NOD1 C12iEDAP 0,23
Lp. TLR4- PC/PG/Chol/DPGmal/MPLA/ 50,77/13/33/3/0,007/
NOD1 C12iEDAP 0,23

Lp. : liposome, PC : phosphatidylcholine, PG : phosphatidylglycérol, Chol : cholestérol, DPGmal: dipalmitoyl glycérol-maléimide,
Pam,CAG : dipalmitoyl-cysteine-alanyl-glycine, MPLA : monophosphoryl lipid-A, C12iEDAP : dérivé acylé du y-D-Glu-mDAP.
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1.3. Conjugaison des peptides a la surface des liposomes

Les peptides HA et E7 (Tableau 1) ont été dissous dans de I'eau milliQ puis traités
avec 0,7 M éq. de tris(2-carboxyéthyl) phosphine hydrochloride (Sigma-Aldrich) pendant
15 min sans argon, afin d’éliminer les éventuels ponts disulfures inter-peptides. Des
quantités équimolaires de peptides sont ensuite couplés aux liposomes préformeés (0,75
€g. molaire de chaque peptide), grace a la réaction de Michael qui se déroule pendant 4h
a TA sous argon. Une fois le couplage terminé, un excés de 3-mercaptoéthanol est ajouté
pendant 30 min aux liposomes, afin de réduire les fonctions maléimides de I'ancre qui
n’auraient pas réagi avec les peptides. Pour finir, la solution est dialysée (Spectra/Por, 12—
14 kDa, Spectrum laboratories) pendant 36h a 4°C, dans du tampon (Hepes 10 mM
sorbitol 5% pH 7,4) afin d’éliminer les molécules libres non associées avec les liposomes.
Finalement, 4% de glucose (p/v) est ajouté en tant que cryoprotecteur, et les formulations
sont congelées trés rapidement dans de I'azote liquide avant d’étre conservées a -80°C

jusqu’a leur injection.

1.4. Caractérisation des formulations liposomiques
1.4.1. Diametre

Le diametre moyen des liposomes est déterminé par diffusion dynamique de la
lumiere en utilisant le Zetasizer Nano ZS (Malvern instruments, Orsay, France) avec les
parametres suivants : viscosité: 1,014 cP; indice de réfraction: 1,34; angle de diffusion:
90°; température: 25 °C. Les SUV ont été dilués au 100® dans du tampon, chaque
formulation a fait 'objet d’'une mesure en triplicat. La taille des nanoparticules est exprimée
en intensité. Les échantillons sont considérés comme monodisperses si lindice de

polydispersité (PDI) est inférieur a 0,3.

1.4.2. Potentiel zéla

La potentiel zéta (reflet de la charge de surface) des liposomes est déterminé dans
les mémes conditions que la taille, avec le Zetasizer Nano-ZS. Le potential zéta est calculé
d’aprés la mobilité électrophorétique de I'échantillon, basé sur l'approximation de

Smoluchowski.



1.5. Dosage de la phosphatidylcholine

La quantité de PC dans les liposomes a été dosée en utilisant un kit commercial
(LabAssay™ Phospholipid kit, Wako, Richmond, VA). Brievement, 1 a 2 yL de SUV sont
incubés avec 200 pL de tampon enzymatique pendant 10 min a 37°C, en triplicat dans
une plaque 96 puits. Le tampon contient de la phospholipase C qui induit la libération de
la choline. Celle-ci est ensuite oxydée par la choline oxydase, ce qui entraine la production
de peroxyde d’hydrogéne, utilisé par la peroxydase pour produire un colorant bleu
quantifiable par mesure d’absorbance a A = 595 nm. Les valeurs d’absorbance sont
comparées a celles obtenues avec une gamme étalon de choline purifiée afin de
déterminer la concentration en PC des échantillons. Ce dosage enzymatique de la PC
permet de déduire la concentration relative des autres composants de la membrane des
liposomes (lipides, adjuvants, ancre).

1.6. Dosage des peptides

La quantification des peptides couplés a la surface de chaque liposome a été réalisée
en utilisant la fluorescamine (4-Phenylspiro-[furan-2(3H),1-phthalan]-3,3"-dione, Sigma-
Aldrich) qui réagit avec les amines primaires pour former un produit fluorescent.
Brievement, les acides aminés sont libérés par hydrolyse acide des liposomes couplés,
en présence d’HCI 12N, a 110°C pendant 12h. Aprés neutralisation avec de la soude 6N,
20 pL de la solution hydrolysée est ajoutée a 250 pL d’'une solution de fluorescamine dans
du dioxane (300 mg/L) et 750 uL de tampon borate (50 mM, pH 9). La fluorescence est
mesurée extemporanément (Aexcitation = 400 nm and Aémission = 480 nm) et comparée a une
gamme étalon contenant un mélange physique de peptides et de liposomes. Le taux de
couplage a été calculé d’aprés la quantité de fonction maléimide présente a la surface des
SUV.

2. Evaluation in vivo des constructions liposomiques

2.1. Souris

Les souris males C57BL/6J, &gées de 6-8 semaines, proviennent de chez Charles
River Laboratories (Wilmington, MA). Les expériences in vivo ont été réalisées dans le
respect de la directive européenne CEE directive 2010/63/EU du 22 septembre 2010,

relative a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques et dans le respect du
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décret francgais n° 2013-118 du 1¢" février 2013 et suivant 'approbation du CREMEAS
(Comité Régional d'Ethique en Matiére d'Expérimentation Animale de Strasbourg),
numéro d’autorisation : APAFiS #10825- 2017073117337272.

2.2. Lignée cellulaire tumorale

Tous les réactifs utilisés pour la culture cellulaire ont été achetés chez Sigma-Aldrich.
Les cellules TC-1, exprimant la protéine E7 de 'HPV16, ont été obtenues ’ATCC® (CRL-
2785™), Cette lignée cellulaire a été dérivée de cellules épithéliales pulmonaires de souris
C57BL/6J, immortalisées par transduction du rétrovirus LXSN16E6E7 et transformées par
le plasmide pVEJB portant le géne c-HA-ras. Les cellules TC-1 ont été cultivées dans du
milieu RPMI supplémenté avec 10% de FCS, 100U/mL pénicilline et 100 pg/mL de
streptomycine, et ont été incubées a 37°C, 5% de CO: et 80% d’humidité.

2.3. Calendrier d’injection

Les souris ont recu 1x10° cellules TC-1 (dans 100 pyL de sérum physiologique) par
voie i.v. au niveau de leur veine caudale. Dans chaque expérience, deux administrations
s.c. de vaccins ont été injectées au niveau du flanc droit des souris, a deux jours
d’intervalle. Les traitements liposomiques contenaient 15 ug de peptide E7 dans 100 pL
de tampon Hepes/sorbitol ou une quantité équivalente de lipides (~1mg) pour le groupe
contréle traité avec des liposomes blancs (ne contenant ni peptide ni adjuvant). L'intervalle
entre l'injection des cellules tumorales et la premiére administration de vaccin varie et est

spéecifié dans la 1égende des figures.

Les souris ont été euthanasiées 28 jours aprés l'injection des tumeurs. Les poumons
des souris ont été récoltés pour évaluer la progression tumorale et contrastés par injection
intratrachéale de 15% d’encre de chine, suivie par une décoloration et fixation dans un
tampon de Fekete (10 mL acide acétique, 80 mL formaldéhyde 40%, 580 mL éthanol 100%
et 200 mL eau). Pour chaque souris, le nombre de nodules tumoraux, qui apparaissent
blancs par rapport a la surface noire des poumons, a été compté grace a une lampe-loupe.

A 28 jours, la rate et les ganglions lymphatiques drainants la zone d’injection (axillaire
et inguinale) ont également été récupérés afin d’analyser la réponse immunitaire

antitumorale induite par les vaccins. Les organes provenant du méme groupe de



traitement ont été regroupés, dissociés et filtrés sur un tamis cellulaire de 70um (BD
Falcon™). Les suspensions cellulaires ont ensuite été centrifugées a 200g pendant 5 min,
et le culot de cellules ganglionnaires a été re-suspendu dans du RPMI 2% SNS (sérum
normal de souris) (Dominique Dutscher). Pour lyser les globules rouges, les splénocytes
ont été re-suspendus dans un tampon ACK, a TA pendant 30 s. La suspension cellulaire
a ensuite été diluée dans du RPMI, centrifugée puis re-suspendue dans du RPMI 2% SNS.
Les cellules ont été comptées puis diluées pour leur utilisation dans d’autres protocoles

(voir ci-dessous).

2.4. Analyse de la répnse immunitaire

2.41. ELISpot (IFN-y)

Des plaques 96 puits contenant une membrane de PVDF (Multiscreen® HTS filter
plates, Merck Millipore) ont été activées par de I'éthanol 35% pendant 1 min et incubées
avec un anticorps purifié anti-IFN-y de souris (clone AN-18, eBioscience) dans du PBS,
toute la nuit a 4°C. Aprés trois lavages avec du PBS, les membranes ont été saturées
avec du RPMI 10% FCS pendant 2h a 37°C, puis lavées avec du RPMI. Les cellules de la
rate ou des ganglions ont ensuite été cultivées dans les puits en triplicat (4x108
cellules/mL) en présence d’IL-2 humaine (30 Ul/mL), et incubées avec le peptide HA ou
E7 (10 pug/mL), un peptide aspécifique contréle (10 pg/mL) ou les cellules TC-1 (125x103
cellules/mL). Les cellules cultivées dans du milieu seul ou avec 1,25 pg/mL de
concanavalin-A (Sigma-Aldrich) ont servi de contréle négatif et positif respectivement.
Aprés 20-24h d’incubation a 37°C, les plaques ont été lavées avec du PBS 0,01% Tween
20 et les spots ont été révélés suite a des incubations successives en présence d’anti-
IFN-y biotinylé (clone R4-6A2, eBioscience), de phosphatase alcaline conjuguée a de
l'extravidine et d’'un substrat chromogéne, le BCIP/NBT (Sigma-Aldrich). Les spots
correspondant au nombre de cellules ayant produit de I'lFN-y ont été comptés en utilisant
un lecteur de plagues Bioreader 4000 PRO-S (Biosys, Karben, Germany). Le nombre de
spots obtenu avec le contrOle négatif (milieu seul) a été soustrait aux autres conditions,

puis normalisé par millions de cellules.

2.42. ELISA (IFN-y, TNF-a, IL-5, IL-13, IL-6, IL-17)

Une partie des cellules de rate et de ganglions a également été mise en culture dans
une plaque 96 puits a fond rond et a été incubée dans les mémes conditions que pour
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'ELISpot. Les cytokines produites par ces cellules ont été mesurées par ELISA aprés 72h
d’incubation. Les paires d’anticorps et les standards d’'IFN-y, TNF-a, IL-5, IL-13, IL-6 et IL-
17 ont été utilisés aux concentrations recommandées par les fournisseurs (Tableau 11).
Brievement, les anticorps purifiés dans un tampon de coating (carbonate/bicarbonate 0,05
M, pH 9,6) ont été incubés sur la nuit a 4°C dans une plaque ELISA (Microlon™, Greiner
Bio-One). La plaque a ensuite été lavée puis saturée avec du PBS 0,05% Tween 20
contenant 1% de BSA et incubées successivement avec les anticorps biotinylé, I'avidine
couplée a une peroxidase, et le substrat chromogene (1,25 mM tetramethylbenzidine,
13,05 mM H202 dans un tampon citrate 0,1 M pH 5). La réaction colorimétrique est arrétée
par I'ajout d’HCI 1N et 'absorbance a 450 nm est lue avec un spectrophotométre (Safas
SP2000, Xenius 5801, Monaco).

AntiIFN-y  Anti TNF-a  Anti IL-5 Anti IL-13 Anti IL-6 Anti IL-17

purifié purifié purifié purifié purifié purifié

AN-18 1F3F3D4 TRFK5 eBio13A MP5-20F3 Non spécifié

Anti IFN-y  Anti TNF-a  Anti IL-5 Anti IL-13 Anti IL-6 Anti IL-17

biotinylé biotinylé biotinylé biotinylé biotinylé biotinylé
R4-6A2 XT22/XT3 TRFK4 eBio1316H MP5-32C11  Non spécifié
Biolegend R&D systems
eBioscience (Waltham, MA) (San Diego, = (Minneapolis,

CA) MN)

3. Analyses statistiques

Les données sont représentées en moyenne + SEM et les différences statistiques ont
été calculées grace au logiciel GraphPad Prism 7.0 software. Pour I'analyse de la
progression tumorale, un test d’analyse de la variance a un facteur non paramétrique a
eté utilisé (ANOVA, Kruskal-Wallis avec correction de Dunn). Pour I'analyse de la réponse
immunitaire (ELISpot et ELISA), un test d’analyse de la variance a deux facteurs a été
utilisée (ANOVA avec correction de Dunnett). Les différences entre les groupes sont
considérées comme significatives si * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.



1. Formulation et caractérisation des vaccins liposomiques

Le but de cette étude était de concevoir des vaccins thérapeutiques contre le cancer
contenant deux types d’agonistes des PRR et de comparer leur efficacité thérapeutique
par rapport aux formulations mono-adjuvantés. Parmi les trois associations que nous
souhaitions évaluer, deux combinaisons ont déeja été formulées contenant un agoniste des
TLR et un agoniste des NLR: « Liposomes TLR2/6-NOD1 » et « Liposomes TLR4-
NOD1 ».

Les liposomes contenant deux agonistes et leurs équivalents mono-adjuvantés ont
été congus par une méthode classique d’hydratation d’'un film lipidique suivie d’une
sonication (Figure 25). Les nanoparticules étaient composées de PC, PG, Chol et d’'une
ancre fonctionnalisée DPGmal, leurs ratios sont détaillés dans le Tableau 10
Tableau 10. Les peptides HA et E7C (épitopes CD4 et CD8 respectivement) ont été
conjugués aux liposomes par l'intermédiaire d’'une liaison covalente entre un groupement
thiol porté par leur cystéine et la fonction maléimide de I'ancre DPGmal. Chaque
formulation, exceptés les liposomes contrdles (Lp. Blc), contenait un ou plusieurs types
d’agonistes amphiphiles intégrés a leur membrane lipidique : un agoniste du TLR2/6
(Pam2CAG), du TLR4 (MPLA) et/ou de NOD1 (C12iEDAP). Le ratio molaire de chaque
agoniste et la quantité d’adjuvant injectée aux souris ont été choisis suivant la dose

optimale déterminée lors du Chapitre 1.

Les suspensions liposomiques obtenues avaient une taille d’environ 65 nm pour les
liposomes blancs ou comprise entre 81 et 97 nm pour les formulations plus complexes
(Tableau 12). Indépendamment de leur composition, toutes les formulations présentaient
un indice de polydispersité (PDI) inférieur a 0,3, attestant de la monodispersité de la
suspension. Le potentiel zéta, qui est le reflet de la charge de surface des nanoparticules,
était uniformément négatif, avec une tres faible variabilité entre les échantillons (-50 a -63
mV). Le taux de couplage des peptides dépassait toujours 80% de liaison par rapport a

I'ancre maléimide disponible a la surface des liposomes.

D’aprés ces résultats préliminaires, la combinaison de deux agonistes au sein d’'un
méme liposome ne semble pas modifier les caractéristiques physicochimiques ou le taux

de couplage peptidique, lorsqu’on les compare aux formulations mono-adjuvantées. La
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technique de formulation des liposomes que nous employons est donc reproductible et
permet d’obtenir des nanoparticules d’une taille inférieure ou égale a 100 nm ayant un

potentiel z&ta négatif et portant 3 a 4 éléments vaccinaux.

Les résultats présentés ci-dessous sont la moyenne d’une a trois formulations indépendantes (avec 3
mesures en triplicat pour chaque échantillon). Les mesures ont été réalisées aprés décongélation, avant

l'injection des vaccins.

Taille Taux de i
. . Quantité
Construction . Potentiel couplage -
liposomique Diametre zeta(mV) || pepidicue | S acivants
P 9 moyen PDI P p(o/ )q (ng/dose)
(nm) °
Lp. Blc 65t 14 0,196 -60+8 - -
Lp. TLR2/6 81+10 0,180 -51+6 92 2
Lp. TLR4 97 + 11 0,202 -63+6 100 0,2
Lp. NOD1 9218 0,257 -61+6 99 2
TLR2/6 : 2
Lp. TLR2/6-NOD1 86+ 16 0,215 -50+7 80 NOD : 2
TLR4:0,2
Lp. TLR4-NOD1 93 £ 17 0,213 -60+8 100 NOD1 - 2

Lp. : liposome, PDI : polydispersity index

2. Evaluation de I'association des agonistes TLR2/6 - NOD1 au sein

des liposomes

Des études in vitro ont montré que les récepteurs NOD1 et TLR2 agissent en synergie
pour induire une plus forte production de cytokines par les DC et polarisent une réponse
immunitaire de type Th1 (Fritz et al. 2007). Cette association n’a cependant pas encore
eté exploitée pour le développement de vaccins antitumoraux. Nous avons donc évalué
I'efficacité de vaccins contenant les agonistes du TLR2/6 (Pam2CAG) et/ou de NOD1
(C12iEDAP) dans le modéle tumoral TC-1 précédemment utilisé. Les souris ont regu 1x10°
cellules TC-1 par voie i.v., puis ont été vaccinées par voie s.c. avec les formulations

liposomiques aux jours 8 et 10. Ce calendrier d’injection correspond a la date d’apparition



des nodules pulmonaires ainsi qu’a la limite d’efficacité du traitement liposomes TLR2/6,
qui perd son effet antitumoral lorsqu’il est injecté plus de 6 jours aprés l'injection des
cellules TC-1 (Chapitre 2)

Comme attendu, le traitement liposomes TLR2/6 seul n’a pas permis de diminuer de
fagcon significative la croissance tumorale contrairement au traitement liposomes NOD1
qui a induit une diminution du nombre de nodules tumoraux sur les poumons (Figure 26A).
Etonnamment, nous avons observé que le groupe liposomes TLR2/6-NOD1 présentait le
méme nombre de nodules pulmonaires que celui traité avec I'agoniste du TLR2/6 seul.
D’aprés ces résultats, il semblerait donc que 'association des deux agonistes masque
l'activité adjuvante de I'agoniste de NOD1. Afin de confirmer ce résultat, nous avons
injecté les mémes formulations deux jours plus t6t lorsque les liposomes TLR2/6 sont
toujours efficaces (Figure 26B). A ce calendrier d’injection, nous avons cependant
observé que les liposomes TLR2/6-NOD1 avaient en réalité une efficacité thérapeutique
plus faible que les liposomes mono-adjuvantés. Pour tenter d’améliorer la réponse

immunitaire induite par nos vaccins, nous avons essayé d’augmenter la quantité

A Jo Jg J10 B Jo J6 J8
200 100,

80+
150

60+

100

401

Nb nodules tumoraux
Nb nodules tumoraux

50

T T T T
Lp.Blc Lp.TLR2/6 Lp.NOD1 Lp. TLR2/6 Lp.Blc Lp. TLR2/6 Lp.NOD1 Lp. TLR2/6
NOD1 NOD1

Suite a une injection i.v. de 1x105 cellules TC-1, les souris ont regu deux administrations s.c. a deux
jours d’intervalle, de liposomes blancs ou de vaccins peptidiques contenant un agoniste du TLR2/6, un
agoniste de NOD1 ou les deux agonistes. 5 souris par groupe ont été vaccinées aux jours 8 et 10 (A)
ou aux jours 6 et 8 (B). 28 jours plus tard, les poumons ont été collectés et contrastés pour permettre
la numération des nodules tumoraux. La moyenne = SEM du nombre de nodules par poumons est
représentée. Les différences statistiques ont été calculées suivant un test d’analyse de la variance a un
facteur (ANOVA), * p<0.05, *** p<0.001.
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d’agoniste de NOD1 (I'adjuvant le plus efficace) en formulant des liposomes contenant la
méme quantité de Pam2CAG (ligand du TLR2/6) avec dix fois plus de C12iEDAP (ligand
de NOD1). Suite a I'injection en sous-cutanée de ces formulations dans des souris portant
des tumeurs, une trés forte réponse inflammatoire a été observée autour de la zone
d’injection, résultant en une nécrose des tissus. Nous avons donc arrété I'expérience pour

le bien-étre des souris.

Suite a I'échec de cette association, qui vient contredire les résultats observés par
Fritz et.al., nous avons donc postulé que I'association de ces deux agonistes inhibait
linduction d’'une réponse immunitaire antitumorale. et donc supprimait l'efficacité
antitumorale de nos vaccins. Pour vérifier cette hypothése, la rate et les ganglions
lymphatiques des souris vaccinées aux jours 6 et 8 ont été collectés pour analyser
l'influence des différents traitements sur la réponse immunitaire adaptative. Nous avons
observé que les liposomes mono-adjuvantés provoquaient la différenciation d’'un nombre
significatif de cellules productrices d’'IFN-y en réponse au peptide E7C, au niveau de la
rate et des ganglions (Figure 27A, B). Au contraire, les souris traitées avec les deux
agonistes présentaient un plus faible nombre de lymphocytes T spécifiques contre le
peptide E7C et les cellules TC-1, qui n’était pas significativement différent comparé au
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Au jour 28, la rate (A) et les ganglions lymphatiques axiaux et inguinaux drainants la zone d’injection
(B) ont été récupérés chez les souris portant des tumeurs et vaccinées aux jours 6 et 8. Le nombre de
cellules produisant de I'IFN-y a été mesuré par ELISpot aprés 24h d’incubation en présence des
peptides HA, E7C et contréle (10ug/mL) ou des cellules TC-1 (125x103 cellules/mL). Les histogrammes
représentent la moyenne + SEM du nombre de spots/108 cellules immunitaires (n=2). Les différences
statistiques ont été calculées suivant un test d’analyse de la variance a deux facteurs (ANOVA), *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.



traitement contréle (Lp. Blc). La faible efficacité thérapeutique du traitement liposomes
TLR2/6-NOD1 est donc liée a une inhibition de la réponse immunitaire induite par ce

vaccin.

Ces résultats laissent supposer que les souris vaccinées avec les deux agonistes du
TLR2/6 et de NOD1 présentent un déficit dans la production d’IFN-y, qui peut étre lié a
'induction d’'une plus faible réponse immunitaire de type Th1 ou a la polarisation d’'une
réponse de type Th2. Nous avons donc souhaité étudier le profil cytokinique présent dans
les souris vaccinées pour mettre en évidence le type de réponse immunitaire déclenchée
par cette association d’adjuvants. Nous avons observé que les liposomes mono-
adjuvantés activaient principalement des cellules immunitaires capables de produire de

I'IFN-y en réponse au peptide E7C et aux cellules tumorales, ou de I'lL-6 en présence des
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Les suspensions de splénocytes préparées a partir des rate de souris vaccinées aux jours 8 et 10 ont
également été analysées dans des tests ELISA. Les splénocytes ont été mis en culture pendant 72h en
présence du peptide E7C (10 pug/mL) ou des cellules TC-1 (125x1083 cellules/mL). Le milieu de culture
a ensuite été analysé par ELISA afin de mesurer la production d’'IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-5, IL-13 et IL-17

par les splénocytes (n=2).
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cellules TC-1 (Figure 28). Ces résultats ne sont pas étonnants, car nous avions déja
montré dans le Chapitre 2 que ces deux agonistes déclenchaient principalement une
réponse de type Th1. En revanche, aucune production de cytokines n’a pu étre détectée
chez les souris traitées avec les liposomes TLR2/6-NOD1. Il semblerait donc que
I'association des deux agonistes inhibent I'induction d’'une réponse immunitaire, sans pour

autant déclencher de réponse immunitaire de type Th2 (production d’IL-5 ou d’IL-13).

3. Evaluation de I'association des agonistes de TLR4 - NOD1 au sein

des liposomes

Dans un second temps, nous avons souhaité évaluer I'association d’'un agoniste du
TLR4 (MPLA) et de NOD1 (C12iEDAP) dans un méme vaccin liposomique. La double
stimulation de ces récepteurs par d’autres agonistes a déja montré des effets synergiques
in vitro sur les DC humaines (Tada et al. 2005) ou in vivo dans des souris saines
immunisées (Chamaillard et al. 2003), mais cette association n’a jamais été évaluée dans

un contexte de vaccination thérapeutique contre le cancer.

Suivant le méme protocole que précédemment, les souris ont été injectées avec les
cellules TC-1 par voie i.v. avant de recevoir deux administrations vaccinales a deux jours
d’intervalle. Les expériences précédentes avaient montré que les liposomes mono-
adjuvantés perdaient leur efficacité antitumorale lorsqu’elles étaient injectées apres 12
jours (Chapitre 2). Pour observer une potentielle synergie d’action des agonistes, les
vaccins ont donc été injectés aux jours 14 et 16 aprés I'implantation des tumeurs, lorsque
les traitements mono-adjuvantés n’étaient plus efficaces.

Comme observé précédemment, les constructions vaccinales contenant un seul
adjuvant, que ce soit I'agoniste de NOD1 ou I'agoniste de TLR4, présentaient une tres
faible efficacité a ce stade de développement tumoral (Figure 29A). Au contraire, le
traitement liposomes TLR4-NOD1 a induit une diminution de plus de 50% du nombre de
nodules tumoraux présents dans les poumons. La construction vaccinale contenant les
deux adjuvants semble donc présenter une efficacité antitumorale plus importante que les
vaccins ne contenant qu’un seul adjuvant, lorsqu’elle a été administrée 2 semaines aprés

l'injection des cellules TC-1.

Cette efficacité thérapeutique est en corrélation avec la réponse immunitaire observée

au niveau de la rate et des ganglions lymphatiques des souris (Figure 29B, C). En effet,



le traitement liposomes TLR4-NOD1 a induit la différenciation d’'un trés grand nombre de
lymphocytes T produisant de I'lFN-y en réponse au peptide E7C et aux cellules TC-1,
comparé aux liposomes mono-adjuvantés ou liposomes blancs. Une forte réponse contre
le peptide HA a également été observée dans cette expérience, alors que celle-ci n’était
pas visible lors des précédentes expériences présentées dans ce manuscrit. Cette
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(A) Activité antitumorale. Aprés une injection i.v. de 1x10° cellules TC-1, des liposomes ne contenant
ni peptide ni adjuvants (Ip. blc) ou des vaccins peptidiques contenant un agoniste du TLR4 et/ou de
NOD1 ont été administrés aux jours 14 et 16. 28 jours apres, les poumons ont été collectés et contrastés.
La moyenne + SEM du nombre de nodules par poumons est représentée (n=5). Les différences
statistiques ont été calculées par un test d’analyse de la variance a un facteur (ANOVA), * p<0.05. (B-
C) Réponse immunitaire. Au jour 28, la rate (B) et les ganglions lymphatiques axiaux et inguinaux
drainants la zone d'injection (C) ont également été récupérés et poolés par groupe de traitement. Le
nombre de cellules produisant de I'IFN-y a été mesuré par ELISpot aprés 24h d’incubation en présence
des peptides HA, E7C, contréle (10ug/mL) ou des cellules TC-1 (125x103 cellules/mL). L’histogramme

représente le nombre de spots/108 cellules (n=1).
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observation peut s’expliquer car les vaccinations (ici a 14 et 16 jours) étaient plus proches
de la date de récupération des organes immunitaires (28 jours). La réponse immunitaire
primaire contre I'épitope CD4, qui dure environ 10 jours, était donc encore visible dans

cette expérience contrairement aux autres études ou les injections étaient plus précoces.

Enfin, nous avons vérifié la polarisation de la réponse immunitaire en analysant la
production de cytokines par les cellules immunitaires des souris vaccinées (Figure 30).
Les liposomes contenant un seul adjuvant n’ont pas induit de production de cytokines
lorsqu’ils étaient injectés a ce stade tardif de développement tumoral, a 'exception d’'une
forte production d’IL-6 en présence des cellules TC-1. Cette production étant également
observée avec le groupe contréle, nous avons postulé que la présence des cellules TC-1
dans les plaques de culture devait induire une réaction aspécifique ayant pour
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Les suspensions de splénocytes préparées a partir des rate de souris vaccinées aux jours 8 et 10 ont
également été analysées dans des tests ELISA. Les splénocytes ont été mis en culture pendant 72h en
présence du peptide E7C (10 pg/mL) ou des cellules TC-1 (125x108 cellules/mL). Le milieu de culture
a ensuite été analysé par ELISA afin de mesurer la production d’IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-5, IL-13 et IL-17



conséquence la production d’IL-6. Par contre, le traitement liposomes TLR4-NOD1 a
permis I'induction d’une forte production d’IFN-y en réponse au peptide E7C et aux cellules
tumorales ainsi qu’un relargage de TNF-a et d’'IL-6 en présence des cellules TC-1. Aucun
des vaccins n’a induit de production d’'IL-5 ou d’IL-13. Le vaccin contenant les deux
adjuvants semble donc induire une réponse immunitaire specifique de type Th1 (IFN-y et
TNF-a), qui est associée a une forte efficacité thérapeutique contre les tumeurs

pulmonaires.
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Lors de cette partie nous avons souhaité améliorer I'efficacité thérapeutique de nos
vaccins peptidiques en associant des agonistes des TLR et NLR dans les liposomes et en
évaluant leur effet dans un modéle murin de tumeurs orthotopiques pulmonaires. Des
precédentes etudes in vitro ont montré le fort potentiel synergique résultant de I'activation
de ces deux familles de PRR (Chamaillard et al. 2003; Tada et al. 2005; Fritz et al. 2007).
Nous avons donc évalué l'association des adjuvants précédemment étudiés dans ce
manuscrit aux liposomes : 'agoniste de NOD1 (C12iEDAP) avec un agoniste du TLR2/6
(Pam2CAG) ou du TLR4 (MPLA).

Ces expériences ont montré que I'agoniste de NOD1 combiné a celui du TLR2/6
inhibait la réponse immunitaire alors que I'association des agonistes de NOD1 et du TLR4
active, de facon synergique, une réponse immunitaire antitumorale de type Th1, efficace
contre un stade tardif de développement tumoral. Jusqu’a présent, seule I'association d’un
agoniste de NOD2 et du TLR2 avait montré des effets contradictoires in vivo pouvant avoir
un effet suppressif, additif ou synergique en fonction des expériences (Strober et al. 2006).
Notre étude confirme donc I'importance du choix des combinaisons d’adjuvants, pouvant
avoir un effet bénéfique ou délétére sur 'efficacité des vaccins antitumoraux. Dans le cas
de l'association entre les agonistes de NOD1 et du TLR4, nous avons émis deux
hypothéses pouvant expliquer leur effet synergique. D’'une part, ces deux adjuvants
pourraient se lier a leurs récepteurs respectifs exprimés par une méme DC. Cette
interaction activerait de maniere synergique la voie de signalisation NF-kB pour induire
une maturation optimale des DC et une meilleure cross-présentation des épitopes
peptidiques portés par le liposome (cf. §A.3, Introduction). D’autre part, 'agoniste de
NOD1 pourrait activer préférentiellement des lymphocytes de I'immunité innée (NK ou
NKT) comme supposé dans le Chapitre 2. La co-administration d’agonistes de NOD1 et
du TLR4 permettrait donc de stimuler simultanément I'immunité innée et adaptative
cytotoxique, induisant ainsi un effet antitumorale synergique. Concernant l'inhibition de la
réponse immunitaire par les agonistes du TLR2/6 et de NOD1, I'inflammation observée
avec des fortes doses d’adjuvants laisse entendre que la co-stimulation de ces récepteurs
induit un recrutement trop important de cellules de I'immunité innée sur la zone d’injection.
Afin d’éviter que ce traitement soit phagocyté et éliminé par d’autres cellules que les DC,

il pourrait étre envisagé de diminuer davantage les doses d’adjuvants.



Pour mieux comprendre les différences d’activité entre I'association du TLR2 ou du
TLR4 avec NOD1, il serait intéressant d’étudier les acteurs immunitaires mis en jeu et les
voies de signalisation activées dans les cellules dendritiques par nos vaccins, en analysant
notamment la voie de Myd88 et RIP2 chez les DC, ainsi qu’en comparant I'expression des
génes suite a la double-stimulation des récepteurs et leur régulation par le facteur NF-kB.
Ces résultats préliminaires doivent cependant étre reproduits pour confirmer les

différences d’action de ces deux associations d’agonistes.

Bien que les récepteurs TLR2 et TLR4 soient tous deux membranaires et partagent
majoritairement la méme voie de signalisation (Myd88), ils seraient également intéressant
de vérifier si les deux agonistes Pam>2CAG et MPLA peuvent étre associés pour améliorer
I'efficacité vaccinale. Des études in vitro ont déja montré une synergie d’action entre ces
deux récepteurs chez des DC et macrophages murins, qui produisent une plus grande
quantité de TNF-a suite a la stimulation du TLR2 et TLR4 (Beutler et al. 2001; Mitchell et
al. 2010). L’association d’une trop grande quantité d’agonistes ou la stimulation
asynchrone de ces récepteurs peut cependant résulter en une tolérance aux agonistes,
c’est pourquoi la quantité d’agonistes et leur formulation dans les liposomes devront étre

étudiés attentivement (Sato et al. 2000).
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Sans changement, le progres est impossible.
Walt Disney



Depuis le début du 20¢me siécle, I'immunothérapie a émergé comme une alternative
innovante pour compléter I'arsenal thérapeutique de traitements contre le cancer. Cette
stratégie contourne la plupart des désavantages des traitements standard (chimiothérapie
et radiothérapie) en exploitant la capacité innée et spécifique du systéme immunitaire a
éliminer les tumeurs. Parmi les différents types de stratégies immunothérapeutiques, les
vaccins antitumoraux sous-unitaires, composés d’épitopes peptidiques dérivés de TAA,
ont montré des résultats prometteurs dans de nombreux modeles précliniques.
Cependant, peu d’essais cliniques évaluant ce type de traitements ont atteint leurs
objectifs cliniques en termes d’efficacité et de persistance de la réponse (Vacchelli et al.
2012a). Ces faits soulignent le besoin d’améliorer le développement de vaccins et de

trouver des méthodes d’évaluations précliniques plus prédictives et fiables.

Pour aborder ce probleme, I'objectif de ce projet de thése a été de développer une
stratégie de conception vaccinale, en employant une plateforme liposomique modulable.
Cette plateforme vaccinale nous a permis : i) d’optimiser la composition vaccinale et
d’évaluer différentes associations d’épitopes-adjuvants, ii) de comparer ['efficacité de
plusieurs constructions a des calendriers d’injections différents et iii) d’identifier les

mécanismes d’action et les cellules immunitaires requis pour I'efficacité des vaccins.

1. Propriétés physicochimiques et production des vaccins

L’intérét majeur des liposomes est leur grande versatilité, qui leur permet de vectoriser
des composants vaccinaux ayant des propriétés physicochimiques différentes. Les
caractéristiques intrinseques des liposomes (taille, charge de surface, composition
lipidique) sont également modulables et ont un grand impact sur leur interaction avec le
systéme immunitaire (Tandrup Schmidt et al. 2016).

Un cahier des charges, définissant les propriétés générales de nos formulations, a été
établi afin de s’assurer de I'uniformité de nos constructions liposomiques, pour que seule
la variation de composition en peptides et adjuvants affecte I'efficacité des vaccins
(Tableau 8). Pour chacune des formulations vaccinales présentées dans ce manuscrit, le
cahier des charges a été respecté : les liposomes avaient une taille inférieure a 100 nm,

un potentiel zéta négatif et les suspensions liposomiques étaient homogénes, contenant
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une seule population de taille de distribution étroite. De plus, la conjugaison des peptides
et la congélation des liposomes n’ont pas induit d'importantes variations de taille ou de
charge de surface. Concernant la stratégie de conjugaison des peptides sur l'ancre
maléimide (DPGmal), cette méthode a auparavant été montrée comme étant plus efficace
que la technique d’encapsulation dans notre équipe (Frisch et al. 1991) et a prouvé son
efficacité pour la délivrance de peptides tumoraux en vaccination (Roth et al. 2004;
Heurtault et al. 2009; Thomann et al. 2011; Kakhi et al. 2016).

L’uniformité observée entre nos différents lots de constructions liposomiques prouve
que notre méthode de formulation et de conjugaison peptidique est reproductible. L'impact
des variations inhérentes aux différences entre lots de formulations a donc été minimisé,
permettant de s’assurer que les résultats des différentes formulations, observés lors de
'évaluation in vivo des vaccins, étaient exclusivement dépendants des éléments
vaccinaux ajoutés aux liposomes. A [lavenir, étudier linfluence des propriétés
physicochimiques (diamétre, charge, lamellarité) d’'un nombre limité de constructions
vaccinales sur la réponse immunitaire, pourrait étre une stratégie d’optimisation. Une autre
piste a explorer serait d’évaluer la possibilité d’utiliser ces vaccins liposomiques suivant
d’autres voies d’administrations, notamment des voies non invasives (voies transcutanée

ou orale).

La méthode de formulation que nous avons choisie a cependant comme désavantage
d’étre difficilement industrialisable car elle nécessite I'utilisation de petits volumes (>2 mL)
pour I'étape de sonication et comporte plusieurs étapes. Afin d'industrialiser ce type de
production, il serait nécessaire d’employer d’autres techniques de formulation telles que
l'injection d’éthanol ou la microfluidisation, qui sont des méthodes rapides, peu colteuses
et qui permettent la formulation de SUV en quantités importantes (Maherani et al. 2011;
Worsham et al. 2018). Actuellement, nous possédons au laboratoire un microfluidiseur qui
pourrait étre utilisé pour préparer de gros volumes de SUV contenant 'ancre DPGmal, sur
lesquels les peptides seront conjugués lors d’'une seconde étape. Les quantités utilisées
dans le projet ainsi que les changements fréquents de composition de nos constructions
ne permettaient pas l'utilisation de cette technologie qui engendre beaucoup de perte
lorsque des petits volumes sont utilisés. Le procédé de microfluidisation pourrait
cependant étre optimisé pour permettre notamment une grosse production de la
construction« Liposomes TLR4 », notre vaccin le plus prometteur.



2. Stratégie de conception vaccinale

Un des premiers objectifs de ce projet était de déemontrer la versatilité de notre
approche vaccinale antitumorale, qui avait auparavant été uniguement employée dans un
modeéle de tumeurs ectopiques Renca-ErbB2 chez les souris BALB/c. Pour cela, nous
avons souhaité développer de nouveaux vaccins thérapeutiques contre un modéle
orthotopique de tumeurs pulmonaires transformées par le papillomavirus humain : les
cellules TC-1 injectées par voie intraveineuse dans des souris C57BL/6J (Lin et al. 1996).

Dans la littérature ainsi qu’auparavant au laboratoire, les vaccins (contenant les
épitopes et les adjuvants) ont souvent été évalués directement avec leur composition
finale, sans connaitre I'impact individuel de chaque constituant sur 'efficacité du vaccin.
Afin de répondre a ce probleme, nous avons développé une stratégie de sélection qui
exploite le liposome comme une plateforme ou chacun des trois éléments vaccinaux a été
ajouté de maniere séquentielle dans les vaccins avant que leur immunogénicité ne soit
évaluée dans des souris saines (Figure 31). Ainsi, lors de différentes étapes de criblage
(Chapitre 1), deux épitopes CD4 universels, deux épitopes CD8 et trois agonistes des
TLR ou des NLR (adjuvants) ont ainsi été comparés, permettant le développement de trois

vaccins liposomiques efficaces contre ce nouveau modele tumoral.

Outre la possibilité d’'optimiser indépendamment la composition et la dose de chaque
élément immunitaire et de comparer I'association d’épitope(s) et d’adjuvant, l'intérét
majeur de cette stratégie est également sa facilité et rapidité d’exécution. En effet,
I'évaluation de vaccins dans des souris portant des tumeurs est un protocole plus long et
hasardeux qu’une évaluation dans des souris saines immunisées. Il était également
intéressant d’étudier I'effet de nos traitements dans une souris saine, 'immunogénicité
d’un vaccin pouvant étre biaisée en présence d’'une tumeur. Il a d’ailleurs été proposé par
une convention internationale, « The Human Vaccines Project», de vacciner
régulierement des individus sains pour comparer 'effet d’'un traitement en présence d’un
systéme immunitaire optimal par rapport a ceux obtenus chez des patients atteints de
cancer (Romero et al. 2016). Ces données peuvent apporter des informations concernant
les critéres et freins immunitaires devant étre contournés pour améliorer I'efficacité de

vaccins thérapeutiques.
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Cette figure représente la stratégie de conception vaccinale qui a été employée pour développer les

vaccins « complets » qui ont été analysés lors du Chapitre 2.

3. Importance de la sélection des peptides

Grace a cette stratégie de sélection, nous avons éliminé de notre étude les
constructions contenant le peptide TT (épitope CD4) et le peptide CE7 (épitope CD8) qui
ne permettaient pas d’'induire une réponse immunitaire spécifique, détectable par ELISpot.
Ceci souligne I'importance d’évaluer selon une méthode empirique les épitopes vaccinaux.
Bien qu’étant décrits comme antigéniques dans la littérature, certains peptides peuvent
s’avérer inefficaces dans d’autres modeéles tumoraux a cause, notamment, des variations
d’alléles du CMH entre les souris (O’Sullivan et al. 1991; Crowe et al. 2006).



Nous avons émis I'hypothése lors du Chapitre 1 que I'absence d’antigénicité du
peptide TT pouvait étre due a une mauvaise association au CMH-Il des souris C57BL/6J
(I-AP), comme cela avait déja été montré précédemment (Alexander et al. 1994).
Cependant, nous avons récemment montré que le peptide TT était en réalité cytotoxique
in vitro. En effet, 'incubation de splénocytes avec ce peptide pendant plus de 24h a
engendré une forte mortalité cellulaire, mesurée par marquage avec de liodure de
propidium suivie d’'une analyse par cytométrie en flux (données non présentées). Ces
résultats ne nous permettent donc pas de conclure quant a I'antigénicité du peptide TT
dans les souris C57BL6J. L'utilisation de ce peptide reste malgré tout problématique car,
méme s’il pouvait étre un bon activateur in vivo, nous sommes dans l'incapacité d’évaluer

son effet sur le systéme immunitaire in vitro, lors de tests ELISpot ou ELISA.

Finalement, nous avons également montré qu’il est nécessaire de vérifier que
I'antigénicité d’un peptide n’est pas altérée lors de la modification ou I'addition d’un résidu
dans la séquence peptidique, comme cela avait déja été soulevé par d’autres équipes
(Moudgil et al. 1998; Chen et al. 1999) (peptide E7, Chapitre 1).
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1. Stade avancé de progression tumorale

Lors du Chapitre 1, nous avons conclu que les trois vaccins liposomiques congus
grace a notre stratégie de sélection avaient une efficacité antitumorale équivalente sur des
tumeurs précoces, bien qu’ayant des compositions en adjuvants différentes. Cependant,
en décalant les injections des traitements par rapport au temps dimplantation des
tumeurs, d'importantes différences d’efficacité ont été mises en évidence (Chapitre 2). En
vaccination antitumorale, le traitement prophylactique est difficilement envisageable mis a
part pour les tumeurs d’origine virale ou certaines formes « monogéniques » de mutations
induisant une forte prédisposition a développer une tumeur (Finn 2018). C’est pourquoi
nous nous sommes particulierement intéressés a la vaccination thérapeutique
antitumorale. Probablement en raison des difficultés a atteindre une efficacité, de
nombreuses études de vaccins dits « thérapeutiques » évaluent I'efficacité des traitements
a des stades trés précoces du développement de la tumeur. Il est cependant indispensable
d’évaluer également l'efficacité des vaccins candidats contre des stades plus avanceés de
croissance tumorale, se rapprochant plus de l'idée que la détection d’'une tumeur chez

'Homme a lieu lorsque la tumeur est déja établie.

Ce décalage du calendrier d’injection, combiné a une analyse de la survie des souris,
nous a permis de montrer un cas d’efficacité trés atypique suite au traitement avec les
liposomes contenant un agoniste de NOD1 (Chapitre 2). Une administration tardive de ce
traitement (12 jours aprés l'injection des cellules tumorales) semble induire une trés forte
réduction de la croissance tumorale lorsque I'analyse est réalisée par comptage des
nodules pulmonaires au jour 28. Pourtant, ce méme traitement administré au jour 12, ne
permet pas d’allonger la survie des souris qui meurent aussi rapidement que les animaux
ayant recu le traitement contréle. Nous aurions donc conclu a une efficacité similaire entre
les liposomes NOD1 et TLR4 si nous nous étions uniquement contentés d’évaluer la

croissance tumorale a un temps arbitraire.

Afin de suivre plus directement la croissance tumorale pulmonaire et I'effet des
traitements, il serait désormais intéressant de travailler avec des cellules tumorales
luminescentes pouvant étre détectées par imagerie dans des animaux anesthésiés. Par

exemple, la lignée cellulaire TC-1 utilisée dans ce manuscrit existe sous la forme TC-1/Luc



ou les cellules ont été transfectées avec un rétrovirus contenant un plasmide codant pour
I'expression de la luciférase (Chang et al. 2007). Cette enzyme exprimée constitutivement
par les cellules réagit avec la luciférine injectée par voie i.p. pour donner un produit
luminescent. Cette méthode a déja été employée pour le suivi de tumeurs s.c. ou situées
au niveau du cou, des poumons et du vagin (Touati et al. 2014; Bartkowiak et al. 2015;
Mondini et al. 2015).

2. Calendrier vaccinal

Un autre point a améliorer pour optimiser le traitement avec les liposomes vaccinaux
est de modifier le calendrier d’injection. Dans ce manuscrit, deux doses de vaccins
thérapeutiques étaient administrées aux souris a un intervalle de deux jours entre elles.
Cependant, il pourrait étre envisagé de réaliser plus de répétitions vaccinales, car il a été
montré que des injections répétées de vaccins induisaient un maintien de I'activation des
DC, une plus grande différenciation des CTL (Johansen et al. 2008) et augmentaient
'ampleur et la diversité de la réponse immunitaire cytotoxique (Aly 2012). Dans le cas du
Sipuleucel-T® (vaccin thérapeutique contre le cancer de la prostate) et du Gardasil® ou
Cervarix® (vaccins préventifs contre le cancer du col de l'utérus), il a été recommandé
d’administrer ces vaccins en trois doses, lors de leur mise sur le marché (Mishra et al.
2015).

De plus, l'intervalle que nous avons choisi entre les deux injections pourrait ne pas
étre idéal pour favoriser le développement d’'une réponse immunitaire mémoire efficace.
En effet, pour les vaccins préventifs évalués sur la souris, il est conseillé d’attendre que le
nombre de CTL spécifiques circulants ait diminué de plus de 90% pour effectuer un rappel,
soit plus de 3 semaines (Knudsen et al. 2014; Stark et al. 2016). Dans le cas des vaccins
antitumoraux thérapeutiques, la littérature est cependant partagée concernant l'intervalle
de temps optimal entre deux injections. Certains essais cliniques ont démontré que
l'injection de plusieurs doses de vaccins permettait de booster la réponse immunitaire
dirigée contre l'antigéne, alors que d’autres études n'ont pas montré d’amélioration
clinique aprés la seconde administration du vaccin (Church et al. 2011; Ricupito et al.
2013). D’autres études systématiques, associées a un meilleur suivi de la réponse
immunitaire chez les patients, devraient étre réalisées pour réussir a prévoir dans quel(s)

cas plusieurs injections de vaccins thérapeutiques seraient nécessaires.



Discussion - Suivi de la réponse immunitaire

La majorité des revues récentes, traitant des enjeux pour le développement de vaccins
thérapeutiques, s’accorde a dire qu’un paramétre important a améliorer lors des essais
cliniques et précliniques est le suivi de la réponse immunitaire (Guo et al. 2013; Butterfield
2015; Romero et al. 2016). En effet, il est nécessaire de mieux comprendre les
mécanismes d’action d’un vaccin et d’étudier les éléments immunitaires pouvant permettre
de prévoir I'échec ou la réussite d’'un traitement. L’ensemble de ces parameétres est appelé

« immunoscore » (Angell & Galon 2013; Galon et al. 2013; Farsaci et al. 2016).

Dans le Chapitre 2, nous avons démontré que le traitement Liposomes TLR4 était le
vaccin le plus efficace parmi les trois constructions évaluées. Nous avons également
approfondi I'analyse de la réponse immunitaire antitumorale induite par ce vaccin. Ceci
nous a permis de déterminer un mécanisme d’action hypothétique retragant la série

d’événements déclenchés suite a son administration, représenté dans la Figure 32.

Suite a [linjection s.c. de ce vaccin, la sous-population dermique de cellules
dendritiques CD103- (cDC2) va internaliser la construction vaccinale par endocytose
passive ou selon un mécanisme actif par liaison du MPLA sur le TLR4 (Chaturvedi &
Pierce 2009). Pendant leur migration jusqu’aux ganglions lymphatiques drainants la zone
d’injection, les DC vont devenir matures et entreprendre un processus de cross-
présentation des épitopes peptidiques présents dans le vaccin. Cette sous-population de
DC, peu décrite comme étant spécialisée dans la cross-présentation, peut aussi
transporter les antigénes jusqu’aux ganglions puis les transférer aux CD8a+* DC (cDC1)
par un mécanisme appelé « cross-dressing » (Allan et al. 2006). Les peptides HA et E7
seront associés aux molécules du CMH et présentés aux lymphocytes T CD4+ et T CD8+
respectivement, ce qui conduit a leur différenciation en Th1 et CTL. Ces deux sous-types
cellulaires produisent une grande quantité d’IFN-y favorisant le maintien d’une réponse
immunitaire antitumorale. Finalement, les CTL spécifiques du peptide E7 seront capables
de reconnaitre et détruire spécifiquement les cellules TC-1, présentes dans les poumons,

qui expriment cet antigéne.

Cette étude mécanistique nous a permis de montrer 'impact du traitement Liposomes
TLR4 sur les trois cellules immunitaires du « ménage a trois » et de prouver leur

importance dans l'efficacité vaccinale. Seule la déplétion des cellules CD4 ne nous a pas



permis de conclure clairement quant a I'importance du peptide HA dans nos constructions,
en tant qu’agent de différenciation des Th1 (Chapitre 2). Cependant, il avait déja été
montré précédemment dans le modeéle Renca-ErbB2 exploité au laboratoire, qu’une
construction vaccinale était moins efficace si elle contenait uniquement I'épitope CD8, en

terme de survie des souris (Roth et al. 2005).

Dans le cas des liposomes NOD1, nous avons émis I'’hypothése que ce traitement
semblait activer une réponse innée, ne permettant pas une efficacité a long terme du
vaccin. Il serait donc intéressant d’étudier quels autres sous-types cellulaires sont
impliqués dans l'activité antitumorale, en réalisant par exemple une déplétion sélective ou
en utilisant des modéles de souris transgéniques déficientes pour les lymphocytes NK,
NKT ou Ty®.

Migration,
maturation et
cross-présentation

Endocytose par
les DC CD103~

Administration
du vaccin

Reconnaissance
des cellules
tumorales

Lyse des cellules Perforine
tumorales

Les liposomes TLR4 administrés par voie s.c. (1) sont endocytés par les DC du derme de type CD103~
(2). Le ligand du TLR4 va induire la maturation de la DC, suivie de leur migration et cross-présentation
des épitopes peptidiques vectorisés par les liposomes (3). Ces épitopes seront présentés sur le CMH
aux lymphocyte T pour induire leur différenciation en Th1 et CTL (4). Les CTL vont ensuite reconnaitre
le peptide E7 présenté a la surface des cellules TC-1 (5) et induire leur mort par apoptose (6).
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Pour poursuivre I'étude mécanistique de ces trois liposomes vaccinaux, il pourrait
également étre intéressant de corréler I'efficacité des vaccins avec une mesure de
linfiltration immunitaire au niveau de la tumeur. En effet, chez 'Homme et la souris, la
présence de lymphocytes infiltrants (LIT) CTL et Th1 ou la diminution de Treg sont souvent
associées a un bon pronostic de regression tumorale (Fridman et al. 2012). Le statut
effecteur ou mémoire des lymphocytes T spécifiques de la tumeur est également un
facteur important pouvant permettre de prédire I'efficacité a long terme d’un traitement
ainsi que le risque de récidive ou de métastases chez les patients (Jia et al. 2015; Reiser
& Banerjee 2016). Il serait donc intéressant d’analyser la présence de lymphocytes T
effecteurs mémoires (CD45RO* CD44+ CD62L") parmi les lymphocytes circulants ou les
LIT.



1. Synergie des agonistes des TLR ou NLR

Dans la derniére partie de ce projet, nous avons évalué I'association a une méme
nanoparticule liposomique de deux adjuvants des TLR ou NLR parmi les agonistes du
TLR2/6, TLR4 et NOD1. Nous avons montré que I'agoniste de NOD1 pouvait avoir un effet
synergique ou délétere pour la réponse immunitaire en fonction de I'agoniste des TLR
avec lequel il était associé (TLR4 ou TLR2/6, respectivement). En plus d’évaluer
I'association des deux agonistes du TLR, comme proposé dans la discussion du Chapitre
3, il serait également intéressant d’étudier quels sous-types immunitaires sont ciblés par
les liposomes contenant deux agonistes des PRR in vivo. En effet, en plus de déclencher
un changement de polarisation de la réponse immunitaire (Fritz et al. 2007), I'association
de deux adjuvants peut également aider a I'activation d’autres acteurs immunitaires tels
que les NKT (Selvanantham et al. 2013). Pour aller plus loin dans la compréhension des
interactions entre les voies de signalisation induites par le TLR4 et NOD1, les liposomes
contenant les deux adjuvants pourraient étre employés pour vacciner des souris RIP2-KO,
afin de vérifier 'hypothése, pour le moment controversée, de I'implication de cette protéine

dans la synergie entre ces deux récepteurs (Lu et al. 2005) (Figure 22).
2. Ciblage des cellules dendritiques

Dans notre équipe, il avait été proposé d’ajouter un ligand mannosylé synthétique
(Man2DOG) dans les vaccins liposomiques, afin d’augmenter le ciblage des DC, qui
expriment des récepteurs au mannose (Figure 12). L’addition du Man.DOG dans un
vaccin liposomique a induit une forte réponse antitumorale dans des souris portant des
tumeurs s.c. Renca-ErbB2 (Thomann et al., 2011). L’association de ce ligand a également
permis de diminuer les quantités optimales d’agoniste du TLR2/6 (Pam2CAG) et de
peptides nécessaires a I'efficacité du traitement. De la méme maniére, il a déja été montré
par une autre équipe que l'association, dans des nanoparticules de PLGA mannosylés,
d’agonistes du TLR3, TLR9 et d’épitopes CD4 et CD8 induisait une importante régression
de la croissance tumorale dans des souris portant des mélanomes (Silva et al. 2015). Il
pourrait donc étre intéressant d’ajouter le Man.DOG dans nos formulations contenant un
ou deux agonistes des TLR ou NLR, afin d’essayer d’augmenter d’avantage la limite

temporelle d’efficacité de nos vaccins.
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1. Quels sont les freins a la vaccination contre le cancer ?

Dans le chapitre d’'Introduction, nous avons abordé différents inconvénients de
limmunothérapie, pergus comme des freins par la communauté scientifique, qui
expliquent pourquoi cette stratégie innovante est encore peu reconnue comme un
traitement de routine contre le cancer. Ces inconvénients sont : le risque d’auto-immunité,
de sélection de cellules tumorales résistantes et la faible efficacité des traitements contre

des tumeurs de stade avancé ou métastasé.

En dehors des réticences de certains médecins et scientifiques, un des freins majeurs
a la vaccination thérapeutique est l'opinion publique et la perte de confiance en la
vaccination, observées ces dernieres années (Black & Rappuoli 2010; Larson et al. 2016).
En effet, méme les vaccins préventifs employés depuis plus de 100 ans, subissent une
vague de scepticisme concernant leur nécessité et leur efficacité. Une étude montrant une
corrélation entre I'autisme et le vaccin contre la rougeole, les oreillons et la rubéole a
fortement contribué a I'émergence de nouvelles inquiétudes concernant les vaccins (Gross
2009; Opel et al. 2011). Malgré le fait que cette étude ait été discréditée et que I'article ait
été rétracté pour fraude scientifique, de nombreuses « théories du complot » antivaccins
perdurent (Jolley & Douglas 2014), alimentées par des campagnes de désinformation sur
internet et les réseaux sociaux (Ward et al. 2016).

En dépit d’'une amélioration des méthodes de formulations vaccinales et un meilleur
controle-qualité de la slreté des vaccins, I'opinion générale concernant la vaccination
reste divisée (Larson et al. 2016). Aujourd’hui, un enjeu majeur est de regagner la
confiance du public, réaffirmer la nécessité de la vaccination et mieux définir la balance
bénéfice/risque de chaque vaccin. Les institutions de santé publique et les industries
pharmaceutiques doivent se coordonner afin d’avoir un discours commun crédible,
pédagogique et rassurant. Idéalement, pour chaque nouvelle formulation vaccinale et
nouveaux adjuvants mis sur le marché, les médecins et experts du domaine devront étre
en mesure d’expliquer simplement le fonctionnement du traitement, sa composition, sa

nécessité et son respect des normes de qualité et de sécurite.



L'utilisation de nanovecteurs vaccinaux et leur innocuité sont également des
préoccupations qui devront étre abordées dans les années a venir (Thomas et al. 2006).
En effet, 'opinion publique craint également les nanoparticules, qui est une technologie
relativement récente, pour laquelle nous possédons a I'heure actuelle peu de recul
concernant le risque qu’elle représente pour la santé ou I'environnement (Stern & McNeil
2008). Les scientifiqgues doivent continuer a accumuler des données concernant la sGreté
de ce type d’objets et développer de nouvelles méthodes de mesure de leur impact
toxicologique. Il est également important de ne pas généraliser le risque d’exposition aux
nanoparticules, chaque type de nanomatériaux devant étre considéré individuellement,
leur composition et leur méthode d’administration pouvant grandement influencer une

éventuelle toxicité (Yildirimer et al. 2011)

Malgré une opinion publique qui n’est pas unanimement favorable aux vaccins et la
réticence de certains patients a étre soignés par de nouvelles thérapies pour lesquelles
nous avons moins de recul, 'immunothérapie reste une stratégie thérapeutique d’avenir

qui continuera a se faire une place parmi les thérapies classiques contre le cancer.

2. L’intérét de combiner la vaccination avec d’autres immunothérapies

Suite a l'essor des thérapies « immune checkpoint » et CAR-T, la vaccination
thérapeutique peine encore a faire ses preuves mais se fera sirement une meilleure place
parmi I'arsenal thérapeutique dans les années a venir. En effet, cette stratégie possede
de nombreux avantages détaillés dans le chapitre d’'Introduction, tels qu’'une production
simple et peu onéreuse, une plus grande spécificité et une facilité a mesurer son effet en

surveillant le systéme immunitaire.

Comme discuté précédemment, la faible efficacité de 'immunothérapie contre des
tumeurs solides peut étre compensée en la combinant avec des traitements utilisés
classiguement tels que la chimiothérapie ou la radiothérapie. Au vu de la complexité de la
réponse immunitaire antitumorale, 'association de deux stratégies immunothérapeutiques
pourrait également permettre de cibler différents aspects de l'interaction entre le systeme
immunitaire et la tumeur, afin d’augmenter lefficacité et la durée de leur effet
thérapeutique. En effet, différentes stratégies ont déja été développées lors desquelles le
patient recoit premierement un vaccin codant pour (ou portant) un TAA, suivi dans un

second temps par une administration de molécules de co-stimulation, d’adjuvants seuls
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ou de cytokines pour renforcer la réponse immunitaire initiée par le premier traitement
(Guo et al. 2013). Il existe de nombreuses études précliniques montrant un effet additif ou
synergique de vaccins combinés a l'injection de cytokines telles que I'lFN-a (Pace et al.
2010), le GM-CSF (Aarts et al. 2002) et I'lL-2 (Dalgleish 2015).

Une des raisons pouvant expliquer la faible efficacité clinique des vaccins serait
'existence de mécanismes immunosuppresseurs pré-existants ou renforcés par les
traitements antitumoraux. Pour surmonter cet obstacle, il est nécessaire de combiner les
vaccins avec des thérapies permettant de réduire I'environnement immunosuppresseur
(Grenier et al. 2018). Les principales cibles cellulaires, tenues pour responsables dans les
mécanismes immunosuppresseurs, sont les Treg. Des peptides inhibiteurs ou des
anticorps monoclonaux déplétant des molécules exprimées par les Treg (Foxp3, GITR,
CCRA4) sont en cours d’évaluation dans des modeéles précliniques et chez 'lHomme, en
association avec des vaccins peptidiques (Morse et al. 2008; Nishikawa & Sakaguchi
2014; Grenier et al. 2018). D’autres cellules immunosuppressives peuvent étre ciblées,
comme par exemple les macrophages associés au tumeur ou les MDSC, leur déplétion
permettant d’augmenter la réponse immunitaire antitumorale (Srivastava et al. 2012;
Dammeijer et al. 2017). |l est également possible de neutraliser le TNF-a, qui participe a
I'activation et le maintien des fonctions immunosuppressives ou d’inhiber son récepteur

pour réguler les Treg (Salomon et al. 2018).

L’association de vaccins avec des inhibiteurs des récepteurs « checkpoint » (@CTLA-
4, ipilimumab ou @PD-1, nivolumab), exprimés par les cellules immunosuppressives ou
la tumeur, est également une stratégie trés étudiée depuis I'autorisation de mise sur le
marché de ces anticorps monoclonaux. Cette combinaison a montré de trés bons résultats
dans des modéles tumoraux de mélanome, cancer du pancréas et du colon, permettant
une plus grande infiltration de lymphocytes T fonctionnels, une diminution du nombre de
Treg dans la tumeur, une meilleure activité antitumorale et une augmentation de la survie
des souris (Li et al. 2009; Curran et al. 2010; Duraiswamy et al. 2013; Soares et al. 2015).
La s(reté de cette association a été démontrée dans deux essais cliniques de phase |
(Weber et al. 2013; Gibney et al. 2015) et douze autres essais cliniques de phase /1l sont
en cours de recrutement ou ont débuté (source : Clinicaltrials.gov). Ces études
permettront de fournir de précieux renseignements concernant I'efficacité de cette

association d'immunothérapies chez 'Homme.



La combinaison de la vaccination et de thérapies ciblant les mécanismes
immunosuppresseurs semble donc étre une stratégie évidente et prometteuse qui

permettra de libérer pleinement le potentiel thérapeutique des vaccins antitumoraux.
3. Vaccins personnalisés et médecine adaptée

« Chaque jour, des millions de personnes prennent des traitements qui ne vont pas
les aider » (Schork 2015). En effet, les dix médicaments en téte de vente aux Etats Unis
permettent de soigner uniquement d’1/4 a 1/25¢me des patients qui les prennent. En
thérapie contre le cancer, et notamment en vaccination, la majorité des études ont pour
objectif de développer des vaccins dirigés contre un seul type tumoral, pouvant étre utilisés
pour tous les patients atteints de cette pathologie (Poland et al. 2011; De Gregorio &
Rappuoli 2014). Les stratégies de développement vaccinal se dirigent désormais plutét
vers une conception stratégique et rationnelle des vaccins prenant en
compte I'hétérogénéité inter-patient et intratumorale dans le but de développer des

vaccins entierement personnalisés a la tumeur et au patient.

En effet, I'identification de néoantigénes (antigénes réellement spécifiques de la
tumeur) est désormais devenue plus simple grace aux récents progres en génomique et
séquencage génétique (Cherryholmes et al. 2015; Aurisicchio et al. 2018). Ces avancées
technologiques permettent I'identification rapide de mutations tumorales a partir de
biopsies humaines directement au chevet du patient, ouvrant ainsi la voie vers le
développement de vaccins personnalisés ciblant une ou plusieurs protéines tumorales
(Figure 11). Les premiers essais cliniques de vaccination personnalisée ont déja été
entrepris et ont apporté la preuve de leur faisabilité, leur biocompatibilité et leur efficacité
thérapeutique (Aurisicchio et al. 2018; Hu et al. 2018). L'utilisation de ce type de traitement
reste cependant encore limitée a cause des problemes de colts, faisabilité, et rapidité du
processus de séquencage et de fabrication du vaccin.

La stratégie que nous avons développée lors de ce projet pourrait représenter une
option paralléle aux vaccins entierement personnalisés. En effet, il pourrait étre envisagé
de développer une panoplie de plateformes liposomiques préformées, contenant
différentes combinaisons d’épitope(s) CD4 universel(s) et d’agoniste(s) des PRR, ainsi
que des fonctions d’ancrage peptidique non couplées pour permettre le rajout ultérieur de

néoantigénes peptidiques séquencés a partir de biopsie tumorale. Ces vaccins semi-
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personnalisés représenteraient une alternative intermédiaire aux anciens traitements
classiques « préts-a-I'emploi » et aux futurs thérapies personnalisées « sur mesure et
adaptées ». A notre connaissance, ce type de technologie n’a pour linstant pas
d’équivalent dans le domaine de la vaccination thérapeutique contre le cancer. La
possibilité de choisir entre différentes associations d’épitopes et d’adjuvants s’intégre
totalement au concept de la médecine personnalisée tout en apportant au médecin un
outil vaccinal mieux caractérisé, plus facile d’emploi et ajustable. Ce type de technologie
devrait bien sir étre couplé a une étude prédictive de la susceptibilité du patient a I'épitope
CD4 universel (présence d’une immunité mémoire contre I'antigéne due a une vaccination
ou rencontre antérieure avec le pathogéne) et a I'adjuvant (eg. niveau d’expression et

distribution tissulaire des récepteurs au PRR).

En effet, un des principaux enjeux de la vaccination personnalisée, mais également
de 'immunothérapie en général, est I'identification de marqueurs immunitaires permettant
de prédire ou diagnostiquer I'efficacité d’un traitement (Butterfield 2015; Schumacher et
al. 2015). Ces facteurs immunitaires pourraient étre utilisés pour identifier les patients les
plus susceptibles de bénéficier d’'un type de vaccin, d’adjuvant ou méme de combinaison
de thérapies. Par exemple, le niveau d’expression des récepteurs « checkpoint » pourrait
étre mesuré dans les biopsies tumorales pour déterminer en avance si les vaccins devront
étre complétés par des injections d’inhibiteurs des mécanismes immunosuppresseurs. La
détection d’'un grand nombre de cellules tumorales ayant un défaut d’expression du CMH-
| pourrait également étre un signe prédisposant a l'utilisation de thérapies permettant
I'activation des NK et NKT ou de traitements « classiques », qui ne sont pas dépendants

d’'une réponse immunitaire adaptative.

Une ambition de la médecine personnalisée serait également de pouvoir
personnaliser les traitements antitumoraux, pas uniqguement en début de protocole
médical, mais également au cours de I'évolution de la tumeur et de la thérapie. Avec les
récentes améliorations des technologies de séquencage, un meilleur suivi des
biomarqueurs immunitaires et la future possibilité de suivre 'avancement d’'une tumeur
par analyse de marqueurs sanguins, les vaccins personnalisés pourraient bien devenir
une des premiéres stratégies thérapeutiques qui cible « le bon patient » avec « le bon

médicament » au « bon moment ».



4. Le vaccin idéal

En répondant aux différents enjeux de la vaccination thérapeutique contre le cancer,
nous pouvons espérer dans les vingt prochaines années assister a I'émergence de
traitements beaucoup plus efficaces, adaptés et spécifiques : les vaccins personnalisés.
Ces traitements seraient composés de néoantigénes séquencés a partir de la tumeur du
patient et d’adjuvant(s) puissant(s) et non toxique(s). Un vaccin idéal sera en mesure i)
d’induire la différenciation de lymphocytes T CD4+ et de polariser une forte réponse
immunitaire de type Th1, ii) de stimuler la maturation des DC et iii) de permettre la
prolifération d’'un grand nombre de CTL effecteurs ou mémoires spécifiques de la tumeur,
pour permettre I'induction d’'une réponse immunitaire cytotoxique puissante. Idéalement,
ce vaccin devrait pouvoir étre formulé rapidement, étre stérile et étre adaptable a chaque
composant vaccinal, quel que soit ses propriétés physicochimiques.

Le défi futur de ce type de traitement sera de prouver son efficacité et sa faisabilité
dans des phases d’essais cliniques plus avancés, en combinaison avec des traitements
standard (chirurgie, chimiothérapie et radiothérapie) ou des thérapies ciblant les
mécanismes immunosuppresseurs. En dehors d’'une amélioration technologique attendue
en génomique et vaccinologie, le plus grand enjeu de ce type de traitement sera de
répondre aux exigences economiques, sociétales et réglementaires concernant ces
pratiques innovantes de fabrication, ainsi que son colt de production qui reste pour

l'instant une limitation non négligeable.
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Développement de constructions liposomiques personnalisables pour

une thérapie ciblée du cancer : la vaccination antitumorale

Résumé

Un des enjeux majeurs de la thérapie contre le cancer est le développement d'immunothérapies
innovantes ciblées et efficaces sur le long terme. Dans ce but, nous avons tiré profit de la versatilité
des liposomes pour concevoir une plateforme vaccinale modulable associant i) un épitope
peptidique CD4 universel capable de stimuler les lymphocytes T CD4", ii) un épitope peptidique CD8
dérivé de la tumeur, induisant la différenciation des lymphocytes T CD8* en lymphocytes T
cytotoxiques et iii) un ou des agonistes des récepteurs Toll-like ou NOD-like qui agissent comme des
adjuvants en activant les cellules dendritiques.

Aprés plusieurs étapes de criblage, trois vaccins ont été développés, spécifiques d’un modele
orthotopique de cancer du poumon (TC-1) et différant uniquement par leur adjuvant. Une étude
comparative dans un modéle murin a été réalisée. Ces travaux ont permis de comparer leur limite
temporelle d’efficacité, de mettre en évidence leur mécanismes immunitaires respectifs et de
démontrer la supériorité thérapeutique des liposomes contenant un agoniste du TLR4 (MPLA).

Ces travaux ont montré l'intérét d’'une plateforme liposomique modulable pour la conception de
vaccins personnalisés.

Mots-Clefs : vaccins thérapeutiques, cancer, liposomes, peptides, agonistes des récepteurs toll-like
et nod-like

Résumé en anglais

Currently, a challenging goal in the area of cancer treatment is the development of innovative
targeted antitumoral immunotherapies with a long-term efficiency. In this context, we took advantage
of liposomal nanoparticles properties for the conception of a tunable vaccine platform allowing the
strategical conception of vaccines containing: i) a CD4 epitope peptide able to stimulate CD4* T
helper cells ii) a tumor CD8 epitope peptide, which induces the differentiation of CD8" T cells in
cytotoxic T cells and iii) Toll or Nod-Like receptor agonist(s), which act as adjuvant for the activation
of dendritic cell

After several screening steps, three vaccines, specific tardeting an orthotopic lung tumor model (TC-
1) and differing only by their adjuvant composition, were successfully developed. Subsequently, a
comparative study of their efficacy time limit and their immunologic mode of action was performed.
This study showed the therapeutic supremacy of liposomal vaccines containing a TLR4 agonist
(MPLA).

In this work, we demonstrated the value of a customizable liposomal platform for the conception of
personalized vaccines and we highlighted the necessity of immune monitoring for a better
understanding of vaccines impact and the prediction of their efficacy.

Keywords : therapeutic vaccines, cancer, liposomes, peptides, toll-like and nod-like receptors
agonists




