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Aux eétoiles illuminant ma vie et a celles qui se sont éteintes...

« La théorie, c'est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique, c'est
quand tout fonctionne et que personne ne sait pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et

pratique : Rien ne fonctionne... et personne ne sait pourquoi ! »

Albert Einstein
(1879-1955)
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Abréviations

AA Acide aminé

ACT Transfert adoptif de cellule

ADCC Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
ADN Acide désoxyribonucléique

AFP a-fetoprotéine

APM Antigen presentation machinery

ARN Acide ribonucléique

ATP Adénosine triphosphate

ATU Unité additionnelle de transcription
BCG Bacille Calmette—Guérin

BCR-ABL Breakpoint cluster region-Abelson
CCR Récepteur chimiokine C-C

CD Cluster de differenciation

CDC Complement-dependent cytotoxicity
CEA Antigéne carcinoembryonaire

CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester
CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CMV Cytomégalovirus

CPA Cellule présentatrice de I’antigénes
CSCs Cellules souches cancéreuses

CTA Cancer-testis antigen

CTL Lymphocyte T cytotoxique

CTLA Cytotoxic T lymphocyte antigen
DAMPs Danger-associated molecular patterns
DC Dendritic cell

DLN Ganglion drainant

EGT Electrotransfert de genes

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
ELISpot Enzyme-linked immunospot assay
FcR Récepteur au Fragment Fc

FGF Fibroblast growth factor

Foxp3 Forkhead box P3

GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
GrB Granzyme B

HBV Hepatitis B virus

HCV Hepatitis C virus

HER/EGFR Human epidermal growth factor receptor
HIV Virus de I'immunodéficience humaine
HLA Human leukocyte antigen

HMGB1 High mobility group box 1

HPV Human papilloma virus

HSV Virus de I'Herpés Simplex

hTERC Human telomerase RNA component
hTERT Human telomerase reverse transcriptase
ID Intradermique

IFN Interféron

IFNAR Récepteur Interféron-alpha/beta
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IFNGR
Ig

IL

IM

IT

v

LB

LT
mADb
MDSC
MEC
MICA/B
MSH
MV
NF-«xB
NIS
NK/NKR
NKT
NLRs
NoLS
NSCLC
PAMPs
PBMC
PD-1
PDGFR
PRRs
PSA
RCC
SC
SDF1
STAT
TAA
TAM
TAP
TCR
TGFpB
Th

TILs
TLRs
TNF
TRAIL
Treg
Treg
TSA
VEGF/VEGFR
VSV

Récepteur Interféron-gamma
Immunoglobuline

Interleukine

Intramusculaire

Intratumorale

Intraveineuse

Lymphocyte B

Lymphocytes

Anticorps monoclonal

Cellules myéloides suppressives
Matrice extracellulaire

MHC class | chain-related A/B

DNA mismatch repair protein

Virus de la Rougeole

Nuclear factor-«xB

Symport Na/l

Natural killer/Natural Killer receptor
Cellule NK tueuse

Récepteurs de type NOD

Nucleolar localization signal

Cancer du poumon non-a-petites cellules
Pathogen-associated molecular patterns
Cellule mononucléée du sang périphérique
Programmed cell death 1
Platelet-derived growth factor receptor
Pattern-recognition receptors

Antigéne spécifique de la prostate
Renal cell carcinoma

Sous-cutanée

Stromal-cell-derived factor 1

Signal transducer and activator of transcription
Tumor-associated antigen

Tumor associated macrophage
Transporter associated with antigen processing
Récepteur des LTs

Transforming growth factor-f

LT helper

LTs infiltrant la tumeur

Récepteurs de type Toll

Tumor necrosis factor

TNF-related apoptosis-inducing ligand
LT régulateur

Lymphocyte T régulateur
Tumor-specific antigen

Vascular endothelial growth factor/receptor
Virus de la Stomatite Vésiculaire
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Préambule

Durant des décennies, les mécanismes impliqgués dans I'oncogenése ont été étudiés et
décryptés dans le but de proposer des traitements appropriés. En effet, la carcinogenése est un
processus multiphases trés complexe variable d’un patient a I'autre dans son développement
et dans I’évolution de la maladie. L’oncogenése est caractérisée par différentes phases, une
phase d’initiation, de promotion et de progression tumorale, permettant la mise en place de
mécanismes propres a la tumeur (Artandi and DePinho, 2010 ; Bjerkvig et al., 2005 ; Karin
and Greten, 2005).

Paul Ehrlich en 1909, fut le premier a proposer que des cellules transformees apparaissaient
spontanément dans notre organisme donnant naissance a des tumeurs, et que le systéeme
mmunitaire était capable de les reconnaitre et de les éradiquer avant qu’elles ne se
manifestent cliniquement (Ehrlich, 1909). Dans la seconde moitié du XX*™® siécle, Lewis
Thomas et MacFarlane Burnet démontrent une protection immunitaire dans des modeles de
transplantation tumorale (Burnet, 1957). Leurs résultats ont ainsi suggéré I’existence des
antigénes associés aux tumeurs et ont formulé la base du concept d’immuno-surveillance. Ces
théories furent étudiées et adaptées durant des années de recherche et sont aujourd’hui
référencées sous le concept d’immuno-édition du cancer. Ce concept confere au systeme
immunitaire un réle fondamental dans la lutte contre le développement tumoral en \weillant a
I’élimination des tumeurs les plus immunogenes, entrainant cependant une sélection de
variants moins immunogénes (Zitvogel et al., 2006a). En conséquence, de nombreuses études
ont été menées pour tenter de cibler les molécules et les effecteurs immunitaires impliqués
dans les differentes étapes du processus d’oncogenese. Les immunothérapies disponibles a
I'heure actuelle tentent de stimuler ou de moduler les réponses immunitaires efficaces contre
différents types de cancer par le biais d’une vaccination thérapeutique (immunothérapie
active) ou par [Iinjection de composants du systtme immunitaire (anticorps, cytokines :

immunothérapie passive) (Bluestone and Small, 2012 ; Eggermont et al., 2013).

La vaccination anti-tumorale reposant sur la présence d’antigénes de tumeur présentés a la
surface des tumeurs par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité, a pour but
d’induire une réponse immunitaire efficace et une cassure de la tolérance périphérique (Beatty

and Vonderheide 2008).
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE
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I. Le Cancer - une pathologie mondiale

De nos jours, le cancer affecte des millions de personnes a travers le monde. Des écrits
anciens remontant a 'Egypte ancienne ainsi qu’a la Grece antique ont décrit les premiers cas
de cancers (sein, os et peau). Cette maladie, bien que loin d’étre récente, reste pourtant la
deuxieme cause de déces dans le monde aprés les maladies cardiovasculaires. Durant des
siccles, de nombreuses théories et découvertes, jusqu’a celle des oncogénes et des genes
suppresseurs de tumeurs, se sont succédées afin d’expliquer le processus de cancérogénése.
Le cancer est une maladie complexe et variable d’un patient & un autre dans sa gencése et son
évolution. La connaissance de ses mécanismes de développement a permis I'essor de

traitements conventionnellement utilisés a ’heure actuelle.

1. Epidémiologie

Le cancer est 'une des principales causes de morbidit¢ et de mortalit¢ dans le monde. Selon
I'OMS, cette maladie est a l'origine d’environ 14,1 millions de nouveaux cas recensés et de
8,2 millions de déces en 2012 (Figure 1). Selon les données de I'Institut National du Cancer,
pour la méme année, le nombre de nouveaux cas en France a été estimé a 355000 et le
nombre de décés a 148 000. Il est ainsi prédit qu’au cours des vingt prochaines années, le

nombre de cas augmente de 70% environ.

Les principaux cancers a lorigime de ces décés sont le cancer du poumon, du foie, de
I'estomac, colorectal, du sein, de la prostate et de I'cesophage. Les épidémiologistes
démontrent que 30% des déces sont dus a une liste de facteurs de risques comportementaux et
alimentaires non exhaustive incluant majoritairement le tabagisme, la consommation d’alcool,
une alimentation peu équilibrée (consommation insuffisante de fruits et legumes), la
sédentarité (surcharge pondérale et manque d’exercice physique), les us et coutumes
(mastication du bétel en Asie, forte consommation de nourriture salée au Japon) ainsi que
'exposition a certains virus (HBV, HCV et HPV).
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Figure 1 : GLOBOCAN 2012 Nombre de nouveaux cas et de décés par genre pour les principaux cancers
http://globocan.iarc.fr/Pages/online.aspx

Le cancer est donc un probleme de santé publique majeur justifiant que, durant les dernieres
décennies, les mecanismes impliqués dans son processus de genese ont été étudiés et

décryptés dans le but de proposer des traitements appropriés.
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2. Cancérogenese

2.1. Processus multi-étapes

La cancérogenese est un processus multi-étapes trés complexe dans lequel I'action d’un ou
d’une combinaison de facteurs endogénes (génétiques, épigénétiques) et exogenes
(chimiques, virus...) est capable de modifier '’homéostasie programmée d’une cellule entre
survie et apoptose (Pitot, 1993). C’est-a-dire que la transformation des cellules « normales »
en cellules tumorales leur confere la capacité de proliferer indéfiniment permettant

I'envahissement des tissus distants pour former des métastases.

Ce meécanisme peut étre divise au minimum en trois phases : initiation (néoplasie), promotion

(hyperplasie puis dysplasie) et progression tumorale (cancer invasif et métastases) (Figure 2).

L’mitiation tumorale, caractérisée par de nombreuses altérations génétiques (mutations,
délétions ou translocations..) et épigénétiques irréversibles, mplique (1) Iactivation anormale
des geénes stimulant la division cellulaire, les proto-oncogenes en oncogénes (ras, Bcl2, C-
myc, HER2...), (2) l'inactivation des geénes suppresseurs de tumeur (TP53, KRAS, RbD,
WT1...), (3) l'inactivation des genes de maintien de l'intégrit¢ et de réparation de I'ADN
(MSH2, MSH6...) ou encore (4) une instabilit¢ chromosomique due au raccourcissement des
téloméres... Parallélement a [Iinitiation, la construction d’une niche cancéreuse s’amorce
grace a des promoteurs de tumeurs (i.e, substances carcinogénes chimiques ou des radiations
ionisantes). Ces promoteurs conduisent a un remodelage de la matrice extracellulaire (i.e,
transformation des fibroblastes en fibroblastes associés au cancer) via des facteurs de
croissance tels que le TGFB (Transforming Growth Factor-f) ou encore le SDF1 (Stromal-

cell-Derived Factor 1).

La promotion tumorale est ainsi favorisée a travers les interactions entre les cellules stromales
et les cellules cancéreuses (Barcellos-Hoff et al., 2013). Cette phase consiste en une
expansion clonale agressive (hyperplasie puis dysplasie) des cellules transformées ne
répondant plus aux signaux de controle cellulaire. L’expansion parallele de la niche
cancereuse implique aussi les effets pro-tumorigéniques de I'inflammation via la voie de
signalisation du NF-xB (Nuclear Factor-«B). En effet, les cellules immunitaires

(macrophages associés aux tumeurs (TAMSs), cellules dendritiques (DCs), neutrophiles,
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mastocytes,  lymphocytes T (LTs) ou cellules myéloides) recrutées dans le
microenvironnement tumoral produisent des cytokines (TNF, T'IL-1p et I'IL-6) et des facteurs
de croissance et d’angiogenése (VEGF) favorisant la formation de tumeurs localisées ainsi
que la progression tumorale (Karin and Greten, 2005).

Lorsque I'étape de progression tumorale est entamée, la tumeur a acquis la capacité de
proliférer de facon anarchique, la capacité d’angiogenése et les cellules tumorales ont perdu
leur caractére différencié (notion de cancer stem cell-like cells) (Bjerkvig et al., 2005). En
coordination avec leur microenvironnement, elles finissent par envahir et détruire les tissus et

organes sains conduisant a la formation de métastases.
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Epithélium ,

Fibroblaste —@w @
@@

Cellules tumorales Niche cancéreuse

Initiation | ------ +| Construction | Mutagénese
(®)] O O O © | Prolifération
Remodelage MEC

@ < 7 <> @— Cellule immunitaire

@ @} @ % Fibroblaste associé au cancer
@ @} @—Macmphage

Neutrophile

v

Expansion clonale
Mutagénese

/) Inflammation
Angiogenése

Promotion I """"

/
4 Angiogenése
Prolifération anarchique
Invasion

Métastases

\Progressionl -------- >| Maturation |

R A’I

Cancer, MET, Métastases |

Figure 2 : Etapes de la cancérogenése
Corrélations entre les phases classiques de la cancérogénése et le développement du microenvironnement
tumoral a travers leurs causes et leurs conséquences. MEC, matrice extracellulaire ; MET, microenvironnement
tumoral. Adaptée de Barcellos-Hoff et al. (2013) et Albini and Sporn (2007).
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2.2. Les « hallmarks » du cancer

Décrit par Hanahan and Weinberg (2000), le phénotype cancéreux est associé a au moins six
propriétés intrinseques. Une décennie plus tard, ces derniers décrivent quatre proprietés
supplémentaires  différenciant les cellules tumorales des cellules normales (Hanahan and
Weinberg, 2011) (Figure 3).

Maintien des signaux de prolifération : déréglement de la production et de la libération des
signaux de prolifération qui coordonnent I'entrée des cellules dans leur cycle de division et de
croissance. Production par les cellules cancéreuses de leurs propres facteurs de croissance,
expression de récepteurs propres a ces facteurs (production autocrine) et développement d’une

« hypersensibilité » aux facteurs de croissance limitant de I’environnement.

Insensibilité aux signaux antiprolifératifs : capacité a contourner les programmes qui
régulent négativement la prolifération cellulaire liée a I'inactivation des genes suppresseurs de

tumeurs.

Résistance a Papoptose : non détection des dommages irréversibles et irréparables de ’ADN
lice a des mutations sur les genes codant les protéines capables de détecter ces aberrations

permettant d’entrainer Papoptose (programme de mort cellulaire).

Immortalité réplicative : association du nombre de divisions cellulaires au phénomene de
sénescence ou de crise. Un raccourcissement des télomeres (limite de Hayflick) et une perte
de leur fonction protectrice entrainent I'état de crise et une réactivation de la télomérase. En
évitant 1’érosion des télomeres, les cellules échappent a la sénescence ce qui conduit a leur

immortalisation.

Capacité d’angiogenése : afin de croitre, les cellules tumorales requierent I'apport de
nutriments et d’oxygene ainsi que la capacité d’évacuer les déchets métaboliques. Elles vont
donc promouvoir la synthése de nouveaux vaisseaux grace a des facteurs angiogéniques

(VEGF). Cette capacité est nécessaire pour I'invasion et la formation de métastases.

Invasion et métastases : modification de leur forme et leur jonction cellules-cellules au sein

de la MEC. La perte de leur molécule d’adhésion et la sécrétion de protéases permettent une
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invasion locale des tissus environnants, puis une intravasation dans la circulation sanguine et

lymphatique et conduisent & une colonisation de tissus éloignés du site primaire.

Mutation et instabilit¢ génomique : les cellules cancéreuses sont caractérisées par un
génome instable possédant de nombreuses altérations dues a des défauts des systemes de
maintenance ou de réparation. Ces altérations leur conferent un avantage sélectif conduisant a

I'acquisition des propriétés citées précédemment.

Inflammation, promoteur tumoral : la réponse inflammatoire associée aux tumeurs par la

présence de cellules immunitaires au sein des lésions néoplasiques a Teffet paradoxal

d’augmenter la cancérogenése et sa progression.

Déréglement du métabolisme énergétique : capacité a reprogrammer son métabolisme en le

limitant & la glycolyse. Avantage pour la croissance et la division cellulaire.

Echappement au systeme immunitaire : les tumeurs les plus immunogénes sont
genéralement  éliminées par le systtme immunitaire. Le processus « d’immuno-édition »
permet la croissance et I'invasion de variants moins immunogenes capables d’échapper au

systeme immunitaire.

Maintien des Insensibilité
signaux de aux signaux
proliférations antiprolifératifs

Déreglement du Echappement
métabolisme au systeme
énergétique immunitaire

@ A
DL O
@ 3 \ Immortalité
> 5 ! réplicative

Mutation et Inflammation
instabilité promoteur
génomique Z tumoral

Capacité Invasion et
d’angiogenése Métastases

Figure 3 : Les caractéristiques intrinséques des cellules tumorales
Adaptée de Hanahan and Weinberg, 2000 et 2011.
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2.3. Le microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral est caractérisé par une hétérogénéité cellulaire importante
impliquant des interactions dynamiques entre les cellules cancéreuses et les cellules stromales
avoisinantes. Durant les dernieres décennies, il a été démontré que des cellules cancéreuses
exposées a un microenvironnement «normal» perdaient leur malignité et qu’elles la
conservaient lors d’une implantation dans un tissu altéré par des cellules tumorales
(McCullough et al., 1998). Ainsi, la communication permanente entre les cellules tumorales et
leur microenvironnement possede un rdle crucial dans le processus de cancérogenese. Le
microenvironnement tumoral, complexe et dynamique, englobe differents types cellulaires
(Figure 4) (Albini and Sporn, 2007 ; Hanahan and Weinberg, 2011):

v" Cellules cancéreuses avec la coexistence de différents clones.

v' Fibroblastes associés au cancer, représentent une population cellulaire prépondérante
impliquée dans le remodelage de la MEC par la libération de nombreux facteurs et
protéases.

v’ Cellules endothéliales, formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour Iapport
énergétique et I'invasion.

v’ Péricytes, cellules de type mésenchymateuse (reliées aux cellules musculaires lisses)
localisées autour des vaisseaux qui fournissent des facteurs de croissance. lls sont aussi
associés a I'intra/extravasation des cellules cancéreuses.

v" Cellules souches et progénitrices, les cellules dérivées de la moelle osseuse au sein de la
tumeur pourront se difféerencier en de nombreux types cellulaires du stroma et produire
des substances pro-tumorigénes.

v’ Cellules immunitaires recrutées pour I’élimination ou pour la promotion tumorale. La
présence de TAMs ainsi que celle des neutrophiles est souvent associée a un mauvais
pronostic. Ces derniers ainsi que les lymphocytes et les DCs seront décrits plus en

détails dans le cadre de 'immuno-surveillance (Contexte scientifique partie II).
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Adaptée de Hanahan and Weinberg, 2011.

3. Les traitements conventionnels et thérapies ciblées

Durant des décennies, les scientifiques ont tenté de travailler sur des traitements qui
gueriraient le cancer ou prolongeraient considérablement la survie des patients tout en

conservant la meilleure qualité de vie possible.

3.1. Chirurgie

Déja pratiquée dans lantiquité, la chirurgie a perduré au cours des décennies et jusqu’a
aujourd’hui comme le plus simple, le moins coliteux et surtout le plus efficace des traitements
pour de nombreux cancers. La chirurgie est souvent préconisée dans les cas de tumeurs
locales qui n’ont pas encore métastasé. De plus, elle peut étre associée en amont ou en aval a
d’autres traitements. A T’heure actuelle, des techniques moins invasives existent telles que la

cryochirurgie, les lasers ou encore I’ablation par radiofréquence (Sudhakar, 2009).

3.2. Chimiothérapie

La chimiothérapie consiste en [utilisation de médicaments ou substances chimiques dans le
but de tuer les cellules cancéreuses ou de ralentir leur progression en ciblant leurs propriétés
intrinséques. Ces médicaments impactent dans un premier temps la synthése d’ADN et les
phases mitotiques du cycle cellulaire. lls sont répertoriés en catégories, (1) agents alkylants
(nitrogénes moutarde ou des triazines), (2) composés platine, (3) antimétabolites, (4)
anthracyclines, (5) antibiotiques anti-tumoraux, (6) inhibiteurs de topoisomérase et (7)
inhibiteurs mitotiques (famille des taxanes ou des agents antimicrotubule) (American Cancer
Society http://www.cancer.org ; Bracci et al. (2014)).
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La chimiothérapie bien que s’avérant efficace dans certains cas, manque de spécificité et
implique de nombreux effets secondaires. Ces composés agissent généralement sur les
cellules en division rapide, par conséquent sur les cellules tumorales mais aussi sur les
cellules souches hématopoiétiques, celles du tube digestif, les cellules reproductrices et celles
des follicules pileux. Certaines chimiothérapies peuvent affecter des organes vitaux tels que le

ceeur, les poumons, les reins, la vessie et le systéme nerveux.

3.3. Radiothérapie

La radiothérapie est considérée comme traitement curatif d’environ 40% des cancers. Elle
utilise une radiation de haute énergie via des faisceaux de photons (rayons-X, rayons gamma),
de protons (Sudhakar, 2009) ou encore d’isotopes radioactifS placés directement dans la
tumeur au sein du patient (Patel and Arthur, 2006). Les radiations provoquent sur les cellules
cancéreuses des dommages de leur ADN. Leur incapacit¢ a les réparer conduit a I'arrét de
leur division et de leur prolifération et donc a leur mort. En dépit des avantages, la
radiothérapie cause des effets secondaires dépendants du tissu ciblé ainsi que de la méthode

utilisée ; en effet les cellules normales avoisinantes peuvent aussi étre endommagées.

3.4. Hormonothérapie

L’hormonothérapie est un traitement efficace et non toxique principalement utilisé dans le cas
des cancers hormono-dépendants tels que le cancer du sein, de la prostate ou de I'endométre.
Elle consiste en I'administration d’hormones de synthése inhibitrices ou antagonistes a celles
impliquées dans la croissance tumorale. A titre d’exemple, les deux traitements les plus
communément utilisés dans le cancer du sein sont le tamoxifene, antagoniste sélectif du
récepteur aux oestrogénes et les inhibiteurs des aromatases bloquant la production
d’cestrogénes. Les traitements contre le cancer de la prostate sont généralement des
anti-androgénes soit par diminution de la testostérone ou par des inhibiteurs du récepteur tel

que le bicalutamide (Jones et al., 2004).

3.5. Thérapies ciblées
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Les progrés technologiques en biologie moléculaire ont permis d’identifier certains
dysfonctionnements dans les voies de signalisation cellulaire caractérisant les tissus cancereux
et de proposer des approches thérapeutiques ciblées spécifiques de ces anomalies

moléculaires.

Ces approches thérapeutiques utilisees depuis plus de 10 ans, sont regroupées sous le nom de
thérapies ciblées. Certaines peuvent étre techniqguement considérées comme des
« chimiothérapies » entrainant par ailleurs moins de dommages sur les cellules normales en
division que ces dernieres ou comme des «immunothérapies » notamment certains anticorps

monoclonaux (mMADs).

Leur but est I'inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses par interférence avec des
molécules spécifiques requises pour la croissance et le développement tumoral (Gerber,
2008). Leur mode d’action peut viser soit les voies de signalisations extracellulaires soit les
voies intracellulaires. La signalisation au niveau extracellulaire peut étre bloquée a Taide
d’anticorps monoclonaux dirigés contre des facteurs de croissance ou contre la partie
extracellulaire de leur récepteur membranaire. Le blocage de la signalisation intracellulaire
s’effectue a l'aide d’inhibiteurs de phosphorylation, agissant sur la partie intracellulaire du
récepteur ou au niveau de protéines intracellulaires intermédiaires impliquées dans la cascade
de signalisation (Ciavarella et al., 2010). Leur mission finale est cependant trés dépendante du
type de cancer et du stade de la maladie.

Les thérapies ciblées sont souvent regroupées selon la facon dont elles agissent ou selon la
molécule qu’elles ciblent: les mhibiteurs d’enzyme (nommés différemment selon I'enzyme
quelles bloquent) et les mhibiteurs d’angiogenese (la plupart bloquant le facteur de
croissance vasculaire endothélial ou son récepteur, VEGF/VEGFR) (American Cancer

Society http://www.cancer.org).
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A Theure actuelle, deux types de thérapies ciblées sont principalement utilisés (Gerber,
2008) :

v Les anticorps monoclonaux (mAbs) développés pour attaquer certaines cibles sur les
cellules tumorales.
La structure protéique des anticorps est dénaturée par le tractus gastro-intestinal, par
conséquent les anticorps sont administrés par voie intraveineuse (IV). Les anticorps
monoclonaux sont aussi la base des stratégies d’immunothérapie passive et seront

décrits en partie 11l de cette introduction.

v' Les petites molécules inhibitrices nommées a I'inverse des grandes molécules que
sont les anticorps (Tableau 1).
Elles ont pour réle d’interrompre les processus cellulaires en interférant avec la
signalisation intracellulaire de certaines enzymes dont les tyrosines kinases. La
signalisation via les tyrosines kinases conduit a la croissance cellulaire, a la
prolifération, a la migration et a Iangiogenése dans les cellules normales et
cancéreuses. Contrairement aux anticorps, qui possédent une demi-vie allant de
quelques jours a plusieurs semaines, les petites molécules ont une demi-vie de
quelques heures et nécessitent un dosage quotidien. Elles sont principalement

administrées oralement (seul le bortezomib est injecté en IV)

Les premieres cibles des thérapies ciblées ont été dirigées contre CD20, CD33 et CD52,
protéines presentes a la surface des lymphomes et des leucémies et seront décrites en partie
.

Dans le traitement des tumeurs solides, les principales cibles moléculaires actuellement visées

par les traitements disponibles sont de trois types (Figure 5).

(1) les récepteurs de la famille HER ou EGFR (Human Epidermal Growth Factor
Receptor) constitués de quatre protéines HER1, HER2, HER3, HER4. Ces récepteurs
contribuent a la prolifération, invasion et migration des cellules tumorales. L’utilisation
d’anticorps monoclonaux permet d'inhiber la fixation du ligand sur son récepteur et donc de
bloquer le signal de transduction, e.g. cetuximab (Erbitux) dans le cadre des cancers

colorectaux et téte-et-cou ou trastuzumab (Herceptine) dans les cancers du sein surexprimant
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HER2 (Gonzalez-Angulo et al.,
I’élaboration d’inhibiteur de tyrosine kinase (ITK) capables de se fixer sur le site de

2006). La seconde approche pour bloquer ce signal est

phosphorylation du récepteur, e.g. gefitinib (Iressa) et erlotinib (Tarceva) dans le cancer du
poumon (Ladanyi and Pao, 2008).

(2) le ciblage de la transduction du signal et des seconds messagers impliqués dans la
cascade d’activation intracellulaire du géne RAS (protéine HRAS, KRAS et NRAS).
L’utilisation d’inhibiteurs de
lactivation des protéines RAS, e.g. tipifarnib (Zarnestra) et lonafarnib (Sarasar) (Downward,
2003);
imatinib  (Gleevec) pour les leucémies myéloides chroniques ou sunitinib (Sutent) pour

les inhibiteurs des wvoies RAS/PI3K/PTEN/AKt/mTOR, e.g.

temsirolimus (Torisel) et rapamycin (Sirolimus) dans le cadre de

la farnésyl transférase bloque la farnésylation essentielle a
les inhibiteurs de sérine-thréonine kinase dans la voie Ras/RaffMEK/ERK, e.g.

cancer du rein métastatique ;
everolimus  (Afinitor),
cancer du rein, de leucémie et cancer hématologiques avances (Chappell et al., 2011).

(3) les agents angiogéniques et leurs récepteurs qui soutiennent la croissance tumorale et
facilitent le processus métastatique. L’utilisation de molécules anti-angiogéniques ciblant Ile
VEGF ou le VEGFR permet de contrbler la croissance tumorale, e.g. sunitinib (Sutent) pour
le VEGFR dans les cancers du rein (Motzer et al., 2007), bevacizumab (Avastin) pour le

VEGF dans le cadre des cancer colorectaux métastatiques (Ellis and Hicklin, 2008).

Bortezomib
(Ve ade)

265 proteasonie

Hematologic malignancies

Figure 5 : Mécanismes des thérapies ciblées
Certaines cibles moléculaires présentées sur cette
figure sont aussi exprimées par les cellules
normales. Par exemple, le CD20 est présent a la
fois sur les Ilymphomes et sur les cellules
lymphoides normales, HER2/neu est présent a
30% dans le cancer du sein et VEGFR est présent
dans la vascularisation classique et celle associée
a la tumeur.

Rituximab (Rituxan)
9 °Y-Ibritumomab tiuxetan (Zevalin)
h 31|-Tositumomab (Bexxar)

Gemtuzumab ©o0zogamicin
(Mylotarg)

*—— Alemtuzumab (Campath)

Imatinib\(Gleevec)

tinib (Sprycel) . . , .
Certaines petites molécules, e.g., sorafenib

(Nexavar), sunitinib (Sutent), imatinib (Gleevec),

Solid tumors

Trastuzumab
(Herceptin)

Cetuximab (Erbitux)
Panitumumab (Vectibix)

k Bevacizumab

VEGF (Avastin)

dasatinib (Sprycel), ont des cibles multiples qui ne
sont pas décrites ici.

CD, cluster de différenciation ; BCR-ABL,
breakpoint cluster region-Abelson ; EGFR,
récepteur du facteur de croissance épithélial;
VEGFR, récepteur du facteur de croissance
vasculaire endothéliale ; VEGF, facteur de
croissance vasculaire endothéliale. Tirée de
Gerber (2008)
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Médicament Cible Indications approuvées FDA

Bortezomib (Velcade) 26S proteasome Myélome multiple, Lymphome de manteau
Dasatinib (Sprycel) BCR-ABL, SRC Leucémie myéloide chronique, Leucémie
family, c-KIT, lymphocytaire aigue
PDGFR
Erlotinib (Tarceva) EGFR Cancer du poumon non-a petites cellules, cancer
pancréatique
Gefitinib (Iressa) EGFR Cancer du poumon non-a petites cellules
Imatinib (Gleewec) BCR-ABL, c-KIT, Leucémie myéloide chronique, Leucémie
PDGFR lymphocytaire aigue, tumeur stromale
gastrointestinale, mastocytose systémique
Lapatinib (Tykerb) HER2/neu, EGFR Cancer du sein avec HER2/neu surexprimé
Sorafenib (Nexavar) BRAF, VEGFR, Cancer du rein, carcinome hépatocellulaire
EGFR, PDGFR
Sunitinib (Sutent) VEGFR, PDGFR, c- Cancer du rein, tumeur stromale
KIT, FLT3 gastrointestinale
Temsirolimus (Torisel) Mammalian targeto Cancer du rein avancé

rapamycin (mTOR)

Tableau 1 : Exemple de petites molécules inhibitrices en thérapie ciblée dans le cancer
FDA, US. Food and Drug Administration; BCR-ABL, breakpoint cluster region-Abelson; PDGFR, platelet-
derived growth factor receptor; EGFR, epidermal growth factor receptor; VEGFR, vascular endothelial growth
factor receptor. Adapté de Gerber (2008).

Au wu de tous les éléments cités dans cette section, la compréhension des mécanismes
impliqués dans la cancérogenése est essentielle pour le développement de traitements plus
specifiques. Il apparait évident que les tumeurs sont des tissus complexes et dynamiques
impliquant des interactions spécifiques entre les cellules tumorales et le microenvironnement

avoisinant.
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II. Immunité anti-tumorale

Paul Ehrlich, en 1909, fut le premier a proposer qu’il existait une Immuno-surveillance des
tumeurs éliminant les cellules cancéreuses naissantes (Ehrlich, 1909). Cinquante ans plus tard,
ce méme concept était développé postulant que les cellules immunitaires agissent telles des
sentinelles capables de reconnaitre spécifiquement les cellules tumorales et de les éliminer
(Burnet, 1957). L’utilisation de modéles tumoraux induits viralement ou chimiquement
(methylcholanthréne, MCA) a également démontré une protection anti-tumorale spécifique
lors de réimplantation suggérant Iexistence d’antigénes associés aux tumeurs (Old and
Boyse, 1964). Ces théories furent étudiées et adaptées durant des années de recherche et sont
aujourd’hui référencées sous le concept d’immuno-édition du cancer. Ce concept est basé sur
le fait que le systtme immunitaire n’est pas uniquement responsable de [I'élimination des
cellules tumorales mais fagonne aussi I'immunogénicit¢ des tumeurs, le tout en lien avec
I'expression des antigénes associés aux tumeurs (Dunn et al, 2002 ; Kim et al., 2007).
L’mmuno-édition du cancer inclut une phase d’élimination des cellules tumorales par le
systtme immunitaire, suivi par une phase d’équilibre s’achevant par une phase

d’échappement tumoral.

Au sein de cette partie, nous aborderons donc le rble et la classification des antigenes

tumoraux, leur impact sur le concept d’immuno-édition et 'antigéne universel la télomérase.
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1. Role et classification des antigenes tumoraux

Un principe fondamental dans I'immuno-surveillance des tumeurs est que les cellules
tumorales expriment des antigenes qui les différencient des cellules normales. Les premiers
antigenes tumoraux a avoir été identifies, des les années 1990, sont les antigénes des
mélanomes codés par les familles des génes MAGE, BAGE ou GAGE dont le Melan-
A/MART-1, Pmell7/gp100, tyrosinase, protéine reliée a la tyrosinase TRP-1/gp75 ou TRP-2
(Boon et al., 1997 ; Brichard et al, 1993 ; Kawakami et al., 1994). Grace aux avancees
technologiques et aux diffrentes approches utilisées, d’autres antigénes associés aux tumeurs
et reconnus par le systeme immunitaire ont pu étre identifiéss (Cheever et al.,, 2009 ; Novellino
et al., 2005).

Les antigenes tumoraux, pour la plupart antigenes du soi, sont considérés comme faiblement
immunogenes a cause de la sélection thymique s’opérant précocement dans la constitution du
répertoire immunitaire. Ainsi, le niveau et le type d’antigéne tumoral exprimé conditionnent
I'immunit¢ ou la tolérance d’une tumeur (Smyth et al., 2001). De plus, il a été demontré que
I'immuno-surveillance d’une tumeur non éditée serait attribuée a Iexpression d’antigénes
tumoraux hautement immunogénes et que la perte de ces antigénes via une immuno-sélection

T-dépendante représentait un des mécanismes d’immuno-édition (Matsushita et al., 2012).

La classification initiale des antigénes tumoraux fut basée sur leur profil d’expression
(Dalgleish and Pandha, 2006). Elle distingue les antigénes « spécifiques de tumeur » (tumor-
specific antigen, TSA) exprimés exclusivement par la tumeur, des antigénes exprimés non
seulement par les tumeurs mais aussi par d’autres cellules de Iorganisme (tumor-associated
antigen, TAA). Font partie des TAA, les antigenes spécifiques du groupe cancer-testis

(CTAS), les antigenes de différenciation et les antigénes surexprimés.

Cependant, la classification moderne les regroupe selon leur structure moléculaire et leur
origine (Tableau 2) (Abbas etal., 2012).
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Type Caractéristiques Exemples
d’antigénes
Produits de Mutations sur oncogéne et RAS : 10% des carcinomes

genes mutés
impliqués dans

genes suppresseurs de tumeurs

Réarrangement Bcr/Abl : CML
Surexpression de Her-2/neu :

cancérogenese  Production de protéines altérées spécifiques Carcinome et cancer du sein
p53 : ~50% des tumeurs
Induction de réponses immunitaires
contre ces protéines.
Produits de Induction de mutations aléatoires Mutation p91A : mastocytome murin

génes mutés
non impliqués
dans

indépendamment de la fonction des génes

Methylcholanthrene (MCA)

Protéines mutées dans mélanome

cancerogenese tumor-specific transplantation antigens
Protéines Protéines produites en quantité faible dans les  Tyrosinase, gp100, MART :
cellulaires cellules normales ou exprimées unigquement Mélanocytes normaux / mélanomes.
anormalement dans certains tissus Antigenes cancer-testis (MAGE) :
exprimées cellules germinales / mélanomes,
Protéines non mutées et dérégulation de carcinomes et sarcomes
Pexpression protéique dans les cellules
tumorales
Antigénes de Synthese endogéne des protéines virales par EBNA-1du Virus Epstein-Barr :
virus oncogene les cellules tumorales induites par virus lymphome B, carcinome de
(ADN et ARN) nasopharynx
Peptides fortement immunogenes (non-soi) E6, E7 du HPV : cancer utérin, cancer
oropharyngé
Virus lymphotropique des LT
(HTLV-1): leucémie/lymphome des
LT
Antigenes Haute expression dans les cellules tumorales et  Antigeéne carcinoembryonaire (CEA)
onco-fetaux dans les cellules feoetales normales en a-fetoprotéine (AFP)
développement

Normalement non exprimé dans les tissus

adultes

Glycolipides et
glycoprotéines

Forte expression et structure anormale

associées a des propriétés métastatiques

Ganglioside monosialique (GM) 2 et
disialique (GD) 2 : mélanome

Antigénes de
diffé renciation
tissu-spécifique

Expression préexistante de I’antigene
au sein du tissu

Antigenes spécifiques de la prostate
(PSA)
CD20 : lymphome B

Tableau 2 : Classification moderne des antigénes tumoraux
CML, Leucémie myéloide chronique, MART, antigéne du mélanome; MAGE, antigéne associé au mélanome;
EBNA-1, Antigéne nucléaire d'Epstein-Barr. Adapté de Abbas et al. (2014)

De par leur caractéristigue immunitaire et leur expression privilégiée, les antigenes associés

aux tumeurs possedent un role central dans le processus d’immuno-édition du cancer.
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2. Immuno-édition, de 'immuno-surveillance al’échappement

L’immuno-édition du cancer est le processus par lequel le systéme immunitaire protége I’hote
et faconne I'immunogénicité tumorale des tumeurs en développement, et comprend trois
phases (la théorie des 3Es; Figure 6): Elimination, Equilibre et Echappement (Dunn et al.,
2004 ; Schreiber etal., 2011).

Signaux .
o Danger Ligands Suppression Tumorale
Antigenes -, + NKR intrinséque

tumoraux s

(Senescence, réparation, apoptose)

Carcinogénes
Irradiations
Infections virales

Cellules transformées - : Tissu normal
Inflammation chronique
l Mutations génétiques héréditaires
Elimination Equilibre Echappement
o Y i
1 g:; = oIFN-y IL-6, IL-10 T TGF-p
. PD-L1 Galectin-1 T DO

Perte
antigenes w6

Perte CMH

Quiescence tumorale
IFN-y adition e
Immunité | FN-oB et éditio
e IL-12 CTLA-4 T CTLA4
innee et TNF PD-1
adaptative | NKG2D PD-1
TRAIL
Perforin .
Promotion

Cellule normale

Celluletransformée
@ fortementimmunogénique

croissance tumorale

Cellule s transformées
Faiblement immunogéniques

Suppression Tumorale .
extrinseque

Figure 6 : Concept de I’immuno-édition

Lors de I’élimination, les cellules des systémes immunitaires inné et adaptatif reconnaissent & la surface de
cellules tumorales transformées des signaux de danger ou molécules spécifiques conduisant a leur destruction.
Cependant, des variants cellulaires tumoraux peuvent survivre a cette phase et entrent dans la phase d’équilibre
durant laquelle les cellules de I'immunité adaptative (LTS et cytokines) contiennent la croissance tumorale et
maintiennent la tumeur dans un état de dormance. L’édition de 'immunogénicité tumorale apparait au cours de
la phase d’équilibre. La conséquence de cette pression de sélection immunitaire constante sur les cellules
tumorales génétiquement instables provoque I’émergence de variants. Ces variants ne sont plus reconnus par le
systéme immunitaire devenant insensibles aux mécanismes immunitaires et induisant un état
immunosuppresseur dans le microenvironnement tumoral. Les cellules tumorales vont alors échapper a tout
contrdle jusqu’a Iapparition clinique de la pathologie. Adaptée de Schreiber et al. (2011).
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2.1. Elimination — Immuno-surveillance

L’¢élimmation est une phase de coopération entre les systemes immunitaires inné et adaptatif
qui a pour objectif Iéradication des tumeurs précoces (cellules tumorales en développement)
avant que celles-ci ne deviennent cliniquement visibles. Le concept d’immuno-surveillance a
été démontrée via des modeles murins délétés de certaines cellules immunitaires, de
molécules de reconnaissance, de voie de signalisation ou de cytokines (e.g. souris Ragl ou 27
, TCRB 7, TCR8™", IFNGR1™", IFNAR1™, IFNAR 27 ou Pfp”") (Dunn et al., 2006). Chez
’homme, pour preuve de cette immuno-surveillance, il a été démontré que le développement
d’un cancer d’origine viral est plus friéquent chez des patients immuno-deéprimes (receveurs
d’organes) ou immuno-déficients (SIDA). Dans le cadre de cancers autologues, des réponses
immunes spontanées impliquant des LBs et LTs spécifiques de certains TAAS ont aussi été
observées (Vesely et al, 2011). Ce processus peut lui-méme étre découpé en différentes
phases (Figure 11) (Dunn et al., 2002 ; Kim et al., 2007).

2.1.1. Recrutement des cellules de 'immunité innée

Lorsqu’une tumeur solide atteint la taille de 2 a 3 mm de diametre, elle remodele son stroma
et entraine la formation de nouveaux vaisseaux sanguins afin de favoriser sa progression. Ce
phénoméne induit la libération de signaux pro-inflammatoires par les tissus environnants,
conduisant au recrutement de cellules de I'immunit¢ innée (NK, NKT, LTyd, macrophages et
DCs) dans la tumeur. Les molécules DAMPs (danger-associated molecular patterns), [dont la
libération d’ATP, I'expression d’HMGBI (high mobility group box 1), des protéines de chocs
thermiques (HSPs) et de calréticuline], générées soit par les cellules tumorales mourantes ou
par les tissus environnants endommagés contribuent aussi au recrutement des cellules

immunitaires dans la tumeur (Kroemer etal., 2013 ; Schreiber etal., 2011).

2.1.1.1. Les cellules NK

Les cellules tueuses naturelles (NK) sont une sous-population de lymphocytes cytotoxiques
connus pour leur capacité a tuer les cellules tumorales. L’activation des cellules NK dépend
d’une balance entre la présence de signaux activateurs (ligands NKR reconnus par des KARS)
et des signaux inhibiteurs (présence de CMH | interagissant avec les KIRs et inhibant les NK)
a la surface des cellules (Vivier et al, 2012). En effet, suite au stress de leur transformation,

les cellules tumorales diminuent leur expression de CMH | et expriment des molécules de
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stress dont les ligands NKG2D qui seront reconnus principalement par les NK mais aussi par
les cellules effectrices CD8" af, y5. Les ligands NKG2D reconnus chez I’homme sont les
molécules MICA/B (MHC class | chain-related) et les protéines de liaisons UL16 (ULBP) ; et
chez la souris Rae-1 (Retinoic acid early inducible-1), H60 et Multl (UL16-binding protein-
like transcript 1) (Waldhauer and Steinle, 2008). Les NK éliminent directement les cellules
tumorales par relargage de perforine (pfp) et de granzymes (GrA, GrB, GrH, GrK et GrM),
par I'expression de FasL, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), TNF-a et IFN-y et
a ftravers lexpression du CD16 (récepteur Fc, FcR) pour le mécanisme de cytotoxicité
dépendant des anticorps (ADCC). Elles peuvent aussi agir indirectement comme régulateur en

interagissant avec les DCs, les macrophages et les LTs (Cheng et al., 2013).

2.1.1.2. Les cellules NKT

Les cellules invariantes NKT (iINKT) constituent une sous-population de lymphocytes
possédant aussi certains marqueurs des cellules NK. Elles reconnaissent, par leur recepteur T
(TCR) of}, des antigeénes lipidiques et glycolidiques exprimés par les cellules tumorales et
présentés par les cellules présentatrices d’antigénes (CPAs) via les molécules CD1d (similaire
au CMH). Les NKT activées sécretent de I'I[FN-y qui stimule I'activation des NK et des CTLs
et agissent sur la maturation et la sécrétion d’IL-12 des DCs impliquant un rétrocontrole de
leur activite (Swann etal., 2004 ; Vivier et al., 2012).

2.1.1.3. Les LTyd

Les LTyd se situent a I'interface entre I'immunité innée et adaptative par I'expression d’un
TCRyd reconnaissant spécifiquement les antigenes de tumeurs sans restriction par le CMH,
contrairement aux LTof} conventionnels; et par DPexpression de récepteurs NKG2D
reconnaissant les mémes ligands que les cellues NK (MICA/B, ULBP). Leur activité
cytotoxique se manifeste de la méme maniere que celle des cellules NK (FasL, TRAIL,
perforine, granzymes, IFN-y et TNF-a). Ils peuvent aussi aider les LB dans la synthése
d’anticorps et étre impliqués dans la maturation des DCs et le recrutement des macrophages
(Wu et al., 2014). Par ailleurs, a travers I'interaction de leur FcR et de cibles opsonisées, ils
possedent aussi la capacit¢ de présenter des antigenes aux LTof naifs (CD8 et CD4)
(Anderson etal., 2012).
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2.1.1.4. Les macrophages associés aux tumeurs

Les macrophages généralement considérés dérivés des monocytes circulants constituent une
population hétérogene de phagocytes avec des fonctions dépendantes de leur localisation
tissulaire. Les macrophages grace a leur capacité de phagocytose et a I'expression du CMH de
classe II ont un role de cellules présentatrices de I'antigéne (CPAs). De plus, comme tous les
phagocytes, ils expriment les récepteurs spécifiques de I'immunité innée a lorigine de leurs
caractéristiques phénotypiques spécifiques dont I’expression des PRRs (pattern-recognition
receptors) (Gordon and Taylor, 2005). Ces récepteurs incluent les récepteurs de type Toll
(TLRs, Toll-like receptors) qui sont capables de reconnaitre aussi bien les molécules PAMPS
(pathogen-associated molecular patterns) que les DAMPs (Kono and Rock, 2008 ; Zitvogel
et al., 2010).

Suite & cette reconnaissance, les TLRs activent I'expression des geénes de cytokines pro-
inflammatoires et des génes sensibles a 'IFN (ISGs). En réponse a ce contexte inflammatoire
et a la stimulation de leurs TLRs, les macrophages recrutés au site tumoral peuvent adopter
une polarisation M1. Les M1 produisent efficacement des molécules anti-tumorales
effectrices dont des dérivés réactifs de l'oxygene (ROS), des mtermédiaires azotés - tout
comme les granulocytes - et des cytokines telles que TNF-a, IL-1p, IL-6 et IL-12 (Mantovani,
2014). Les M1 participent aussi aux mécanismes de présentation antigénique en phagocytant

les cellules tumorales mourantes et au mécanisme d’ADCC grace a leur FcR.

2.1.2. Capture et présentation antigénique par les DCs

Les DCs sont des sentinelles du systeme immunitaire et sont considérées comme les seules
CPAs professionnelles par leur capacité a capter, a appréter et a présenter differents types
d’antigénes dont les antigénes tumoraux. Elles représentent le lien entre I'immunit¢é innée et
I'immunité adaptative. Elles proviennent des cellules hématopoictiques progénitrices de la
moelle osseuse qui se difféerencient en DCs du sang (DCs conventionnelles, cDCs; DCs
plasmacytoides, pDCs) et en DCs tissulaires (DCs des muqueuses ; cellules de Langerhans,
LCs; DCs dermales, dDCs; DCs folliculaires). Dans des conditions inflammatoires et sous
I'inflience d’IL-4 et du facteur de stimulation des granulocytes-macrophages (GM-CSF), les
monocytes possedent aussi la capacité de se différencier en DC immatures (Merad et al.,

2013). Les DCs possédent de nombreux récepteurs incluant des récepteurs de phagocytose ou
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« éboueurs » (scavenger) tels que le CD91, les intégrines, le CD36 ; des PRRs dont les TLRs
et les recepteurs de type NOD (NLRs, NOD-like receptors).

Dans des conditions classiques, les DCs existent a un état immature ou semi-mature avec pour
activité¢ principale la phagocytose (niveau de CMH et de molécules de co-stimulation faible)
et le maintien de la tolérance immunitaire. Dans un contexte tumoral, les antigenes ou débris
libérés par les cellules tumorales mourantes sous leffet de I'immunité mnée sont captés par
les DCs immatures. En présence des DAMPs et des cytokines IFN-y et TNF-a, les DCs
maturent, expriment des récepteurs de chimiokines (CCR7) et migrent vers les organes
lymphoides secondaires (ganglions drainant la tumeur, TDLN). Les DCs augmentent
I'expression de leurs CMHs II et de leurs molécules de co-stimulation (CD80, CD83, CD86)
au détriment de leur fonction de phagocytose et produisent de I'IL-12 (Dudek et al., 2013 ;
Ma et al, 2013). Parallelement a ces changements, les DCs vont activer leurs processus

d’apprétement antigénique selon l'origine de ce dernier (endogéne ou exogeéne, Figure 7).

Classiguement, les antigenes provenant de sources intracellulaires proviennent de la voie de
dégradation du protéasome. Les peptides (8-10 AA) sont transportés dans le réticulum
endoplasmique a travers le transporteur TAP (Transporter of Antigen-Processing) pour étre
chargés sur les CMH de classe | et reconnus par les LTs CD8. Au contraire, les antigenes
endocytés vont étre clivés dans I'endosome pour obtenir des peptides (9-20 AA) qui seront
chargés sur les CMH de classe Il apres dégradation de la chaine invariante (CLIP) et qui
seront exposés a la reconnaissance de LTs CD4. Cependant, les antigenes extracellulaires
peuvent aussi étre présentés par les CMH de classe | grace aux mécanismes de présentation
croisée (Heath and Carbone, 2001).

Au sein du TDLN, les DCs maturées présentant les complexes CMH-peptide vont activer le
profil effecteur des LTs avec lesquels elles interagissent et, par conséquent les polariser pour

I’élimination spécifique des antigénes tumoraux (Dudek et al., 2013).

Des études récentes ont aussi démontré Iexistence d’une sous-population de DCs tueuses
mpliquée dans la phase d’¢limination, les IKDCs hautement sécrétrices d’IFN-y, de TRAIL
et de perforine (Taieb et al., 2006 ; Zitvogel etal., 2006b).
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Figure 7 : Voies de présentation antigénique pour les CMH classe I et Il
a] Voie classique des antigénes intracellulaires pour apprétement sur les molécules de CMH 1.
b| Voie classique des antigénes exogénes pour apprétement sur les molécules de CMH II.
c| Voie de présentation croisée des antigenes exogénes qui seront chargés sur le CMH I au lieu du CMH II.
Tirée de Heath and Carbone (2001).

2.1.3. Lymphocytes T spécifiques des tumeurs

2.1.3.1. Synapse immunologique et activation des lymphocytes

L’activation des LTs est régie par une mteraction stable avec la DC formant une synapse

immunologique (Figure 8 A et B).

Le premier signal nécessaire a cette activation est I'engagement du TCRof (associé aux
chaines CD3y, CD36, CD3e et CD3() avec le complexe CMH/peptide conférant une
specificité car seuls les lymphocytes avec un TCR donné seront activés. Lors de cette
activation, une réorganisation du cytosquelette permet la formation de la synapse et
I'interaction entre les molécules d’adhésion CD2, LFA-1 (Leukocyte function-associated
antigen 1) sur la DCs et leur ligand respectif CD48/CD59 et ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) ou CD54. La molécule ICAM-1 permet d’augmenter I'intensité et la durée de ce
premier signal. Les co-récepteurs CD4 ou CD8 stabilisent le complexe TCR/CMH/peptide et
leur tyrosine kinase Lck phosphoryle les motifs d’activation (ITAMs) du CD3. La cascade
induite par cette phosphorylation (recrutement de ZAP-70) sera responsable de la production

de cytokine et de facteurs de croissance majeurs pour les LTs (Huppa and Davis, 2003).
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Un signal de co-stimulation est nécessaire pour poursuivre cette activation. Les molécules de
co-stimulation CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) présentes sur les DCs s’associent au CD28 des
lymphocytes. De plus, I'association du CD40-ligand des LTs au CD40 des DCs renforce ce
signal et permet une forte prolifération des LTs. Néanmoins, un rétrocontrble de cette boucle
est assuré par I'expression de CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen, CD152) sur les LTs
et de son association avec CD80/CD86. Aprés CTLA-4, les LTs exprimeront aussi la
molécule inhibitrice PD1. Les DCs sécretent aussi des cytokines qui, selon le CMH engage,
vont orienter la polarisation des LTs (Pardoll, 2002). Ces deux molécules auront un réle

important dans I'étape d’immuno-subversion, derniére étape du processus d’immuno-édition.

B7-H1/B7-DC 7

B7-H1/B7-DC PO

B7-1/B7-2

@)
B7-1/B7-2 O CD28

£

|> CTLA4L

O

* YVYY
H
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Cytokines (IL-2, IL-12, IL-18)

Figure 8 : Synapse immunologique et molécules de co-stimulation
A| Synapse immunologique montrant les ligands-récepteurs et molécules de signalisation clés impliquées dans la
reconnaissance et I’activation des LTs. Les molécules de stimulation liées au CMH/peptide sont représentées en
rouge. Les molécules activatrices (TCR/co-récepteurs ; CD28) et les molécules d’adhésion favorisant la durée du
signal sont en bleu. Les molécules inhibitrices en jaune et celles quine contribuent pas a la signalisation sont en
gris. Adaptée de Huppa and Davis (2003) ; Pardoll (2002).

B| Il existe différentes catégories de molécules de co-stimulation sur la CPA : la famille B7, la famille TNF et les
cytokines. La famille B7 comprend le CD80 (B7-1), le CD86 (B7-2): lie CD28 ou CTLA-4; le PDL1 (B7-H1),
le PDL2 (B7-DC): lie PD1; le B7RP-1 lie ICOS; et le B7-H3 dont le récepteur n’est pas identifié. Les ligands
TNF sont le 4-1BBL, I"OX40L et le CD27L. Adaptée de Pardoll (2002).

Dans le TDLN, les DCs induisent et activent dans un premier temps des LTs CD4 spécifiques
de l'antigtne de tumeur. Ces derniers expriment de 'IFN-y et sont polarisés en LT de type
Thl afin de faciliter, dans un deuxiéme temps, I'induction des LTs CD8 spécifiques de
I’antigéne de tumeur (Dunn et al.,, 2004 ; Kim et al., 2007).
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2.1.3.2. Lymphocytes T CD4

Selon les interactions et les cytokines sécrétées par les DCs lors de l'activation de LTs CD4,
ces derniers présentent une hétérogénéité fonctionnelle, avec différents profils de sécrétion
cytokinique (Figure 9). Les LTs CD4 peuvent étre polarisés en différents types de LTs
effecteurs dont les principaux sont les Thl, Th2, Thl7 et iTreg (Luckheeram et al., 2012).

Néanmoins, seuls les Thl ont un rdle primordial durant I'immuno-surveillance.

v' Les Thl sont induits par les DCs sécrétant de I'lL-12p70 avec la présence d’IFN-y. IIs
sécretent majoritairement de T'IFN-y et de I'IL-2 par Dexpression des facteurs de
transcription T-bet et de STAT4 (Signal Transducer and Activator of Transcription).
Les Thl via leurs cytokines activent les fonctions cytotoxiques des macrophages et des
NK et favorisent la differenciation des LTs CD8 en LT cytotoxiques (CTLS).

v' Les Th2 induits via I'interaction OX40-OX40L et par la présence d’IL-4, expriment les
facteurs de transcription GATA3, STAT5 et STAT6. lls sécrétent majoritairement de
I'IL-4, de I'IL-5 et de I'IL-13 avec pour mission de favoriser la différenciation des LB
pour la production d’anticorps IgGl et IgE.

v' L’IL-6, I'IL-21, I'IL-23 et le TGFB induisent une polarisation Th17 via I’expression de
RORyt (Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor gamma-T) et de STAT3. lls
sécretent de [I'IL-17 et de T'IL-22 conduisant & [Dinduction de cytokines
pro-inflammatoires et sont principalement impliqués dans les réponses fongiques et

dans les mécanismes d’auto-immunité.

v" Sous linfluence de I'IL-10, de Pacide rétinoique ou du TGFp, les LTs CD4 se
différencient en LT régulateurs induits (iTreg), Trl (IL-10") et Th3 (TGFB"). lls
expriment le facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box P3) comme les Tregs
naturels du thymus et le CD25. Leur potentiel régulateur s’exerce a travers la sécrétion

de cytokines immuno-modulatrices.
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Cellules tumorales
mourantes

TNF-a

Figure 9 : Différenciation et polarisation des LTs CD4
En fonction des pathogénes ou des molécules reconnus via leurs récepteurs PRRs, les DCs vont phagocyter ces
antigenes, les appréter et les présenter aux LTs. L’environnement de la DC lors de sa rencontre avec ’antigéne
oriente la réponse T auxiliaire. Cet environnement est dépendant du tissu dans lequel les DCs résident ;
lorsqu’elles sont recrutées au niveau d’une tumeur via la présence des DAMPs et des cytokines IFN-y et TNF-a,
les DCs vont polariser les LTs effecteurs en type Thl. Adaptée de Pulendran and Ahmed (2011).

2.1.3.3. Lymphocytes T CD8

Il est essentiel que Pactivation des CD8 soit finement régulée afin de minimiser la destruction
de tissus non cancéreux du soi. Comme évoqué précédemment, malgré les voies de
présentation croisée, I'induction des CTLs peut étre favorisée par lactivation des LT CD4
Thl dans le cas d’antigenes de tumeur intracellulaires.

En effet, des études ont démontré le r6le indispensable des LTs CD4 dans la génération de
réponses CTLs primaires et mémoires & la fois contre des antigenes non-inflammatoires (e.g.
antigenes de tumeur, antigénes de transplantation) et contre certains pathogenes infectieux
(e.g. virus de la grippe, HSV) (Bos and Sherman, 2010 ; Dosset et al., 2012 ; Janssen et al.,
2003 ; Riberdy et al., 2000 ; Sharma et al., 2013).

Ce concept d’«activation-autorisation » (classical licensing, Figure 10) implique Ila
présentation du méme antigéne sur les CMH 1l et sur les CMH | de la DC ainsi que
I'interaction CD40-CD40L. Cette interaction provoque I'induction d’IL-12 considérée comme
le dernier signal pour lactivation des CTLs. Ce phénomene d’autorisation peut aussi €tre

réalisé par les NKT (alternative licensing) (Behrens et al., 2004 ; Thaiss et al., 2011).

CONFIDENTIEL
44




A Tinverse des sous-populations de LTs CD4 Th bien caractérisées et décrites dans la
littérature, les sous-populations de LTs CD8 sont assez peu connues. Néanmoins, tout comme
les LTs CD4 Th, les CD8 pourraient étre catégorisés en deux types cellulaires basés sur leur
profil cytokinique, nommés Tcl et Tc2, tous deux cytotoxiques (Dobrzanski et al., 2004 ;
Mosmann et al., 1997 ; Vukmanovic-Stejic et al., 2000).

v' Les Tcl peuvent étre définis comme les CTLs prédominants, sécrétant de 'ITFN-y en
grande quantité, et pouvant sécréter de treés faibles quantités d’IL-6 et d’IL-10.
v' Les Tc2 sécrétent de I'lL-4, de I'IL-5, de I'lL-6 et de I'[L-10 mais pas d’IFN-vy et sont

moins cytotoxiques que les Tcl.

MHC clasﬁf_‘;.

cnsolcnes/’\ \ mlcm/’\ﬁ ) /& /\

¢ MHC class| MHC class |

C028 cb28 ’

\ \

Figure 10 : Activation des LTs CD8 via un complexe DC-Thl ou DC-NK
Concept « d’autorisation » qui implique (A) la présentation du méme antigéne sur le CMH | et CMH 1l ou (B) la
présentation d’un antigéne lipidique sur le CD1d et d’un antigéne différent sur le CMH L. Les deux types de
licensing nécessitent 'interaction CD40-CD40L. Adaptée de Thaiss et al. (2011).

La finalité de ces phénomenes est que les effecteurs les plus puissants du systeme
immunitaire, CD4 Thl et CTLs spécifiques des antigenes de tumeurs migrent au site tumoral.
Les CTLs détruisent les cellules tumorales présentant I'antigene via la secrétion d’IFN-y et de
TNF-0, I'expression de TRAIL et de FasL et via la libération de perforine et de granzymes

contenus dans leurs granules lytiques.
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2.1.4. Role crucial des cytokines dans I'immuno-surveillance

Les cytokines pro-inflammatoires et Thl ont été démontrées essentielles dans le processus
d’¢limination des tumeurs (Vesely et al., 2011).

L’IFN-y sécrété principalement par les NK, NKT et les LTs a pour cible directe les cellules
tumorales afin d’augmenter I'immunogénicit¢é tumorale via des mécanismes antiprolifératifs,
anti-angiogéniques et pro-apoptotiques. Il favorise non seulement Iactivation des CTLs par
les Thl mais aussi 'augmentation des molécules de CMH de classe I a la surface des cellules
tumorales et par conséquent une meilleure reconnaissance des tumeurs par ces derniers. Il est
a lorigine des fonctions tumoricides des macrophages M1 et des NK (Dunn et al., 2006 ;
Vesely et al., 2011).

L’IL-12 sécrétée par les DCs favorise la différenciation des LTs CD4 naifs en LTs Thl et
stimule les fonctions cytotoxiques des CTLs, NK et NKT. Produite aussi par les macrophages
infiltrant la tumeur, elle augmente la sécrétion d’IFN-y des NK lui conférant un role indirect
d’agent angiostatique (Trinchieri, 2003).

L’IL-2 sécrétée par les CD4 activés induit une polarisation des CD4 de type Thl, la
génération de CTLs, facilite la prolifération et la synthése d’anticorps par les LBs et induit la
génération et la persistance des NK. Néanmoins, I'IL-2 possede aussi un role crucial dans
I'élimnation des LTs autoréactifS et participe au maintien des Tregs peériphériques
(Waldmann, 2006).

Le TNF-a est produit par les phagocytes, les NK, les NKT et les LTs afin de contribuer a
I'immunité anti-tumorale. Cependant, il est suggéré que le TNF-o promouvrait la survie des
cellules tumorales a travers Iinduction de génes codant des molécules anti-apoptotiques
dépendantes du NF-kB (Lin and Karin, 2007).

L’IL-4, bien qu’étant une cytokine a visée Th2, posséde un role anti-angiogénique dans la

clairance tumorale et induit I'infiltration de granulocytes dans la tumeur.

D’autres cytokines comme I'IL-10 (cytokine immuno-régulatrice), I'lL-13 (cytokine Th2) et
I'TL-17 (cytokine Thl7) possedent a la fois des effets anti-tumoraux et pro-tumoraux dans un
contexte précis (Ellyard etal., 2007 ; Khan, 2008 ; Lin and Karin, 2007).
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Synthése de la phase d’élimination (immuno-surveillance)
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Figure 11 : Immuno-sur\eillance du cancer

Les cellules tumorales expriment des molécules de stress (calréticuline, complexe CMH/antigéne tumeur,
NKG2DL) reconnues par les CD8 et les NK. Les DCs captent et présentent des antigénes tumoraux aux LTs et
glycolipides aux NK. Ces effecteurs libérent de I'I[FN-y qui inhibe la prolifération et ’angiogenése tumorale. Les
CTLs tuent les cellules tumorales via les récepteurs Fas et TRAIL, et la synthése de granzymes et perforine.
L’expression de CD28, CDI137, OX40 et GITR sur les CD8 favorise leur prolifération. Les LTyd tuent les
cellules tumorales via leur récepteur NKG2D qui reconnait MICA/B. Les macrophages M1 et les granulocytes
sécretent du TNF-a, de I'IL-1, de I'IL-12 et des ROS (dérivés réactifs de I’O;) pour contribuer a I'immunité anti-
tumorale. Adaptée de Mittal et al. (2014).
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2.2. Equilibre

En dépit des mécanismes immunitaires déployés durant la phase d’élimination pour éradiquer
la tumeur, certains variants cellulaires peuvent survivre et entrer en phase d’équilibre (concept
de dormance) dans laquelle le systéme immunitaire adaptatif empéche la tumeur de croftre et

sculpte aussi 'immunogénicité des cellules tumorales (Schreiber et al., 2011).

Les mécanismes moléculaires qui déclenchent la dormance de la tumeur sont peu connus a
cause des difficultés a reproduire cette phase dans des modéles murins, et ont été peu décrits
chez 'Homme. Cependant, i a été démontré expérimentalement que des tumeurs formées
(ie. sarcome induit par le 3-methylcholanthrene, MCA) chez des souris immuno-déficientes
étaient plus immunogenes que celles formées dans des animaux immuno-compétents
(Shankaran et al, 2001 ; Smyth et al., 2000). Une difference d’immunogénicité tumorale a
aussi été observée entre des modeéles déficients pour différentes molécules effectrices (modéle
déficient pour la perforine ou I'I[FN-y) soulignant des degrés variables de pression sélective
immunitaire  (Street et al., 2002). Ceci suggére qu’une tumeur ayant subi la phase
d’élimmation est adaptée a croitre avec I'immunit¢ adaptative ce qui conduit a la sélection et a

la croissance de variants non-immunogéenes (Kim et al., 2007).

Par ailleurs, la phase d’équilibre est probablement la plus longue dans le processus
d’immuno-édition pouvant durer de nombreuses années durant lesquelles le systeme
immunitaire maintient la tumeur dans un état de dormance jusqu’a la réapparition d’une

tumeur primaire ou de métastases (Aguirre-Ghiso, 2007).

Un scénario clinique illustrant bien la phase d’équilibre chez 'Homme est la transmission de
cancer lors de transplantations donneur-receveur. Dans ces cas, 'organe a transplanter parait
normal et dénué de cancer au moment du prélevement mais certains donneurs se révelent plus
tard atteints de cancer dans d’autres sites anatomiques (donneurs sans aucun antécédent ou en
rémission totale d’un précédent cancer). En effet, deux patients greffes, avec chacun un rein
d’un méme donneur trait¢é d’un mélanome avec succeés 16 ans auparavant, ont tous les deux

développé un mélanome métastatique deux ans apres la greffe (MacKie et al., 2003).
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2.3. Echappement

L’échappement, cit¢ dans la partie 1.2.2 comme propriété¢ intrinséque (hallmarks) des cellules
tumorales, repreésente la mise en place par la tumeur de mécanismes lui permettant de
contourner les actions du systeme immunitaire, de Ilui échapper et de devenir cliniquement
détectable (Figure 12).

2.3.1. Résistance associée aux cellules tumorales

23.1.1. Molécules exprimées par les cellules tumorales

Afin de faciliter I'évasion de la reconnaissance immune adaptative, en particulier celles des
CTLs, les cellules tumorales peuvent altérer les mécanismes d’apprétement et de présentation
de leurs antigénes (Campoli and Ferrone, 2008 ; Leone et al., 2013). Ces altérations sur les
genes APM (Antigen Presentation Machinery) entrainent la diminution ou la perte
d’expression des CMH de classe I, des molécules B2m, TAP1 et tapsine, des sous-UNItés
LMP2 et LMP7 de I'immunoprotéasome. Les cellules tumorales ont aussi la capacit¢ de
perdre les ligands NKG2D (Groh et al,, 2002) ou d’impacter la maturation des DCs a travers
la suppression de production des DAMPs pro-inflammatoires, évitant ainsi une

reconnaissance a la fois des cellules immunitaires adaptatives et innées (Vesely etal., 2011).

Les cellules tumorales peuvent aussi développer une insensibilit¢ a I'I[FN-a/f et a 'I[FN-y en
mutant les génes codant leur signalisation (récepteurs IFNGR1/2, JAK1/2, STAT1) (Dunn et
al., 2005).

Afin d’éviter la destruction médiée via le systéme immunitaire, les cellules tumorales peuvent
sur-exprimer des molécules inhibitrices (inhibiteur de sérine-protéase PI19) bloquant la lyse
via la voie du granzyme B (GrB)-perforine, des molécules anti-apoptotiques (FLIP et BCL-
XL) ou exprimer des formes inactives des récepteurs de mort TRAIL et FAS (Shin et al.,
2001 ; Zitvogel et al., 2006b). De la méme facon, elles expriment aussi des ligands inhibiteurs
ou tolérogenes tels le PDL-1 (B7-H1) ou les molécules de CMH non classiques HLA-G
(Dong et al, 2002 ; Tripathi and Agrawal, 2006). Afin, d’échapper aux mécanismes de
cytotoxicité liée au complément (CDC), les cellules tumorales surexpriment aussi des facteurs

de restriction au complément tels que le CD46, co-facteur membranaire inhibiteur, le CD35,

CONFIDENTIEL
49




le CD55 et le CD59, autres protéines régulatrices du complément (Guillerme et al., 2013 ;
Murray et al., 2000 ; Ravindranath and Shuler, 2006).

2.3.1.2. Facteurs immunosuppresseurs libérés par les cellules tumorales

De nombreux facteurs sont sécrétés par les cellules tumorales afin d’inhiber directement
Iimmunit¢  anti-tumorale, de recruter des cellules régulatrices et de créer un

microenvironnement immunosuppresseur.

Des stérols sécrétés par les cellules tumorales ont la capacit¢é du supprimer 'expression de
CCR7 sur la DC, empéchant donc sa migration au TDLN et l'activation des LTs (Vesely et
al, 2011). La secrétion de VEGF inhibe la voie de signalisation de NF-xB et empéche elle
aussi, la maturation et la differenciation des DCs. Cette sécrétion est corrélée a un mauvais
pronostic incluant le recrutement de cellules myéloides suppressives (MDSCs) et ses
propriétés angiogéniques (Kim et al., 2007).

Les cellules tumorales peuvent agir sur différentes étapes de I'immunité anti-tumorale, par
exemple, la sécrétion de TGF-p conduit a I'inhibition des CTLs et des NK et par conséquent
a la non production d’IFN-y, de granzymes et de perforine (Wrzesinski et al, 2007). Le
TGF-pB favorise aussi le développement de Tregs, de Thl7 et polarise les macrophages M1 en
M2. Similairement, I'lL-10 durant I'échappement inhibe la réponse Thl et l'oriente vers un
type Treg (Luckheeram et al., 2012).

Certains facteurs inhibent des composants précis du systeme immunitaire, tels que la
galectine qui supprime lactivité des LTs; [Iindoleamine 2,3-dioxygénase (IDO)
métabolisant le tryptophane (acide aminé essentiel pour les LTs). L’IDO génére des
kynurenines toxiques dont le but est d’inhiber la prolifération des CTLs et d’entrainer
Iapoptose des LTs CD4 (Vesely et al, 2011 ; Zitvogel et al, 2006b). L’expression
d’arginase-1 et d’INOS (inductible nitric oxide synthetase) par les MDSCs et macrophages
M2 détruit Pargnine (aa essentiel pour les LT) et enrichit 'environnement en oxyde nitrique
favorisant I'angiogenése et les métastases (Mittal et al., 2014). D’autres facteurs comme le
GM-CSF, T'IL-1B et la prostaglandine E2 (PGE2) permettent eux aussi le recrutement et
I'expansion des MDSCs (Vesely et al., 2011).
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2.3.2. Immunosuppression induite par le S|

Les cellules régulatrices suppressives (MDSCs, macrophages M2 et Tregs) de I'immunité
anti-tumorale créent un environnement adapte a la progression tumorale.

Les MDSCs sont une population hétérogene de cellules myéloides immatures induites par des
facteurs sécrétés par la tumeur et sont capables de supprimer des réponses immunitaires.

Les MDSCs activées produisent I'argmnase-1, INOS, IDO, 'oxydase NAPDH et des cytokines
immunosuppressives qui inhibent les CTLs, les DCs et les NK et qui permettent I’expansion
des CD4 Tregs (Wesolowski et al., 2013).

Les macrophages sont polarisés en type M2 par la présence d’IL-4, d’IL-10, d’IL-13, de
TGF-B et de M-CSF (macrophage colony-stimulating factor). lls représentent souvent un
marqueur de mauvais pronostic puisqu’ils produisent en haute quantit¢ des cytokines
mmunosuppressives et le facteur d’angiogenése VEGF favorisant I'mtravasation et les

métastases (Ramanathan and Jagannathan, 2014).

Les CD4 Tregs par le biais de I'TL-10 et du TGF-§ alterent la réponse CTLs et NK. lis
peuvent détruire les CPAs par leur fonction cytotoxique via la libération de granzyme et de
perforine. lls expriment le CTLA-4 qui se lie aux molécules de co-stimulation CD80/CD86
pour produire un signal inhibiteur induisant la diminution de ces mémes molécules. Cette

interaction peut aussi déclencher la synthése d’IDO par les DCs (Mougiakakos et al., 2010).
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Synthése de la phase d’échappement (immuno-sélection)
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Figure 12 : Immuno-subversion du cancer

Les cellules tumorales échappent a la reconnaissance immunitaire (défaut de I’APM et perte des molécules de
co-stimulation), expriment des molécules de résistance (STAT-3), de survie (Bcl-2) et d’immunosuppression
(IDO, TDO, PD-L1, galectine, CD39, CD73, récepteurs adénosine). Elles sécrétent aussi VEGF, IL-6, TGF-B,
M-CSF pour augmenter I’angiogenése. MDSCs, macrophages M2 et DCs expriment des molécules
immuno-régulatrices (arginase, INOS, IDO), des cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-B) induisant la
génération de Treg et I'apoptose des CTLs. Les enzymes immuno-régulatrices, IDO, arginase et CD39
métabolisent respectivement le tryptophane en kyneurenine, la L-arginine en omithine et urée et ’ATP en AMP
qui lui-méme sera métabolis¢ en adénosine par CD73. L’adénosine en liant ses récepteurs A2aR et A2bR
favorise Pangiogenése et la prolifération. Les Tregs quant a eux, expriment de nombreux récepteurs inhibiteurs
PD-1, CTLA-4, Tim-3 et LAG3 supprimant la réponse anti-tumorale. Adaptée de Mittal et al. (2014).
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En considérant, tous les mécanismes impliqués dans le concept d’immuno-édition ainsi que
I’hétérogénéité des antigtnes tumoraux, les immunothérapies ciblant plusieurs cancers sont
confrontées a des limites impactant leur développement. Premiérement, le choix de Iantigéne
a cibler devient primordial. Ainsi, une liste des criteres et caractéristiques de Pantigéne
tumoral idéal a été proposée pour prioriser les antigenes a cibler en clinique (Cheever et al.,
2009). Les criteres majeurs de [I'antigene idéal seraient: (1) fonction thérapeutique, (2)
immunogénicité¢, (3) role important dans I'oncogenése, (4) spécificité, (5) expression dans la
majorité¢ des cellules cancéreuses (6) y compris dans les cellules souches cancéreuses, (7)
expression inexistante ou réduite dans les tissus normaux. Parmi les antigénes rassemblant la
plupart de ces propriétés, notre regard s’est porté sur I'antigéne télomérase (hTERT), cible

pertinente décrite dans le paragraphe suivant.

3. La Télomérase Reverse Transcriptase humaine : TAA universel

Les télomeres constituent de courtes séquences nucléotidiques répétées (TTAGGG) non
codantes, situés a lextrémité des chromosomes. Dans un contexte classique, ils protégent le
chromosome des phénomenes de dégradation et de recombinaison de I’ADN. Les téloméres
ont aussi un role clé dans la prolifération et la survie cellulaire. En effet, lors des divisions
cellulaires, la réplication des extrémités 5° par I’TADN polymérase s’avere imparfaite et,

approximativement 50 a 200 bp d’ADN télomérique sont perdues.

La plupart des cellules somatiques sont limitées a 50 divisions, phénomene connu sous le nom
de la limite de Hayflick (Hayflick, 1980). Par conséquent, elles sont dans I'incapacité de
maintenir constante la longueur des télomeres qui finissent par atteindre une taille critique. Un
raccourcissement de leur longueur provoque des anomalies cellulaires et tissulaires activant
un programme de sénescence aboutissant a I’apoptose. Ce programme peut étre neutralisé par
I'inactivation des protéines suppressives de tumeur p53 et Rb. En dépit de ce programme, des
divisions cellulaires supplémentaires surviennent et conduisent a une érosion critique des
télomeres, un état de crise. Afin d’éviter la sénescence et la crise, la télomérase, enzyme qui

synthétise les télomeres, est réactivée (Figure 13) (Artandi and DePinho, 2010).
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Figure 13 : Théorie de Hayflick ou horloge télomérique
Relation de cause a effet entre le raccourcissement progressif des télomeres et les divisions du cycle cellulaire.

Lorsque les cellules somatiques surpassent la senescence, la télomérase réactivée conduit a I’'immortalité
cellulaire. Adaptée de Gomez et al. (2013).

3.1. Structure de la télomérase

La télomérase, qui est une enzyme bien conservée a travers les espéces, fut décrite pour la
premiere fois chez le protozoaire T. tetrahyema en 1985 (Greider and Blackburn, 1985). La
télomérase est un complexe ribonucléoprotéique a activité reverse transcriptase qui a pour
mission le maintien des télomeres au cours des divisions par I'ajout de séquences TTAGGG
aux extremites des chromosomes (Morin, 1989). Elle est composée d’une sous-unité
catalytique (hTERT, human TElomerase Reverse Transcriptase) et d’une matrice ARN
(hTERC, human TElomerase RNA Component) (Figure 14).

La sous-unite hTERT est une protéine de 1132 acides aminés (poids moléculaire exacte : 127
kDa, approximatif: 124,5 kDa) avec une localisation nucléaire afin d’exercer son activité
(Chung et al, 2012 ; Yang et al, 2002). Cette protéine structurellement similaire aux
transcriptases inverses rétrovirales et aux ARN polymérases virales peut étre divisée en trois
régions. Le domaine N-terminal (NTE) trés conservé inclut des motifs de liaison de hTR
(motifs CP, QFP et T; (Weinrich et al., 1997) et des motifs de fonction (signal d’export et
motif GQ). Le domaine central est caractérisé par les sept motifs de transcriptases inverses
(Tr: 1, 2, A, B, C, D, et E) essenticls a lactivit¢ de I'enzyme (Lingner et al, 1997).
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L’extension C-terminal (CTE) contient elle aussi des motifs spécifiques importants pour

activité catalytique de la télomérase et pour le maintien des télomeres.

La sous-unit¢é hTERC est transcrite par une ARN polymérase Il et produit un transcrit mature
de 451 nuckotides incluant wune séquence matriciele 5’-CUAACCCUAAC-3’
complémentaire a lextrémit¢é 3° des téloméres et qui sera transcrite pour générer les
répétitions  télomériques. La structure secondaire de hTERC contient quatre régions
fonctionnelles bien conservées entre les espéces incluant un domaine matrice/pseudonceud
(CR2/CR3), une région conservée CR4/CR5 impliquée dans la liaison a hTERT, une boite
H/ACA (CR6/CR8) (Marie-Egyptienne and Autexier, 2006).

L’assemblage et la maturation de la télomérase humaine afin d’obtenir une télomérase active
se déroule dans les corps de Cajal (Zhu et al., 2004). La sous-unité hTERT est généralement
le facteur limitant dans I'assemblage de la télomérase tandis que la hTERC est transcrite dans
la plupart des cellules. La boite H/ACA et la région CAB (Cajal Body Box) inclues dans le
domaine CR7 (extrémité 3°) apparaissent essenticlles pour I'accumulation d’hTR et pour la
stabilité du complexe (Cong et al., 2002). En effet, la protéine TCAB1 (Telomerase Cajal Box
protein 1) se lie a la région CAB de hTERC et interagit aussi avec la dyskérine associée a la
boite H/ACA afin de favoriser I'association du complexe dans les corps de Cajal (Venteicher
et al., 2009). Le motif de la boite H/ACA guide la maturation post-transcriptionelle d’ARNs
non-codants et son interaction avec la dyskérine compléxée aux protéines NHP2, NOP1 et

GAR1 conduit a la stabilité du complexe.

Par ailleurs, lactivit¢ télomérase au niveau des télomeres est régulée par plusieurs protéines
associées aux télomeres formant le complexe « shelterin ». Il inclut des facteurs de liaison de
IADN télomérique 1 et 2 (TRF1 et TRF2) responsables de la longueur des télomeres, une
protéine protectrice des télomeres (POT1), deux protéines interconnectées (TIN2 et TPP1) qui
recrutent la télomérase auprés du chromosome et une troisieme (RAP1) démontrée comme

régulateur négatif dans le maintien des télomeres (Moon and Jarstfer, 2007).
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Figure 14 : Représentation linéaire de hTERT etdu complexe télomérase
Séquence protéique de hTERT contenant dans le domaine N-terminal un signal d’export mitochondrial et une
région de liaison a hTERC ; des motifs reverse transcriptase et un domaine C-terminal incluant le signal d’export
nucléaire. Le complexe télomérase avec ses deux sous-unités et ’ensemble des protéines associées nécessaires
au fonctionnement, a la localisation et a la stabilité de ce dernier. Adaptée de Ly (2011).

3.2. Role de latélomérase dans la cancérogeneéese

La télomérase, outre son role dans I’élongation et le maintien des téloméres pour garantir une
certaine stabilitt génétique, est une enzyme avec des composants primordiaux régulant

certains hallmarks de la cancérogenese (Figure 15) (Low and Tergaonkar, 2013).

Les premieres évidences de I'mplication de la télomérase dans le développement des tumeurs
proviennent d’études sur la souris. Bien que les téloméres de souris soient plus longs que ceux
de T’homme et que la télomérase murine a une expression plus ubiquitaire dans les tissus
somatiques adultes, une surexpression de la sous-unité TERT a été trouvée dans des souris
porteuses de cancers mammaires et de peau (Broccoli et al., 1996). De plus, une induction
conditionnelle de la TERT chez la souris induit le développement de tumeurs dans un tissu
cible (Artandi et al., 2002 ; Gonzalez-Suarez et al., 2001). Ce phénoméne a aussi €té observé

dans des cellules humaines utilisant une voie alternative de maintien des téloméres (ALT,
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alternative lengthening of telomeres) démontrant que la télomérase et principalement ses
composants n’interviennent pas uniquement dans I'élongation des téloméres mais contribuent
aussi a 'immortalisation cellulaire (Stewart et al., 2002). Il a aussi été observé que la TERT
active les promoteurs des genes cible de Wnt/B-catenine tels que Myc et cyline D1 impliqués
dans le cycle cellulaire (Park et al, 2009) et qu’elle entraine la sécrétion d’épiréguline
(facteur de croissance épidermal, EGF) stimulant la division cellulaire dans des fibroblastes
immortalisés (Smith et al., 2003).

La TERT confere aussi aux cellules tumorales la capacité de résister a I’apoptose. En effet,
plusieurs études ont démontré que la TERT régule directement I'expression des geénes
dépendants du NF-xB qui est lui-méme tumorigene (Ghosh et al., 2012). De plus, la TERT a
aussi la capacit¢ d’inhiber I'apoptose induite par les caspases (Bermudez et al, 2006),
d’empécher celle induite par TRAIL (Dudognon et al., 2004) et de supprimer la fonction de
p53 par la production d’un facteur de croissance bFGF (Jin et al., 2010).

Des études suggerent aussi que la présence de TERT favoriserait I'angiogenése par la
production de ce méme facteur et du VEGF et qu’elle aurait un impact sur le métabolisme
énergétiqgue (Low and Tergaonkar, 2013). Cependant, I'expression ectopique de TERT ne
suffit pas a elle seule pour transformer des cellules normales en cellules malignes. Cette
transformation doit faire intervenir Iexpression d’un oncogene et/ou la perte d’un geéne
répresseur de tumeur, par exemple I'oncoprotéine T SV40 et la protéine Ras (Hahn et al,
1999 ; Moon and Jarstfer, 2007).
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Figure 15 : Role de laTERT dans la cancérogenése
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3.3. Expression de la télomérase dans le cancer

La plupart des cellules somatiques n’expriment pas 'ARNm de hTERT et ne présentent donc
pas d’activit¢ télomérase, contrairement aux cellules embryonnaires, aux cellules germinales,
aux cellules souches et aux LTs activés. Néanmoins, leur expression est relativement modérée
en comparaison des cellules cancéreuses. La hTERT est fortement exprimée par environ 80 a
90% des cellules cancéreuses (Tableau 3) indépendamment de leurs origines tissulaires
(Hiyama and Hiyama, 2002 ; Shay and Bacchetti, 1997).

Type de cancer Echantillon Télomérase / hTERT (%)
Poumon Biopsie 76,2 /80,8
BAL 654 /80,1
Sein FNA 79,2 /84,7
Prostate Biopsie 76,9 /83,3
Urine (lavage) 58 /72,2
Estomac Biopsie 79,3 /88,3
Colon Biopsie 87,3 /100
Lavage 58,8 /74,1
Foie Biopsie 61,6 /91,3
Utérus Biopsie 96,6 /98,6
Frottis 34,5 /46,2
Téte etcou Biopsie 96 /81
Lavages 56,4 /80,8

Tableau 3 : Exemple d’expression de I’activité télomérase et de la hTERT ARNm dans différents cancers
chez I’Homme

Les données proviennent de différentes études regroupées dans Hiyama and Hiyama (2002) ; Hiyama and

Hiyama (2003). BAL, lavage bronchoalvéolaire ; FNA, cytoponction.

Cette caractéristijue comporte un intérét clinique diagnostique et thérapeutique en rejoignant
les criteres de I'antigene idéal énoncé par Cheever et al. (2009). De plus, un niveau élevé de
hTERT est souvent associé a un mauvais pronostic clinique et a une agressivité tumorale
observée dans différents types de cancer : cancer du poumon non-a petites cellules (Zhu et al.,
2006), cancer du sein (Elkak et al., 2006), cancer de la prostate (March-Villalba et al., 2012),
cancer gastrique (L0 etal., 2012), cancer du foie (Hiyama etal., 2004).

L’expression de la télomérase est soumise en amont a des systétmes de régulation (Figure 16).
La régulation transcriptionnelle de hTERT est considérée comme le mécanisme régulant la
télomérase chez 'Homme. Le promoteur du géne hTERT ne contient pas de boite TATA ou
CAAT mais contient des régions riches en CpG, de nombreux sites de fixation pour des
facteurs de transcription (c-Myc/Mad/Max, Spl, USF, AP2, AP4, and NF1) et de méthylation.
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Il contient aussi des éléments de réponse aux hormones et deux boites-E (Gladych et al.,
2011).

La TERT peut ainsi étre activee directement ou indirectement par différents facteurs. Par
exemple pour activer I'expression du géne hTERT, I'oncogéne c-Myc s’associe avec Max et
se fixe sur les boites E; Spl se lie aux motifs GC et interagit avec des protéines de liaison de
boite TATA (TBP) pour aider I'mitiation de la transcription des promoteurs sans boite TATA
(Park et al, 2001). La transcription du gene hTERT peut aussi étre initiée par le NF-xB
(implication de c-Myc), par des facteurs de transcription Ets (erythroblast transformation
specific domain) qui régulent la transcription via les proto-oncongenes c-Myc, Her2/Neu, Ras
(Dwyer et al., 2007).

L’mplication de protéines virales telles E6 du HPV indépendamment de la perte de p53 ou
I'induction de c-Myc; ou des hormones cestrogénes ou androgénes dans la transcription de

hTERT a aussi été démontrée dans les cancers de I'utérus, du sein et de la prostate (Cong et
al., 2002).

En comparaison des cellules cancéreuses, il est proposé que la TERT soit réprimée dans les
cellules somatiques par des régulateurs négatifs de la transcription. Le complexe Mad/Max
(effet antagoniste a c-Myc/Max); les genes suppresseurs de tumeur p53/p73, pRB
(rétinoblastome) et E2F1, BRCAL (Breast Cancer 1), WT-1 (Wilms’ tumor 1) ont été mis en
évidence dans cette inhibition de hTERT (Gladych et al, 2011). Des molécules telles que
MZF-2 (Myeloid cell-specific Zinc finger protein 2), 'TFN-y, le TGF-p et la vitamine D3 ont

aussi un role dans la répression de hTERT (Cong etal., 2002).
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Figure 16 : Régulation transcriptionnelle de hTERT
Adaptée de Biocarta (http://www.biocarta.com/pathfiles/h_tertpathway.asp)
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La régulation transcriptionnelle de hTERT est aussi complétée par des modifications
post-transcriptionelles qui impliquent des phénoménes d’épissages alternatifs de ’ARNm de
TERT. Phénomenes qui seraient un moyen pour la cellule de réguler lactivit¢ télomerase en

changeant les profils d’expression de ses variants TERT.

3.4. A lafois cible naturelle et thérapeutique

Au vu de Tensemble de ses propriétés, de son expression spécifique dans les cellules
tumorales, de son implication dans le processus d’oncogenése, la TERT représente un TAA
universel (Beatty and Vonderheide, 2008). De plus, il a aussi été observe que des patients
atteints de cancer développaient une réponse anti-hTERT naturelle et que des individus sains
possédaient un répertoire immunitaire  anti-hTERT pré-existant ayant survécu aux
mécanismes de sélection thymique. Ces observations suggerent ainsi que dans un contexte de
surexpression de hTERT, une rupture de la tolérance pourrait étre observée (Karanikas et al.,
2010 ; Zanetti etal., 2005).

Par conséquent, la hTERT est une cible ideale et pertinente comme le confirment les
différents essais cliniques déja effectués et ceux en cours la ciblant (Tableau 4 et Tableau 5).
Ces essais font appel a differentes sortes d’immunothérapic anti-tumorale qui seront

explicitées dans la derniére partie de cette introduction.
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Patie

Trial design Cancer Type Phase nts Immune response Clinical outcomes Reference
Multiple | 19 90% ah SD of 10.5 r.non.ths for 4 patients (Mavroudis et al.,
correlates with immune response 2006)
Vx-001 = o5 — 1
native crvptic hTERT 76.29% %5 in correlation with immune Bolonaki et al.
pgsZ NSCLC | 22 Aa,g,i response. Median SD of 11.2 months. (Bo o;gol;)e al
. ) 90.9% OS of 30 months for responders.
+ optimized cryptic
i Ad d £, i
hTERT pYS?Z peptide muI;/ia T:Sdid " 55 55% " Clinical improvement correlates with (Kotsakis et al.,
+ Montanide ISA51 tur'r)mrs 709% 8" immune response. OS of 20 months. 2012)
PFS and OS in correlation with
Vaxon Biotech 27+1 ai immune response. Median (Kotsakis etal.,
NSCLC I 9 66% progression-free survival (PFS) of 3.8 2014)
months. OS of 19.8 months.
hTERT p540 50% of patients with SD. OS in
. (ILAKFLHWL) + ah correlation with high immune  (Domcheketal.,
- B | 1 9
Peptide GM-CSF + Montanide reast ? Etas response. Median OS of 30 months 2007)
bas_ed ISA51 for responders.
vaccines
hTERT p540 Metastatic No objective clinical response to (Parkhurst etal.,
(ILAKFLHWL) N I 14 53.8% " tream:ent P 2004);
+ Montanide ISA51 ’ NCT00021164
HR2822 (hTERT p540) a,c,h  SD of28%. Median OS of 8.5 months. .
46% ag.GV1001 B .
+GV1001 (hTERT611- NSCLC 1 26 08 o Y = runzsg'fsjt al
626) + GM-CSF 8% ag. p540 and 93 months.
b OS in correlation with immune (Bernhardt et al
GV1001 + GM-CSF Pancreas 1/1 48 63% response. Median OS of 7.2 months 2006) v
for responders.
. Partial regression (n=5) and SD (n=6).
(I = Melanoma 11 25 78% " % ®] Median OS of 10.4 months for  (Kyteetal., 2011)
Temozolomide
responders.
GV1001 + GM-CSF NSCLC " 23 80% b,ej No major toxicity. Median PFS of 11.7 (Brunsvigetal.,
months. 2011)
Autologous DC loaded Brez;si, | 7 o, G h,ij No sienificant toxicit (Vonderheideetal,
with p540-KLH prostate 57% o significant toxicity 2004)
carcinoma
bedi No major toxicity. No objective
DCtransfected with 20 959 %™ ¢ %) clinical response.
Prostat | Suetal., 2005
LAMP-hTERT mRNA rostate (19/20 pat.) 4/9 patients have elevated PSA post (Suetal, )
vaccination.
APC- DCloaded hTERT Renal il 10 20% % d,h,j Tre?tmept well-tolerated. 2 patients (Martenetal.,
based HLA-A2 +KLH with mixed response. 1 with SD. 2006)
vaccines a,i Treatment well-tolerated. No
DCloaded with ) h correlation of OS with immune (Ellebaek et al
Survinin + hTERT + p53 Melanoma 1] 66.0613ag. TFRT response. No objective clinical € 2a06126; als
peptide +KLH 22.2%ag.suUrviving  response. 17 patients with SD and
28.5% ag. p53 median OS of 10.5 months.
, h
B lymphocytes @
transduced with Prostate | < Cohort 1:33.3% (1/3)  No major toxicity. No PSAresponses.  (Millard etal., 2004)

hTERT

Cohort 2: 100% (3/3)

antigen

Tableau 4 : Liste des essais cliniques cl6turés ciblant hnTERT
SD, Stabilisation disease ; OS, Overall survival ; PFS, Progression-free-survival ; PSA, prostate-specific

& LT CD8 spécifiques de hTERT ; ® LT cD4 spécifiques de hTERT ; © LT cytotoxiques ; d profil majoritaire

Thl; ° réponses LT mémoires ;  deux vaccinations ; 9 six vaccinations ;

spécifique ; ' ELISpot IFN-y ;’ essais de prolifération.
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Immune response

Trial design Cancer Type Phase Patients L. Reference
Clinical outcomes
Primovax Pancreas I On going
GV1001 + Advanced Un- 360 NCT00358566
L Pharmexa
Gemcitabine Resectable
Peptide- GX301 I
based | 4hTERT peptides Prostate Leurquin 120 On going NCT02293707
vaccines +Montanide Mediolanum
ISA51
UV1 + GM-CSF 1/l .
- Melanoma . 20 On going NCT02275416
+ Ipilimumab Ultimovac
DCloaded with
mMRNA from
Primary Prostate .
) Prostate /1 30 On going NCT01197625
APC- CancerTissue,
based hTERTand
vaccines Survivin
GRNVAC1 "
DCtransfected AML . . 21 Completed Study  NCT00510133
with hTERT mRNA Asterias Biother.
INVAC-1 I
modified hTERT Solid tumors Invectvs 18 On going NCT02301754
DNA- DNA +EP v
based INO-1400
vaccines | modified hTERT Breast, Lung, ' ;
DNA# IL-12 DNA Pancreatic Inovio 54 Ongoing NCT02327468

+EP

Tableau 5 : Liste des essais cliniques en cours ciblant hTERT
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lIl. Immunothérapie anti-tumorale

L’immunothérapie anti-tumorale est a I'heure actuelle acceptée comme composante clé des
stratégies préventives ou therapeutiques dans le traitement des cancers (Bluestone and Small,
2012 ; Eggermont et al, 2013). Elle consiste a stimuler le systeme immunitaire en lui
apportant ses propres composants ou en le manipulant dans le but de favoriser I'immunité
anti-tumorale et/ou d’empécher les cellules tumorales de contourner cette dernieére (Figure 17)
(Dillman, 2011).

Passive Active

N

mAbs, Thérapies ciblées [ i |
Cellules tumorales ou lysats

* EGFR (%tMmb) ' /\‘ ® Autologues ou allogéniques
» VEGF-A (Bevacizumab) @ ) * génétiquement modifiées
|\/

DCs (provenant du sang)
® pulsées (peptides-protéines- lysats tumoraux)

* PDL-1 and PD1

« IGFR (Figitumumab) \ ,
® CTLA-4 (Ipilimumab) \‘ i

?)Iliozklrlﬁi TNF A | ' ® transfectées (ARN-ADNc de TAAs)

' ' \ ® Fusionnées avec des cellulestumorales
Thérapie cellulaire /\
adoptive \

Protéines- Peptides +/- adjuvant

Vecteurs recombinants ADN
vecteurs viraux vivants

Figure 17 : Schéma général des approches d’immunothérapies
L’immunothérapie passive présente une action rapide sur des tumeurs volumineuses mais n’est pas durable dans
le temps. L’ immunothérapie active peut €tre rapide et induit une réponse mémoire, elle s’avére peu efficace sur
des tumeurs de grand volume. Adaptée de De Pas et al. (2012) ; Gerard and Debruyne (2009).
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1. Immunothérapie passive

L’immunothérapie passive décrit la génération ex vivo de molecules effectrices (i.e.,
anticorps) ou de cellules effectrices (ie., CTLs) impliquées dans I'immunité anti-tumorale qui

sont administrées a un patient.

1.1. Anticorps monoclonaux

Pendant prés de dix ans, les anticorps monoclonaux (mAbs) ont représenté une grande partie
des traitements contre les lymphomes et les tumeurs solides. Environ vingt anticorps
monoclonaux ont été approuvés par la FDA dont plus d’une dizaine en oncologic (Gerber,

2008 ; Vacchelli etal., 2014).

Les premiers anticorps générés et commercialisés ont été dirigés contre le CD20 (Rituximab),
cluster de differenciation présent sur les LB et indiqués pour le traitement des lymphomes
non-Hodgkiniens et des maladies auto-immunes (Kosits and Callaghan, 2000 ; Scott, 1998).
D’autres anticorps ont été générés tels les anticorps dirigés contre le CD33 (Gentuzumab
ozogamicin, Mylotarg) et le CD52 (Alemtuzumab, Campath), clusters de différenciation
présents dans les lymphomes et les leucémies (McGraw et al., 1994 ; Osterborg et al., 1997).

Contrairement aux premiers mAbs développés (murins), les anticorps développés de nos jours
pour limiter des effets indésirables sont généralement chimériques (65% de composés

humains ; -ximab), humanisés (95% ; -zumab) et humains (100% ; -mumab).

Certains mAbs exercent (Tableau 6 : mAbs ciblant les tumeurs approuvés par la FDATableau
6) leurs effets anti-tumoraux par ciblage des cellules tumorales (Adams and Weiner, 2005).
(1) Blocage des signaux de transduction (facteurs essentiels a la survie ou a la prolifération ou

leurs récepteurs), cetuximab ou panitumumab pour TEGFR (Weiner et al., 2008) ;

(2) Induction des mécanismes de cytotoxicité ou de phagocytose médiés par les anticorps
(ADCC, ADCP) via les récepteur FcyR (CD64, CD32, CD16) ou par le complément (CDC)

en lien avec le rituximab (CD20) ;
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(3) Liaison a deux antigenes distincts (bispécifique), généralement un TAA et un marqueur
des LTs, tout en preservant leur fonctionnalité par le fragment Fc, catumaxomab pour le CD3
et une molécule d’adhésion épithéliale (EPCAM) (Seimetz, 2011);

(4) Couplage a des radio-isotopes, toxines, cytokines ou enzymes, dont le ibritumomab
tiuxetan et le  tositumomab/t3I-tositumomab  qui  ciblent le  CD20, seules
radio-immunothérapies autorisées par la FDA pour les lymphomes non-Hodgkiniens (Gordon
et al., 2004) ;

(5) Activation des récepteurs cytotoxiques exprimés par les cellules tumorales par des
agonistes aux récepteurs TRAIL-R1 et TRAIL-R2, le mapatumumab (HSG-ETR1) ou le
conatumumab (IgGl specifique TRAIL-R2) qui induisent I'apoptose (Kaplan-Lefko et al.,
2010 ; Pukac etal., 2005) ;

(6) Ciblage du microenvironnement via des composés differents ou non de ceux trouvés dans
les tissus normaux, le sibrotuzumab correspond au mAb humanisé anti-FAP (protéine
d’activation des fibroblastes) (Scott et al., 2003), le bevacizumab bloquant la liaison du VEGF

a son récepteur (Michielsen et al., 2012) ;

D’autres mAbs (Figure 18) pourront moduler et réactiver I'immunité anti-tumorale par leur
liaison avec les molécules de co-stimulation ou de co-inhibition présentes sur les LTs (Riether
et al., 2013): I'ipilimumab cible par exemple le CTLA-4 pour empécher I'imhibition du LTs
(Delyon et al., 2013 ; Mellman et al., 2011), le nivolumab (Opdivo) et le pembrolizumab
ciblent le PD-1 et ont été approuvés par la FDA en 2014 (Brahmer et al.,, 2010). De plus, des
mAbs agonistes des molécules de co-stimulation comme le CD28 et les membres de la famille
des récepteurs TNF (CD137, OX40, GITR and CD27) pourraient aussi permettre d’activer les
réponses LTs anti-tumorales.

Ces mAbs sont importants pour contrer les mécanismes d’échappement mis en place par la

tumeur et sont souvent utilisés en combinaisons avec d’autres immunothérapies.
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mAb Target Approved Type Indication(s)
Alemtuzumab CDs52 2001 Hzed laG1 Chronic lymphocytic leukemia
Bevacizumab VEGF 2004 Hzed laG1 Glioblastoma multiforme, colarectal, renal and lung cancer
Brevlzj;ni-:ab CD30 20m Clg1 Hodgkin's and anaplastic large cell lymphoma (coupled to MMAE)
D3 . . N . .
Catumaxomab EPCAM 2009 M-R hybrid Malignant ascites in patients with EPCAM* cancer
Cetuximab EGFR 2004 ClgG1 HMC and colorectal carcinoma
Denosumab RANKL 2011 HlaG2 Breast cancer, prostate carcinoma and giant cell tumars of the bone
Gemtuzum_ab D33 2000 Hzed lgG4 Acute myeloid leukemia (coupled with calicheamicin)
ozogamicin
Ibritumomab tiuxetan D20 2002 M lgG1 Non-Hodgkin lymphoma (coupled with *Y or "In)
Panitumumab EGFR 2006 HlaG2 Colorectal carcinoma
Pertuzumab HER2 2012 Hzed laG1 Breast carcinoma
Ofatumumab CD20 2009 HlgG1 Chronic lymphocytic leukemia
Rituximab D20 1997 ClgG1 Chronic lymphocytic leukemia and non-Hodgkin lymphoma
Tositumomab CD20 2003 HlgG1 Non-Hodgkin lymphoma (naked or coupled with ')
Tlastuzm_'nab HER2 1998 Hzed lgG1 Breast carcn_'loma (naked or cou plgd to .mertansme}
(emtansine) and gastric or gastresophageal junction cancer

Tableau 6 : mAbs ciblant les tumeurs approuves par la FDA

C, Chimérique ; EGFR, récepteur au facteur de croissance épidermique. EPCAM, molécule d’adhésion cellulaire
épithéliale ; H, human ; HNC, Cancer téte et cou; Hzed, humanisé ; M, murin ; mAb, anticorps monoclonal ;
MMAE, auristatine monomethyl E; R, rat ; RANKL, récepteur activateur du ligand NF-xB; VEGF, facteur de
croissance vasculaire endothéliale. Tirée de Vacchelli et al. (2014).
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Figure 18 : Exemples de molécules de co-stimulation and co-inhibition sur les LTs
Molécules adaptées pour étre ciblées avec des agonistes (@ gauche) ou des anticorps blogquants (a droite).
Adaptée de Mellman et al. (2011).

1.2. Thérapie cellulaire adoptive

Le transfert adoptif de cellule (ACT) implique I'isolation de lymphocytes (principalement des

CD8 mais aussi des CD4, NKs, NKTs, LTyd ou LBs) autologues ou allogéniques, leur

CONFIDENTIEL
66




sélection/expansion/activation ex vivo et leur ré-introduction chez un patient (Aranda et al.,
2014). La source des cellules spécifiques de la tumeur est soit des LTs autologues
naturellement induits circulant dans le sang ou ayant infitré la tumeur ; soit des LTs
génétiquement modifiés afin d’exprimer un TCR spécifique de haute affinité, une nouvelle
réactivitt, des molécules de co-stimulation ou pouvant sécréter des cytokines immuno-
stimulatrices (IL-2). Cependant, la courte demi-vie des clones LTs générés, une fois réinjectés
chez le patient et le besoin d’un développement individualisé due a la restriction HLA est une

contrainte majeure dans le développement clinique de ’ACT (Riether et al., 2013).

Certains obstacles peuvent étre contournés par une lymphodéplétion préparative induite par
chimiothérapie ou par de nouvelles modifications génétiques des LTs sur leur TCRs (Aranda
et al., 2014). En effet, des LTs identifiés a partir d’un patient ayant une réponse anti-tumorale
efficace peuvent avoir leurs TCRs clonés et exprimés par les LTs autologues d’un autre
patient compatible HLA a traiter. Un autre moyen est d’isoler des TCRs de souris humanisées
qui ont été actives a reconnaitre les antigenes de tumeurs et de les faire exprimer aux LTs
autologues du patient. La derniére fagcon permet quant a elle de s’affranchir de la restriction
HLA par la création de récepteurs antigenes chimériqgues (CARs) en fusionnant la région
variable d’anticorps spécifiques avec les domaines intracellulaires des TCRs et de les faire
exprimer aux LTs (Restifo et al., 2012).

Les immunothérapies basées sur I'TACT de TILs sont ayjourd’hui le meilleur traitement
disponible pour les mélanomes métastatiques. En effet, les TILs extraits des mélanomes sont
une source riche de LTs CD4 et CD8 spécifiques de la tumeur comparativement a d’autres
types de cancer (Topalian et al., 2011). Une étude sur 93 patients avec un mélanome de stade
IV a démontré des régressions tumorales plus ou moins completes pour 39 patients
(Rosenberg et al., 2011). Cependant, malgré ce succes, lefficacité des TILs naturellement
induits apparait restreinte aux mélanomes. De plus, ces approches présentent une spécificité
monoclonale qui pourrait faciliter la sélection de variants tumoraux n’exprimant pas
I'antigéne ciblé et pourraient potenticllement entrainer le développement de toxicités
inattendues dd a un mimétisme antigénique ou une réaction croisée des structures modifiées
(e.g. TCR mesapariés) (Restifo etal., 2012).

En conclusion, Timmunothérapie passive implique une réaction immédiate du systeme

mmunitaire par le transfert d’anticorps monoclonaux ou de cellules T allogéniques ou
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autologues. Cette réponse démontrée efficace pour divers types de tumeurs hématologiques et
solides n’est cependant pas durable dans le temps. Au contraire, I'immunothérapie active

induit une stimulation du systeme immunitaire spécifique et durable.

2. Immunothérapie active

L’immunothérapie active est basée sur deux stratégies principales visant a stimuler le systéme
immunitaire lui-méme. Ces deux stratégies consistent en une stimulation non spécifique sans
spécificité d’antigénes et/ou en I'induction de réponses immunitaires spécifiques ciblant les

antigenes exprimes par les cellules tumorales.

2.1. Nonspécifique

De nombreux produits naturels ou synthétiques sont connus pour induire des réponses
immunitaires et inflammatoires non spécifiques affectant les cellules cancéreuses dont les

bactéries et les cytokines (Dillman, 2011).

2.1.1. Bactéries/TLR adjuvants

Depuis les observations de William Coley (Coley, 1991) avec le Streptococcus pyogenes
(rémission spontanée des sarcomes chez des patients ayant un érysipele), on peut compter
parmi les immuno-stimulateurs non-spécifiques, les glycoprotéines et lipides bactériens. Ces
composants sont reconnus par les TLRs (agonistes TLRs) permettant ainsi I'induction de
réponses immunitaires adaptatives et peut-étre utilisés en tant qu’adjuvant TLRs. De nos
jours, seuls trois agonistes TRLs sont approuvés par la FDA pour une utilisation anti-cancer
(Vacchelli etal., 2013a) :

(1) le Dbacille Calmette-Guérin (BCG, agoniste TLR2/TLR4, souche atténuée de
Mycobacterium bovis) dans le traitement des carcinomes de la vessie in situ et de stade I ;

(2) monophosphoryl lipid A (MPL, agoniste TLR2/TLR4, dérivé du LPS de Salmonella
minnesota) licencié dans Cervarix®, traitement des lésions génitales précancéreuses (du col de
lutérus, de la vulve et du vagin) et du cancer du col de l'utérus induit par HPV16 et 18 ;

(3) imiquimod (dérivé synthétique de I'imidazoquinoline, agoniste TLR7) pour la kératose

actinique et le carcinome basocellulaire superficiel.
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2.1.2. Cytokines

Les immuno-stimulateurs comprennent aussi les cytokines dont les effets anti-tumoraux sont
genéralement médiés par les récepteurs membranaires présents sur les cellules immunitaires et
les cellules tumorales (Dillman, 2011). Les cytokines sont pléiotropes dans le sens ou elles
peuvent induire la  proliféeration, la chimiotaxie, la différenciation, I'inflammation,
I’¢limination de pathogénes et la mort cellulaire. Elles peuvent aussi stimuler la production et
la libération d’autres cytokines et présentent I'avantage de pouvor s’associer a de multiples
récepteurs avec une affinité differente (Vacchelli et al., 2012a). Seules trois cytokines sont
approuvées par les agences réglementaires pour des indications cancer, (1 et 2) les IFNs
interféron-a2a  (Intron A®) et interféron-o2b (Roferon®) dans les leucémies myéloides
chroniques, les mélanomes (métastatiques), les cancers du rein (RCC), les lymphomes

folliculaires ainsi que (3) I'Tl-2 dans les mélanomes et les RCC (Dillman, 2011).

2.2. Spécifique (vaccins thérapeutiques)

L’intérét grandissant des vaccins anti-cancer provient du succés considérable des vaccins
prophylactiques dans le cadre des maladies infectieuses et est basé sur un fondement de
I'immunologie portant sur la capacit¢ des LTs a reconnaitre des complexes peptides/CMH

(Topalian et al., 2011).

Des vaccins prophylactiques approuvés par la FDA et ’Agence Européenne des Médicaments
(EMA) ont été utilisés avec un succes considérable pour la prévention des cancers d’origine
virale tels que le HBV (Genhevac B® et Engerix B®) et le HPV (Cervarix® et Gardasil®)
(Mellman et al., 2011).

Contrairement aux vaccins prophylactiques administrés a des patients sains, le développement
de vaccins thérapeutiques pour traiter des maladies existantes se montre plus complexe. En
effet, la faible immunogénicité des antigenes tumoraux, la faible efficacité des vaccins sur les
tumeurs établies et la capacit¢ du cancer a développer des mécanismes d’immunosuppression

sont des freins non négligeables a prendre en compte dans le développement des vaccins.
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Le premier vaccin thérapeutique anti-cancer, sipuleucel-T (Provenge®) [vaccin basé sur des
DCs autologues], a été approuvé par la FDA en 2010 pour traiter des patients présentant des
cancers de la prostate avancés hormono-indépendants (Cheever and Higano, 2011 ; Kantoff et
al., 2010a).

Les vaccins anti-cancer thérapeutiques ont pour dessein I'initiation de réponses immunitaires
ciblant spécifiquement les antigénes exprimés par les cellules tumorales par I'induction de
CD4, de CDS8 et de LBs spécifiques des antigenes de tumeurs. L’avantage de ces vaccins et
qui constitue aussi leur but final est surtout I'induction de réponses mémoires spécifiques des

antigenes de tumeurs (Pulendran and Ahmed, 2011).

Différentes stratégies de vaccination (Figure 19) sont a I'heure actuelle en développement ou
sont d’ores et déja évaluées dans des essais cliniques et peuvent étre classées en catégories

selon leur type (Gerard and Debruyne, 2009 ; Guo et al., 2013).
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Figure 19 : Approches de vaccination anti-tumorale

(A) Cellules tumorales autologues irradiées ou allogéniques transduites avec un vecteur viral de transfert de
genes encodant des cytokines telles que le GM-CSF. Les CPAs (DCs) sont attirées, captent et présentent les
TAAs des cellules tumorales sur leurs CMHs. (B) Les DCs peuvent étre chargées directement par incubation
avec des lysats protéiques tumoraux, des peptides dont la séquence est basée sur des TAASs exprimés ou des
vecteurs viraux exprimant des TAAS. Elles seront ensuite réinjectées au patient duquel elles sont issues. (C) Les
TAAs peuvent étre localement exprimés par les DCs par I'injection de peptides, de vecteurs plasmidiques ADN
ou ARN nu ou de vecteurs viraux codant des TAAS.

Les DCs migrent aux ganglions lymphatiques ou elles vont présenter les antigénes aux LTs afin de générer des
réponses cytotoxiques anti-tumorales. Adaptée de Berzofsky et al. (2004).
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2.2.1. Vaccins basés sur les cellules tumorales

Ces vaccins permettent de présenter le spectre entier de TAAs au systeme immunitaire du
patient, la tumeur étant elle-méme la source la plus riche d’antigénes (Berzofsky et al., 2004).
IIs consistent en I'administration au patient de ses propres cellules tumorales qui ont été
irradiées et combinées avec un adjuvant (e.g. BCG, KLH, virus) (Berger et al., 2007 ; Harris
et al., 2000).

Avantages Inconvénients
v Testés dans de nombreuxcancers % Requiert la disponibilit¢ de cellules tumorales
v’ Pas besoin d’un antigéne défini, présentation de autologues ou allogéniques présentant les mémes
tous les TAAs TAAs
v Possibilitt ~ d’augmenter la  présentation * Durée de production longue, couteuse et trés
antigénique (e.g. cellules irradiées ou lysats) technique
v’ Possibilité de les administrer avec adjuvants x Nécessite de la culture cellulaire ex vivo
v Innocuité des cellules tumorales autologues * Reéponse positive mais faible bénéfice

modifiées

Tableau 7 : Caractéristiques des vaccins basés sur des cellules tumorales autologues

Les vaccins basés sur les cellules tumorales allogéniques consistent en lutilisation de lignées
tumorales humaines établies (Canvaxin™). IIs incluent une source illimitée d’antigénes, une
production standardisée et de grande échelle contrairement aux cellules autologues pour
lesquelles les prélevements ne sont pas toujours disponibles et la quantité cellulaire peut
s’avérer faible (Guo etal.,, 2013).

Les cellules tumorales peuvent aussi €étre modifiées génétiquement avant d’étre ijectées aux
patients afin d’exprimer des molécules immuno-stimulatrices telles que I'IL-12, le GM-CSF
(GVAX) ou la molécule de co-stimulation B7-1 (Guo et al., 2013). Ces approches ont été
utilisées avec plus ou moins de resultats dans de nombreux cancers: cancer du poumon,

cancer colorectal, cancer de la prostate, cancer du sein.

Avantages Inconvénients

v/ Testés dans de nombreuxcancers x Requiert la disponibilit¢ de cellules tumorales

v' Pas besoin d’un antigéne défini, présentation de autologues ou allogéniques présentant les mémes
tous les TAAs TAAs

v Possibilité de modifier pour exprimer des x Faible présentation antigénique par la plupart des
caractéristiques immuno-stimulatrices lignées

x Durée de production longue, couteuse et tres

technique

x Nécessite de la culture cellulaire ex vivo

Tableau 8 : Caractéristiques des vaccins basés sur des cellules tumorales génétiquement modifiées
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2.2.2. Vaccins basés sur les DCs

Les DCs sont connues comme les plus puissants stimulateurs des LTs naifs par leur réle de
CPAs (Banchereau and Steinman, 1998). De plus, étant donné leur role crucial a I'interface
des réponses innées et adaptatives, il n’est pas surprenant que les DCs constituent une
approche thérapeutique anti-cancer majeure. Les vaccins basés sur les DCs sont constitués de
(1) réinjection de DCs non chargées, (2) de DCs chargées ex vivo avec des TAAs
(co-incubation, transfection, manipulations génétiques ou fusion avec cellules tumorales) (3)
de DCs chargées in vivo avec des TAAs (couplage sur mAb ou vecteur ciblant DC) et (4) de
DCs dérivées d’exosomes (Galluzzi etal., 2012 ; Vacchelli etal., 2013b).

Cependant, malgré le développement de procédes pour obtenir des quantités adaptées de DCs
en clinique, I'inconvénient majeur de ces vaccins reste la lLimite du nombre de vaccination

avec les DCs issus d’un patient (Guo etal., 2013).

Avantages Inconvenients
v’ Puissantes CPAs x Nécessite de la culture cellulaire ex vivo
v Disponibilit¢ de techniques pour générer de * Durée de production longue, couteuse et trés
grande quantité en clinique technique

v Possibilité de cibler un TAA défini ou non % Limite du nombre de vaccination suite a la

leucaphérese
% Absence de critéres de standardisation du produit

final

Tableau 9 : Caractéristiques des vaccins basés sur les DCs

Comme cité précédemment, le sipuleucel-T (Provenge®) consiste en administration de CPAs
issus de PBMCs incubées avec le PA2024 antigene de la prostate fusionné avec du GM-CSF
(Cheever and Higano, 2011 ; Kantoff et al, 2010a). Cependant, une efficacité anti-tumorale

modeste a été observée (amélioration de 4,1 mois sur la médiane de survie) par ce traitement.

Ainsi, les vaccins basés sur les DCs nécessitent de nouvelles optimisations, e. g. augmentation
du niveau d’expression des molécules de co-stimulation (Guo et al, 2013) ou I’expression
multiple d’antigénes (e.g. en utilisant différents peptides, lysats, transfection ARN, vecteurs
viraux). En effet, un essai de phase Il mené sur des patients atteints de mélanomes
métastatiques a été associé a une prolongation significative de la survie suite a I'injection de

DCs pulsées avec la KLH et un cocktail de cinq peptides associés au mélanome restreints
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HLA-A*0201 ou HLA-A*2402 (gpl00, tyrosinase, MAGE-A2, MAGE-A3 et MART-1 ou
MAGE-AL) (Oshita et al., 2012).

2.2.3. Vaccins basés sur les peptides ou protéines

En comparaison des deux types de vaccins cités ci-dessus, les vaccins recombinants basés sur
des peptides provenant de TAAs définis présentent un réel avantage. En effet, ils ne
nécessitent pas de procédures complexes de préparation et d’optimisation et sont illimités
quant a leur disponibilit¢ (Guo et al., 2013). Les peptides synthétiques ou protéines
recombinantes de TAAs dans ces vaccins sont captés ou liés directement par les CPAs pour
étre présentés sur les molécules de CMH afin d’induire une réponse anti-tumorale spécifique
(Vacchelli etal., 2012b).

Les peptides et les protéines recombinantes ont I'avantage d’étre peu onéreux, faciles a
produire et a manipuler, sont bien définis et le fait d’étre synthétiques évite les problemes de
lots. Cependant, ils sont peu immunogenes et nécessitent des modifications de séquences
permettant par exemple d’augmenter leur affinit¢ au CMH ou I’enclenchement du TCR ou
d’étre co-injectés avec des adjuvants (e.g. adjuvants TLRs). lls ont aussi le désavantage

d’avoir une immunogénicité restreinte a un nombre limité de CMH (Berzofsky et al., 2004).

Avantages Inconvénients
v Possibilit¢ de limiter la réponse immunitaire & * Requiert la connaissance de I'épitope (cas des
des épitopes précis (cas des peptides) peptides)
v Possibilitt ~ d’augmenter la  présentation * Immunogénicité restreinte a une nombre limité
antigénique de CMH (cas des peptides)
v Facile a produire et stable *x Requiert I'ajout d’un adjuvant pour augmenter
v Possibilité de combinaison en cocktail Iimmunogénicité

% \oie exogéne de présentation antigénique

Tableau 10 : Caractéristiques des vaccins basés sur les peptides ou protéines recombinantes

Plusieurs vaccins peptidiques sont actuellement en essais cliniques de phase | et Il et incluent
le peptide HER-2/neu (cancer du sein, poumon), Mucine-1 (MUC-1; cancer du sein, c6lon),
CEA (carcinoembryogenic antigen ; cancer colorectal, gastrique, sein, pancréas, poumon),
PSA (Prostate-specific antigen) et le GV1001 (peptide CMH Il de hTERT) qui est aussi en
phase Il (Rosenberg et al., 2004 ; Thundimadathil, 2012).

On dénombre depuis 2013, environ 20 nouveaux essais cliniques afin d’étudier la sécurit¢ et

de mieux caractériser le potentiel thérapeutique des vaccins peptidiques (Aranda et al., 2013).
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En effet, certains vaccins polypeptides tels que le Stimuvax® (vaccin MUC-1 dans le NSCLC,
Oncothyreon) démontrant des bénéfices cliniques en phase 1l (50% des patients étaient en vie
trois ans aprés le traitement), n’a cependant pas atteint le critére principal d’amélioration de la

survie globale en phase Il (http//www.merckgroup.com) et a donc été abandonné.

Parmi les vaccins protéiques, un constat similaire a été annoncé pour I’essai clinique de phase
Il de MAGRIT (vaccin recMAGE-A3 + ASI15) n’ayant pas démontré d’extension
significative de la survie (http//us.gsk.com) (Holt etal., 2011).

Néanmoins, parmi les essais cliniques basés sur des protéines recombinantes, celui impliquant
NY-ESO-1 administrée avec Montanide et CpG démontre des résultats encourageants par
I'induction d’une réponse CTL spécifique et la réduction de la réactivit¢ tumorale (Bioley et
al., 2009).

2.2.4. Vaccins génétiques

Une autre stratégie pour délivrer des TAAs in vivo est 'utilisation de vecteurs plasmidiques
ARN, ADN portant une cassette d’expression ou de vecteurs viraux modifiés pour exprimer
des TAAs. Apres leur administration, ils transfectent ou infectent des cellules somatiques
(muscle ou peau) ou des DCs, résultant a une présentation directe ou indirecte des antigenes
codés par les vecteurs. L’avantage majeur de ces vaccins comparés aux autres approches est la
facilitt a délivrer des antigénes multiples en une seule injection, d’activer de nombreux
mécanismes d’immunité et de pouvoir combiner différents vaccins génétiques dans des

stratégies de vaccination hétérologue (Aurisicchio and Ciliberto, 2012).

L’administration d’ARN comme vaccin peut générer des réponses immunitaires contre de
nombreux antigtnes de tumeur pouvant ainsi réduire la possibilit¢ d’échappement tumoral
Cependant, TARN n’est pas stable et peut causer des effets secondaires dus a sa dégradation
rapide. Il est donc préférable de les vectoriser par exemple dans des liposomes (Fotin-
Mleczek et al., 2012). Malgré leur avantage indeniable qui est I'absence de possibles
mutations, ils n’ont été testés cliniquement (phase I/Il) que dans le mélanome ou le cancer

rénal avec peu d’effet thérapeutique (Weide et al., 2009).

Les vaccins ADN sont des plasmides bactériens construits pour délivrer et faire exprimer un
ou plusieurs TAAs, et/ou des molécules immuno-stimulatrices par les cellules du patient

elles-mémes afin d’activer I'immunité cellulaire et humorale. Ils permettent I'introduction de
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multiples génes dans leur cassette d’expression avec la possiilit¢é d’optimiser les séquences

(optimisation de codons, réarrangements...) (Guo etal., 2013).

L’utilisation des vaccins basés sur les vecteurs viraux est due aux phénomeénes observés lors
d’une infection virale, qui permettent la présentation des antigénes sur les CMH | et Il par les
CPAs mfectées. Ainsi, des vecteurs viraux ayant ¢ét¢ atténués pour éviter d’étre pathogénes et
ayant vu leur immunogénicité intrinseque diminuée ont été modifiés pour exprimer en plus de
leurs protéines virales, des TAAs ou des TAAs combinés avec des molécules immuno-

stimulatrices (Draper and Heeney, 2010).

Les vaccins basés sur les vecteurs plasmidiques ADN et vecteurs viraux dont le vecteur
rougeole en particulier seront décrits dans les deux parties suivantes. Bien que chacun posséde
ses avantages et ses inconvénients, ils représentent de nos jours des stratégies prometteuses a
la fois seules ou en combinaison. lls constituent la stratégie développée par INVECTYS dans

le cadre de son activit¢ d’immunothérapie anti-cancer ciblant hTERT.

3. Vaccination ADN

Depuis leur découverte il y a environ deux décennies, les vaccins ADN représentent un
traitement majeur utilis€é en clinique pour stimuler I'immunité protectrice contre de
nombreuses maladies incluant le cancer (Fioretti et al., 2010 ; Kutzler and Weiner, 2008 ; Liu,
2003).

3.1. Historique

Historiquement, en 1990, Wolff et ses collegues (Jon et al., 1990) ont été les premiers a
administrer un ADN recombinant dans le muscle d’une souris résultant en I'expression de la
protéine encodée par le plasmide. Peu apres, il a été démontré dans le cadre de vaccinations
préventives contre influenza et HIV-1 que I'expression de certaines de leurs protéines codées
par un plasmide transfecté induit une réponse humorale et cellulaire (Tang et al, 1992 ;
Ulmer et al, 1993 ; Wang et al, 1993) spécifique de lantigéne codé. Ces réponses ont

constitué les fondements du premier vaccin ADN testé en clinique pour I'infection du virus de
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I'immuno-déficience humaine (HIV) (MacGregor et al, 1998). Elles ont aussi ét¢ a I’origine
d’un nombre considérable d’essais cliniques de phase I-1I contre les antigenes de tumeurs
(Fioretti et al., 2010 ; Senovilla etal., 2013).

Les vaccins ADN sont de simples vecteurs permettant une transfection in vivo et la production
d’un antigéne. Ils sont composés d’un plasmide d’ADN qui peut coder pour un antigéne
d’intérét entier ou partiel (e.g. hTERT), pour des cytokines ou des molécules de co-
stimulation pouvant influencer la polarisation des réponses immunitaires (e.g. GM-CSF, IL-
12, B7-1 ou B7-2) ou pour des protéines de fusion favorisant les mécanismes de présentation
antigénique (e.g. 'ubiquitine) (Shedlock and Weiner, 2000). Ces séquences sont placées sous
le controle d’un promoteur mammifere (ie. CMV-IntA, promoteur immédiat/précoce CMV et
la séquence de son intron A adjacent) pour assurer une transcription efficace dans les cellules
eucaryotes et peuvent facilement étre produites dans des bactéries (Cui, 2005 ; Guo et al.,
2013).

3.2. Meécanismes

Les vaccins ADN sont injectés soit dans la peau en intradermique (ID), en sous-cutané (SC)
ou dans le muscle par differentes méthodes de délivrance. Utilisant la machinerie cellulaire de
I’hote, les plasmides ADN rentrent dans le noyau de cellules transfectées localement telles
que les myocytes, les kératinocytes et les CPAs résidentes (Fioretti et al., 2010). Selon le type
des cellules qui prennent en charge le vaccin, différents mécanismes vont étre impliqués
(Howarth and Elliott, 2004 ; Kutzler and Weiner, 2008 ; Rice et al., 2008).

En effet, les CPAs (notamment lors d’une vaccination intradermique) peuvent étre
transfectées directement par le plasmide portant le géne d’intérét. L’expression génique du
plasmide (initiation transcription) suivie par la production de la protéine dans le cytoplasme
permet par conséquent la génération des peptides qui seront chargés sur les molécules de
CMH I (Rice et al., 2008).

Lorsque le plasmide est transfecté dans les cellules non immunitaires résidentes du tissu, ces
dernieres peuvent augmenter leurs molécules de CMH 1 et de co-stimulation afin de présenter

I’antigéne (Shirota etal., 2007).
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Dans les deux cas (APCs ou cellules résidentes), la cellule apporte les modifications post-
traductionnelles a I'antigéne et prépare l'antigéne d’une fagon similaire a celle induite par les

vecteurs vivants recombinants.

Il faut aussi prendre en compte que I'induction d’un haut niveau d’immunité et d’une
activation efficace des LTs naifs nécessite que les antigenes captés par les cellules non
immunitaires soient transférés aux CPAs par présentation croisée (Figure 20) (Radcliffe et al.,
2006) :
- Capture de wésicules apoptotiques des cellules résidentes impliquant Papport
endogeéne de I'antigéne ; ceci permet aux CPAs de présenter des antigenes a la fois sur
les CMH Il et sur les CMH | (Shedlock and Weiner, 2000).
- Endocytose d’antigénes sécrétés conduisant a la formation d’un phagosome qui peut
fusionner avec les vésicules dérivées du réticulum endoplasmique et permet I'accés de

antigéne exogéne au compartiment ou est chargé le CMH 1 (Guermonprez et al,

2003).
Vaccin ADN Figure 20 : Voies de présentation des

Les vaccins ADN sont transfectés soit
Capture duvaccinpardes Capture duvaccinpardes dans les cellules non-immunitaires du
non-DCs au site d’injection DCs au sited’injection tissu dans quuel ils sont injectés (peau
Keratinocyte o ou muscle), soit par les CPAs résidentes
— 6__ Presentatloncrmsee \ / dans ce tissu. Pour I’activation des LTS,
\ D o les antigénes des cellules non-
eere Og ;\\“—"Q(\* — ) O r\x immunitaires sont transférés aux CPAs
: Oﬁtf —{;.O \ I/"“_[_,g- par transfert de_ matériel antigénique,
{ nommé présentation croisée. Adaptée de

_ Présentation des peptides codés  Rjce et al. (2008).

reconnaissance CD4 et CD8

Un autre facteur clé¢ dans 'immunogénicit¢ des vaccins ADN est le plasmide ADN en lii-
méme qui agit comme un PAMPs (motifs CpG). En effet, les plasmides ADN dérivés des
bactéries stimulent aussi 'immunité innée en interagissant avec le TRL9 présents sur les DCs
(Liu and Ulmer, 2005).

Cette réponse non-spécifique augmente la réponse immunitaire spécifique de Iantigéne
lorsque la présentation directe et indirecte de I’antigéne est impliquée (Klinman et al., 1997 ;
Stevenson etal., 2010).
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Ainsi, les CPAs ayant été activées par les CpG et présentant les antigenes migrent aux DLNS
du site d’injection, ou elles vont présenter ces antigénes aux LTs naifs entrainant a la fois des
réponses immunitaires cellulaires et humorales (Figure 21). En effet, les vaccins ADN
permettent de générer des CTLs grace a lexpression intracellulaire de I'antigéne. Comme
décrit plus haut, les voies de présentation croisée leur permettent aussi d’induire
principalement des réponses CD4 de type Thl et dans une moindre mesure des réponses de
type Th2 et LB (Fioretti etal., 2010 ; Kutzler and Weiner, 2008).

De plus, I'induction de LTs CD4 de type Thl est primordiale pour la maintenance et
I'expansion des CTLs ainsi que pour la constitution du pool de LTs CD8 mémoires et sa
réactivation en présence d’IL-2 (Rice et al, 2008). En effet, en I'absence des Thl, la
réactivation des CTLs mémoires conduit a la mort cellulaire (Janssen et al., 2005) alors
quune fois induits, I'TL-15 semble suffire & les maintenir sans support des Thl (Prlic et al.,
2007).

Le type de réponse humorale induite n’est pas trés clair et semble quant a lu étre tres
dépendant de la voie d’injection et de la méthode d’administration. En effet, une injection
dans la peau (voie intradermique ou bombardement par gene-gun) semblerait étre reliée a une
réponse Th2 associée a une production d’IgA et d’IgGl ; et inversement, une injection dans le
muscle serait reliée aux Thl associés a une production d’IgG2A (Shedlock and Weiner,
2000).
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Virus —

Antigénessécrétésou % y
) % e, el
transmembranaires  * D ¢ et
- - MHC CI 1T o)
e : Endosome c>yCylokines

Antigénes
protéines
exogenes

« Help » pour la réponse Ab

Figure 21 : Mécanisme général de lavaccination basée sur les ADN et sur les vecteurs viraux

Le plasmide et le vecteur viral (par son récepteur ou fusion) rentrent dans la CPAs. L’expression interne de la
protéine d’intérét est initiée. Les protéines de sources intracellulaires sont dégradées par la voie du protéasome et
les peptides sontapprétés sur les CMHs classe I. La CPAs capte aussides antigenes exogenes qui entrent dans la
voie de dégradation des endolysosomes. Les peptides résultants s’associent aux CMHs class II et par
présentation croisée peuvent s’associer aux CMHs 1. Les LTs spécifiques des peptides présentés fournissent un
«help» a la fois pour lactivation des CDS8 et celle des LB qui reconnaissent via leur BCR des protéines

sécrétées ou transmembranaires. Adaptée de Liu (2003).
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3.3. Avantages et inconvénients

Les vaccins ADN présentent de nombreux avantages par rapport a certaines approches de
vaccination citées plus haut (Berzofsky et al, 2004 ; Herrada et al., 2012 ; Kutzler and
Weiner, 2008 ; Senovilla et al., 2013 ; Shedlock and Weiner, 2000):

Avantages

Ingénierie v’ Facilit¢ d’incorporation de génes multiples qui encodent des TAAs entiers
ou partiels, des molécules immuno-stimulatrices et/ou des protéines de
fusion.

v Facilit¢ d’optimisation.
v" Approches combinatoires facilement adaptables

Production v' Possibilit¢ d’obtenir de grande quantité pour une utilisation clinique
(GMP), rapide et peu onéreux
Sécurité v" Incapacité a retrouver une forme virulente
v’ Absence d’effet secondaire reporté sur plus de 100 essais cliniques a ce
jour

v Administrations multiples possibles (absence immunité anti-ADN)

Stabilité v" Insensible aux variations de température
v" Longue durée de conservation

Immunogénicité v* Capacité a induire a la fois des réponses humorales et cellulaires
v" Longue production de I’antigéne
v" Injection de faibles doses efficaces dans les modéles animaux (ug)

Tableau 11 : Avantages des vaccins ADN

Malgré, ces caractéristiques attractives, de potentiels problemes de sécurité ont été émis
(Kutzler and Weiner, 2008) concernant une intégration du vaccin dans 'ADN cellulaire
pouvant causer une mutagénese insertionnelle dans les oncogenes et génes suppresseurs de
tumeurs mais ceci représente un phénomeéne rare.

Ces problemes mettent potentiellement en cause le développement d’auto-immunité.
Cependant, aucune preuve d’anticorps anti-noyau ou anti-ADN n’a été rapportée a ce jour sur

les essais cliniques et précliniques.

Le dernier point émis est le développement d’une résistance aux antibiotiques, marqueur
utilise pour la sélection a grande échelle des plasmides. Cependant, les antibiotiques utilisés
pour la sélection bactérienne (souvent la kanamycine) ne sont pas utilisés pour traiter les
infections chez 'Homme. De plus, de nouvelles stratégies n’utilisant pas les antibiotiques ont

été mises au point (Luke et al., 2009).
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Néanmoins, outre ces problemes potentiels, les inconvénients des vaccins ADN incluent :

Inconvénients

Ingénierie % Faible efficacité de transfection
x  Requiert la connaissance détaillée de la séquence de I’antigeéne

Immunogénicité x  Faible immunogénicité¢ surtout pour les antigenes du soi et ’ADN nu
dans de nombreux animaux et chez I’Homme, comparé a la souris

Tableau 12 : Inconvénients des vaccins ADN

Afin d’augmenter I'immunogénicité des vaccins ADN, a ce jour de nombreuses approches ont
¢été envisagées et mises au point, par exemple des stratégies d’immunisation prime-boost avec
un vecteur viral encodant le méme antigene (abordé dans le dernier point de cette partie) ou
de nombreuses techniques d’immunisation et de systéme de transfert de 'ADN telles qu’une
immunisation intradermique couplée a une procédure d’électrotransfert de génes (EGT), aussi

appelée électroporation (Coban et al., 2011).

3.4. Voie d’injection et méthodes de transfert

Le niveau et la polarisation des réponses immunitaires induites par la vaccination ADN
apparait donc aussi dépendre de la voie d’injection et du systeme de livraison utilisé
(Senovilla etal., 2013).

En général, les voies d’injection sont intramusculaire (IM); sous-cutanée (SC), intradermique
(ID) ou encore intratumorale (IT). Les méthodes pouvant étre employées pour délivrer I’ADN
incluent des vecteurs bactériens ou eucaryotes (e.g. souche atténuée de Salmonella
typhimurium ou Saccharomyces cerevisiae) combinés a une méthode physique (e.g. gene
gun; jet injection, tatouage, sonoporation, injection hydrodynamique, voie orale et EGT) ou

des vecteurs non-viraux (e.g. liposomes, polymeres, nanoparticules).

Dans les deux sous-parties qui suivent, la vaccination par injection intradermique et I'EGT
seront détaillés. Cette voie d’injection et cette méthode sont utilisées dans la stratégie de

vaccination développée par INVECTYS.
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3.4.1. La peau, un site immunitaire privilégié

La grande majorit¢ des vaccins est injectée en IM. En effet, cette route permet I'expression
d’un transgéne pendant plusieurs mois grace aux myocytes qui sont des cellules post-
mitotiques et produisent de grande quantité de protéines (Gothelf et al., 2010). Cependant, le

muscle est loin d’étre un tissu hautement immunogéne (Kim and Prausnitz, 2011).

Au contraire, la peau, premiére barriere de I'organisme contre les pathogénes, est un tissu
facilement accessible avec une large surface de vaccination et possede des caractéristiques
immunologiques uniques et pertinentes (Nicolas and Guy, 2008). En effet, elle représente un
site plus attractif pour la vaccination di a sa richesse en CPAs résidentes ; et a son réseau
dense de capillaires sanguins et vaisseaux lymphatiques assurant un drainage efficace et par
conséquent une migration élevée des cellules aux DLNs (Lambert and Laurent, 2008 ; Nicolas
and Guy, 2008). Néanmoins, la peau étant un tissu en renouvellement, Iexpression du
transgéne est donc régie par le type de cellules transfectées au site d’injection, e.g. la
transfection des keératinocytes provenant des cellules souches de la membrane basale limite
I'expression du transgéne a quelques semaines (Elnekave et al, 2011 ; Gothelf and Gehl,
2012).

La peau est divisée en deux couches principales, I'épiderme et le derme (Figure 22).
L’¢épiderme représente une barriere physique constituant la  premicre ligne de
I'immuno-surveillance et est séparé en quatre strates qui permettent le renouvellement des
cellules de T'épiderme (Peachman et al, 2003). L’épiderme contient différents types de
cellules dont des kératinocytes (90% des cellules de I'épiderme), des mélanocytes, des
cellules de Merkel et des cellules de Langerhans (LCs) mmportantes pour ['initiation des
réponses immunitaires (3-5% des cellules de Iépiderme). Il contient aussi des LTs CD8
cytotoxiques effecteurs et mémoires qui contrbuent a la mise en place rapide d’une réponse

cellulaire spécifique d’un antigéne. (Combadiere and Liard, 2011).

Le derme sert de support solide pour la peau et est constitué de fibroblastes synthétisant les
composants de la MEC, de DCs dermiques (dDCs), de macrophages, de mastocytes, de LTs
mémoires (CD4 et CDS8), et des LTsyd (Nicolas and Guy, 2008). De plus, la riche

vascularisation du derme par les vaisseaux sanguins et lymphatiques facilite le recrutement
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d’autres cellules immunitaires (neutrophiles, monocytes, MoDCs, LTs mémoires) ainsi que
leur recirculation (Combadiere and Liard, 2011 ; Nicolas and Guy, 2008).

Terminally
differentiating
{argertians el Comeocyte keratinocy te
]stratum
— |comeum
(el ..-.° P o S T D 5‘”“’" -
o 5 o oo. o .o. % .O o o) ‘6"6" : :mulosu P
o 0 (
sn_'an.m
AN Y o { |-
: e
9 (ollon\/old OV [5)\ BOWR L0100 QLI00 4
sg Melanogyte gs: s Basement

CD4* T,2 cell

Demal DC
poc @ €D4" T,3 cell 4T, Vcen -
" Dermis

Lymphatic vessel Blood vessel

©

8T cell NKT cell

Macrophage

Figure 22 : Anatomie de la peau et effecteurs cellulaires
Tirée de Nestle et al. (2009).

Les Kkératinocytes en réponse a des stimuli peuvent sécréter de grande quantité de chimiokines
et de cytokines dont d’IL-1a, IL-6 et le TNF. Les fibroblastes, quant a eux, sécrétent aussi de
I'IL-6 (activation des dDCs) et du TGF-B (maturation des LCs). Les cellules épithéliales et les
cellules immunitaires innées résidentes expriment des PRRs. Les mastocytes en réponse a une
stimulation TLR sécretent de nombreuses cytokines (IL-1pB, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, TNF et
GM-CSF). Ainsi lactivation des LCs et des dDCs par les TLRs dans ce contexte
inflammatoire augmente la production des cytokines pro-inflammatoires (par exemple I'IL-1p
par les LCs) et entrainent leur migration et leur maturation vers les DLNs (Kupper and
Fuhlbrigge, 2004 ; Nestle et al., 2009).

Toutes ces caractéristiques font de la peau un tissu idéal pour I'imjection des vaccins ADN et
de nombreuses techniques d’injection ont été développées pour obtenir une vaccination

efficace.
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3.4.2. Administration intradermique des vaccins ADN

Les différentes méthodes d’immunisation adaptées a la peau utilisées a I'heure actuelle sont

regroupées en trois catégories selon la strate de la peau ciblée (Figure 23).
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Figure 23 : Voies d’immunisation dans la peau et diffusion dans les différentes zones
Tirée de Combadiere and Liard (2011).

La premiére concerne I'immunisation épidermique. Elle fait appel a une vaccination par
suppression du stratum corneum ou du follicule pileux (stripping) ou a une vaccination
transcutanée (patch) ou avec des nano-aiguilles mais induit uniqguement un niveau de réponses

immunitaires équivalent a une injection IM (Peachman et al., 2003).

La seconde catégoric couvre a la fois I'immunisation épidermique et intradermique par la
technologie gene gun et 'EGT (Peachman et al., 2003). L’immunisation balistique (gene gun)
utiise de T'’hé¢lum comprimé pour mjecter des particules d’or qui sont chargées avec le
plasmide. Malgré des résultats prometteurs, cette technique voit son efficacité limitée par la
mort des cellules ayant intégré des particules d’or et par la polarisation des réponses CD4 en

type Th2 (Kis et al, 2012). L’EGT impliquant des impulsions électriques améliore Ila
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transfection de I’ADN (cette technique est décrite au point 3.4.3) mais nécessite au préalable
une injection de PADN (Kim and Prausnitz, 2011).

La troisiime catégorie concerne I'immunisation intradermique décrite pour indure des
réponses immunitaires plus efficaces que les autres voies d’immunisation (e.g. IM et SC) avec
une plus faible dose de vaccin (PATH, 2009). L’injection intradermique de vaccins utilisant la
techniqgue de Mantoux provient de Charles Mantoux, physicien francais, qui en 1910 fut le
premier a utiliser cette technique pour les diagnostic tuberculiniques (Mantoux, 1910). Cette
immunisation standard consiste a insérer une seringue de calibre 26-27 dans la peau étirée
avec un angle de 45°. De plus, cette technique permet I'injection d’un volume de 100 a 200
uL de solution vaccinale (1/5°™ du volume classiquement injecté par les voies IM et SC
(Lambert and Laurent, 2008).

A Theure actuelle, la voie intradermique est utilisée uniquement pour un nombre limit¢ de
vaccins approuvés tels que le BCG, la tuberculose, le vaccin contre la rage et contre la
vaccine (smallpox). Au cours des dernieres années, cette voie a aussi été explorée comme
alternative avec succés pour les vaccins contre le HBV, le virus de la rougeole (MV) et le

virus de la grippe (Endmann et al., 2010 ; Kenney et al., 2004 ; Sangare et al., 2009).

Bien que lavantage de cette injection soit la facilit¢ d’accés au matériel, cette technique
d’injection requiert tout de méme une certaine expérience pour la réalisation de I'injection. En
effet, la profondeur de laiguille est cruciale, si I'injection est réalisée trop profonde, le vaccin
peut entrer dans I’hypoderme (tissu peu immuno-compétent) et si elle est réalisée trop
superficielle, le vaccin peut s’écouler sur la peau (Combadiere and Liard, 2011).

Par conséquent, afin de mieux standardiser cette injection, de nouveaux systémes sont a
I'heure actuelle développés tels que des systemes de microinjection (microaiguilles, liquid jet
injectors...) permettant une injection ID perpendiculairement & la peau (e.g Intanza®
développé par Sanofi) (Kis etal.,, 2012 ; Lambert and Laurent, 2008 ; Laurent etal., 2007).

3.4.3. Electrotransfert de genes

Comme exposé précédemment, pour optimiser les réponses immunitaires induites par une
vaccination ADN, différentes approches ont ét¢ mises au point dont 'EGT. Cette technique

est utilisée comme outil de recherche depuis 1980 pour transfecter des cellules in vitro
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(Neumann et al., 1982). Basée sur ces succes, 'EGT a commencé a étre utilisée in vivo pour
délivrer de ’ADN dans la peau (Zhang et al., 1996). Des études combinant I'EGT et la
vaccinaton ADN ont montré qu’il était possible d’obtenir des réponses immunitaires

cellulaires et humorales efficaces en préclinique (Kutzler and Weiner, 2008).

Cette technique consiste a appliquer un champ électrique qui surpasse la capacité électrique
de la membrane cellulaire. Le champ électrique modifie 1'équilibre des charges et augmente la
pression électrostatique exercée sur differentes parties de la membrane. Les cellules sont
rendues transitoirement perméables dues a I'entrée d’eau dans la membrane et a la formation
de pores hydrophiles (Gehl, 2003). L’EGT dépend aussi des propriétés biophysiques de la

membrane cellulaire et de celles des molécules et ions environnants (Escoffre etal., 2009).

Du fait que 'ADN est trop large pour rentrer par simple diffusion a travers les pores
hydrophiles, les cellules doivent rester dans un état perméabilise. Dans ce sens, les impulsions
électriques ont été optimisés et généralement une série de court haut voltage (high voltage,
HV, e.g. 1 a 8 pulses de 0,1 ms a 1000 V/cm de I’écartement de Iélectrode) suivi d’un long
bas voltage (low voltage, LV, e.g. 1 pulse de 400 ms a 80 V/cm) est utilisé pour délivrer
I’ADN (Figure 24) (Andre et al., 2008).

Avant pulses Pendant High/Low voltage Apres pulses
Membrane cellulaire
(Mb) . -
Fermeture des pores Figure 24 : Principe de
. ADN au sein de la cellule
l Introduction ADN I’EGT dans le cadre

d’une vaccination ADN
(btxonline.com)

Champ électrique
perturbe polarité Mb

La délivrance des impulsions eélectriques est réalisee (clinique et préclinique) par des
générateurs  d’impulsions commerciaux, e.g le  Clinporator® (IGEA) qui est l seul
générateur autoris¢é pour une utilisation chez 'Homme (marquage CE, Figure 25). Il délivre
des impulsions électriques de HV courtes (s, 100-1000V) et de LV long (ms, 20-200V).
Quatre types d’électrodes sont disponibles pour une application anti-cancer (Figure 25):

- électrodes plates non-invasives

- électrodes invasives avec aiguilles en lignes paralleles

CONFIDENTIEL
86



http://www.btxonline.com/pages/FAQ.html

- électrodes invasives avec aiguilles hexagonales

- électrodes invasives en bague

b b b

Electrode plate pour des  Aiguilles en lignes paralléles Aiguilles hexagonales pour
nodules tumoraux pour de petits nodules de larges tumeurs
exophytiques

Electrodes bagues pour les
nodules situés dans les cavités
3 ducorps

Figure 25 : Générateur Cliniporator® et électrodes disponibles pour les applications anti-cancer
(igea.com)

De nombreuses ¢études ont été réalisées avec I'EGT dans diffrents tissus, principalement le
muscle, la peau et la tumeur (Mir et al., 2005). L’EGT est un traitement bien toléré qui est
réalisé rapidement. Les effets négatifs sont mineurs et peuvent étre reliés a I'injection ID et
I'insertion d’une électrode si celle-ci est invasive, douleurs qui sont évitées avec une

anesthésie locale.

3.5. Essais cliniques vaccin ADN anti-cancer

De nombreux essais cliniques basés sur les immunothérapies anti-cancer existent mais peu
impliquent une vaccination ADN et moins encore avec une injection ID (Gothelf and Gehl,
2012). A Theure actuelle, les seuls essais cliniques impliquant une vaccination ADN en ID
avec EGT réalises et complétés, concernent le cancer de la prostate avec des résultats
prometteurs (Eriksson et al., 2013 ; Miller et al, 2005 ; Todorova et al., 2005). En ce qui
concerne, les essais cliniques sur hTERT, seuls deux vaccins ADN combinés a I'EGT
développés par Inovio (Yan et al., 2013) et Invectys sont a I’heure actuelle en essais cliniques

et le seul a étre injecté en ID est celui d’Invectys.
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4. Vaccination basée sur un virus vivant atténué rougeole

L’utilisation des virus comme stratégie d’immunisation afin d’induire des réponses
spécifiques anti-tumorales est basée sur I'observation qu’une infection virale résulte a la
présentation des antigénes spécifiques du virus via les CMH classe | et Il des cellules
infectées (Guo et al., 2013). De plus, la plupart des vecteurs viraux ont I'avantage d’étre
naturellement immunogénes, de pénétrer efficacement dans les cellules en mimant I'infection

naturelle et d’induire de puissantes réponses immunitaires (Bonnet et al., 2000).

4.1. Systeme viral de délivrance

La plupart des virus peuvent étre modifiés pour exprimer des TAAs et ainsi donner naissance
a des vecteurs recombinants. Comme les plasmides, ces virus recombinants ont la capacité de
délivrer le transgéne aux CPAs (infection) dont spécifiquement les DCs et de leur faire
exprimer pour en permettre la présentation sur les molécules de CMH 1 et Il. Cette
présentation améliorée des antigénes de tumeurs conduit a une augmentation de la fréquence
et de 'avidit¢ des CTLs spécifiques de l'antigene (Larocca and Schlom, 2011).

Par ailleurs, des études ont démontré que les transgenes exprimés par un vecteur viral sont
plus immunogenes que les transgénes administrés avec des adjuvants (Kass et al., 1999).
Cette observation est attribuée a l'environnement pro-inflammatoire induit par I'infection. En
effet, les vecteurs viraux activent fortement Iimmunit¢é mnnée via les TLRs ce qui facilite
aussi le recrutement des LTs spécifiques (Zhu et al, 2007). De plus, les signaux
mnflammatoires induits par les vecteurs influencent la dépendance a I'IFN de type I des LTs
CD8 pour I'expansion clonale et la formation de CD8 mémoires (Kolumam et al., 2005 ;
Thompson et al., 2006).

Historiqguement, les premiers vecteurs viraux a avoir été évalués appartiennent a la famille des
poxviridae tels que la vaccine ou la souche modifiée de la vaccine Ankara (MVA) et le
avipoxivirus (fowlpox et canarypox; ALVAC vecteur recombinant CEA) (Marshall et al.,
2000 ; Walsh and Dolin, 2011). A ce jour, un certain nombre d’essais cliniques utilisant des
vecteurs recombinants ont été rapportés ou sont actuellment en cours. Ces vecteurs

expriment en général des antigenes de tumeurs et/ ou des cytokines ou molécules immuno-
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stimulatrices, e.g ALVAC-CEA (canarypox-carcinoembryonic antigen) dans les carcinomes
(Zhu et al, 2000); PROSTVAC (vecteur fowlpox qui comprend un transgene PSA et un
TRICOM (trois molécules de co-stimulation CD80, CD54, et CD58)) dans le cancer de la
prostate (Kantoff et al., 2010b ; Madan et al, 2009) ; TG4010 (vecteur MVA-MUC1-IL-2)
dans le carcinome rénal métastatigue (Oudard et al., 2011) ou encore des vecteurs adénovirus
recombinants PSA, HER-2/Neu (NCT00583024, NCT00197522).

4.2. Type de vecteurs : avantages et inconvénients

Certes, les vecteurs viraux présentent des risques et des inconvénients qui concernent en
général, le risque de potentiel retour a la virulence, de réactogénicité ou de recombinaison.
Les inconvénients concernent majoritairement la préexistence d’une immunité contre le
vecteur ou I'immuno-dominance des antigénes viraux sur les antigeénes tumoraux (Berzofsky
et al., 2004). Néanmoins, I’avantage principal de ces vecteurs est leur capacit¢ a induire de
fortes réponses immunitaires par leur immunogénicité naturelle méme aprés avoir été atténues
(Draper and Heeney, 2010).

Un des autres avantages est la possibilit¢ de combinaisons avec d’autres immunothérapies
dont 'ADN. En effet, bien que 'ADN induise des réponses immunitaires efficaces, un
vecteur vivant atténué peut étre requit pour élever la réponse a un niveau plus protectif. La
plupart des stratégies hétérologues utilisent 'ADN pour iitier la réponse immunitaire et la
réponse mémoire (prime) et un vecteur viral pour I'augmenter (boost) (Anderson and
Schneider, 2007).

Différents types de vecteurs (Tableau 13) peuvent aussi étre utilisés comme virus
oncolytiques possédant un tropisme direct pour les cellules tumorales (Elsedawy and Russell,
2013) : virus de la rougeole (MV), virus de Iherpés simplex (HSV), virus de la stomatite
vésiculaire (VSV).

L’utilisation du vecteur viral de la rougeole en tant qu’immunothérapie anti-cancer apparait
prometteuse de par les caractéristiques précisées ci-dessus et celles présentes dans le tableau.
En effet, le vaccin rougeole est caractérisé depuis pres de 30 ans, avec une expérience
importante acquise lors de nombreux essais précliniques et cliniques dans le cadre (Draper

and Heeney, 2010 ; Shedlock and Weiner, 2000) des maladies infectieuses (Chikungunya,
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Dengue, West-Nile). En conséquence, la stratégie de vaccination d’Invectys utilisant un

vecteur viral est basée sur I'utilisation du MV dans un cadre collaboratif avec I'équipe du Dr.

F. Tangy (Institut Pasteur).

Vecteur viral Avantages Inconvénients
Poxvirus v’ Facile a manipuler x  Développement d’anticorps
e Vaccinia Virus (VW) v Insertion de larges génes neutralisants, immunité préexistante
Btk e T v Immunogeéne % W virus réplicatif
Ankara (MVA) v' Réponse humorale et cellulaire
v' Absence de mutagénése insertionnelle
v' MVA non-réplicatif
Avian Poxvirus v" Cycle incomplet chez les mammiferes ; x Faible réponse immunitaire
o  Fowlpox Incapacité & former des particules virales
e  Canarypox v Pas d’anticorps neutralisants
(ALVAC)
Adenovirus (Ad) v Facile a manipuler x Récepteur spécifique (CAR) pas sur
v’ Réponse humorale et cellulaire toutes les cellules cancéreuses
v’ Haute expression du transgéne x Ar]tic_orps neutralisants, immunité
v Large tropisme cellulaire pree><|.stante o
v' Absence de mutagénése insertionnelle = (SCIHT eIE EEes [ 18
v Beaucoup de souches disponibles
v Non réplicatif utilisé
Virus de la rougeole v’ Large tropisme DC, LT, macrophage, % Contre-indiqué si patients
(MV) cellule tumorale immunodéprimés
v Virus oncolytique % Immunité préexistante a MV
v' Absence de mutagénése insertionnelle x Insertion jusqu’a5 kb
v" Souches non-pathogénes, non contagieuses % Réplicatif
% BExpression dutransgene limitée ala
lyse de la cellule infectée
Virus de I’Herpés v Facile a manipuler Neurotropisme
Simplex (HSV) v’ Large tropisme, incluant les DCs Expression du transgene limité par
v Virus oncolytique lyse de la cellule cible
v’ Capacité pour de larges transgenes
Virus de la stomatite v’ Large tropisme dont DC % Potentiel neurotropisme
wsiculaire (VSV) v' Haute expression du transgéne % Insertion de génes de taille
v Absence de mutagénése insertionnelle intermédiaire
v x  Bxpression dutransgéne limitée ala

\

Souches non-pathogenes, non contagieuses
Virus oncolotique

lyse de la cellule infectée

Tableau 13 : Principaux vecteurs viraux utilisés et leurs caractéristiques
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4.3. Virus de larougeole et souche atténuée du vaccin

La rougeole est une maladie infantile aiglie tres contagieuse qui est restreinte a I'espece
humaine et aux grands singes et se contracte par voies respiratoires. Elle reste une cause

importante de déces alors qu’il existe un vaccin sir et efficace (145 700 déces en 2013).

4.3.1. Structure, cycle viral et souche atténuée

Le MV est sphérique, enveloppé, avec un ARN de polarit¢ négative non-segmenté, simple-
brin (Mononegavirales) appartenant au genre Morbillivirus de la famille des Paramyxoviridae
(Figure 26). Son génome comprend 16 000 nucléotides et code pour 8 protéines. Deux des
huit protéines sont non structurales (V et C) résultant d’un transcrit alternatif de 'ARN de la
phosphoprotéine (P) et contribuent a la virulence et a la pathogénése du virus en bloguant par
exemple la signalisation des IFNs de type | (Takeuchi et al., 2003 ; Takeuchi et al., 2005). La
protéine large (L) et la nucléoprotéine (N) forment la nucléocapside virale contenant I’ ARN
viral. Les protéines de matrice (M), de fusion (F) et 'hémagghitine (H) forment I'enveloppe
virale avec les lipides provenant de la membrane des cellules hotes infectées (Moss and
Griffin, 2012). Le génome viral est donc composé de 6 génes (Figure 24) séparés par des
régions intergéniques contenant des régions cis-régulatrices de transcription et trois
nucléotides « CUU » séparant les séquences de terminaison et d’initiation de transcription des
geénes. Cette composition du génome conduit & un gradient de transcription des 6 geénes de 3’
en 5’ qui se traduit par 'abondance de la protéine N (3000 copies/virion), la moins abondante

étant la protéine L (50 copies/virion) (Brandler et al., 2007).

Le cycle viral des paramyxovirus est entierement cytoplasmique (Figure 26). Il commence
avec l'absorption de MV par la cellule hote a travers la laison de la proténe H avec les
récepteurs CD46, CD150 (SLAM, signaling lymphocyte activation molécule) et/ou Nectin-4.
Ensuite, la protéine F entraine la fusion entre la particule virale et la membrane de la cellule
hote, permettant 'entrée de 'ARN viral négatif et des protéines associées dans le cytoplasme.

Ces protéines forment un complexe ribonucléoprotéique qui sert de modele a la transcription
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de TARNm et a la réplication du génome viral (Bankamp et al, 2011). En effet, dés qu’une
quantité suffisante de protéines N est produite, la polymérase virale ne respecte plus les arréts
et transcrit la totalité du génome viral. Ceci permet de produire des molécules antigénomiques
de polarité positive qui serviront de matrice pour la production des nouveaux ARN
génomiques de polarité négative. La fin du cycle est caractérisée par le bourgeonnement des

virions a travers la membrane cellulaire hote.

De plus, 'infection par le MV est connue pour induire la formation de syncytia. Les cellules
infectées fusionnent avec les cellules avoisinantes non-infectées formant des cellules infectees
multinucléées. Ceci est un phénomeéne qui augmente I'efficacité de la réplication du MV
(Guillerme et al., 2013).

9 Q0 i
mRNA Fusion
mRMNAs synthesm

VWV\
\ Replication
0__—" 9%~
=====Capsid vcRNA(+)
proteins \

Replication

Translation
and modification  Progeny RNA

B
. . genomes ()
ﬁ Fusion (F) lﬁ Haemagglutinin (H)
@i Mucleocapsid (N) @ Large proteinil)
H EN proteins
o Matrix (M) @ Phosphoprotein (P}

Figure 26 : Le virus de larougeole
al Le virus de la rougeole et ses composants, b| génome viral composé de 6 genes, c| cycle viral
Tirée de Moss and Griffin (2006)

Budding

La premiere souche du MV a été isolée chez un enfant et nommée souche Edmonston. A
partir de cette souche, differentes souches atténuées du MV ont été générées par culture in
vitro sur différents types cellulaires (Bankamp et al., 2011). La souche Schwarz a été générée
en 1962 par des passages additionnels sur des cellules embryonnaires de poulet pour
remplacer la souche Edmonston qui contenait des mutations et causait des problemes de

réactogénicité¢ (Schwarz, 1962). La souche Schwarz est aujourd’hui utilisée pour vacciner les
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enfants en Europe et au Brésil. L’analyse comparative des séquences entre la souche d’origine
Edmonston et la souche Schwarz montre des modifications sur 42 nucléotides ce qui

contribue au profil atténué de ce vaccin (Bankamp et al., 2011).

4.3.2. Récepteurs

Les récepteurs majoritaires d’entrée du MV sont assez bien définis. La souche sauvage utilise
le récepteur SLAM conférant un tropisme naturel du MV pour les LTs, les LBs et les
monocytes/macrophages activés. La souche vaccinale Schwarz, quant a elle, utilise
majoritairement le récepteur CD46 pour entrer dans une cellule (Yanagi et al, 2006). Le
CD46 est une molécule impliquée dans le blocage de la cascade du complément (stade C3) et
son expression & une faible densit¢ protége les tissus normaux des accidents d’activation du
complément. Cette molécule est exprimée de fagon ubiquitaire mais a un faible niveau sur les
cellules nucléées sauf pour les cellules tumorales qui, pour échapper aux mécanismes de
cytotoxicité liée au complément (CDC), la surexpriment (Guillerme et al, 2013). Ceci
explique le tropisme naturel de vaccin Schwarz pour les cellules tumorales et donc son

utilisation en tant que virus oncolytique (Achard et al., 2015).

Un autre recepteur nouvellement identifie, Nectin-4 (PVRL-4), semble étre utilisé par les
deux souches et joue un role crucial dans la transmission du virus par le tractus respiratoire
(Muhlebach et al., 2011).

4.3.3. Vaccins atténués : efficacité et sécurité

Le virus de la rougeole, agent hautement contagieux, a causé des millions de morts dans le
monde depuis son émergence (Guillerme et al., 2013). Une période d’incubation de 10 a 14
jours lui permet de diffuser et de se répliquer dans les cellules épithéliales, les cellules et
tissus lymphoides ainsi que les cellules endothéliales de différents organes. La plupart des
manifestations cliniques de la maladie (fievre, éruption cutanée, conjonctivite) sont dues aux
réponses immunitaires déclenchées par Iinfection (Griffin, 2010). En effet, I'induction des
réponses immunitaires innées permet le controle du virus par lactivation des NKs et par la
synthese d’IFNs de type I. Bien que ces réponses innées soient importantes, seule I'induction
de réponses adaptatives cellulaires et humorales spécifiques permet I'élimination du virus et

I’établissement d’une immunité avie (Moss and Griffin, 2006).
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Le vaccin vivant atténué a été distribué a des millions d’enfants dans le monde a travers des
programmes d’immunisation étendus (EPI) de I'OMS. Le vaccin atténué mime ['infection
naturelle et comme le virus sauvage, il induit une forte et longue immunité contre le MV
aprés une ou deux injections et n’induit pas d’immunosuppression contrairement & la souche
sauvage (Okada et al., 2001). En effet, il entraine la production d’anticorps (IgG), I'induction
précoce de CTLs spécifiques (IFN-y) et de CD4 Thl (IFN-y et IL-2) suivie par I'induction
d’une réponse CD4 Th2 plus tardive (IL-4 etlL-13). Cette immunité persiste jusqu’a pres de
30 ans apres la vaccination et la mémoire immunologique induite est composée d’anticorps
neutralisants et de cellules T mémoires circulantes (Brandler et al, 2007 ; Naniche et al.,
2004).

En matiére de sécurité, des centaines de millions de doses ont été distribuées et le risque d’un
sérieux effet est de 8,4 par millions de doses distribuées. De plus, la réversion du vaccin a une
forme pathogene n’a jamais été observée a I'heure actuelle (Guillerme et al, 2013).
L’ensemble de ces arguments a été en faveur d’une utilisation de ce vaccin vivant atténué
comme vecteur réplicatif de vaccination. Ce vaccin a ainsi été modifie pour créer un vecteur
recombinant par I'insertion de transgénes (procédé expliqué dans la partie Outils-Méthodes)
codant pour des protéines différentes de celles du virus (Combredet et al., 2003).

Cependant, il convient de souligner que la majeure partie des adultes possede une immunité
préexistante contre la rougeole, qu'elle ait été acquise aprés infection ou vaccination, ce qui
pourrait compromettre I'utilisation d’un tel vecteur. Néanmoins, des essais cliniques menés a
large échelle ont démontré qu’une revaccination induisait une augmentation du titre des
anticorps neutralisants chez des enfants préalablement immunisés. Ceci impligue donc la
réplication du vaccin MV ainsi que I'expression de ses protéines méme en présence d’une
immunité préexistante (Dilraj et al., 2000 ; Dilraj et al., 2007). Une étude préclinique, réalisée
sur des souris immuno-compeétentes, a aussi montré que la préexistence d’anticorps
neutralisants anti-MV n’inhibe pas la réplication d’un vaccin recombinant MV ainsi que
I'induction de réponses cellulaires et humorales spécifiques du transgéne (Knuchel et al.,
2013).

De par I'ensemble de ces caractéristiques et de ces avantages, ce vecteur est & I’heure actuelle

aussi bien utilisé dans la cadre des maladies infectieuses que dans le cadre du cancer. A ce
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jour, 4 essais cliniques sont en cours pour le traitement du mésothéliome, du cancer ovarien
(MV-CEA), du glioblastome (MV-CEA) et des myélomes multiples (MV-NIS).

Ainsi, ce vecteur est une alternative attractive pour induire des réponses spécifiques de
hTERT dans le cadre de notre stratégie.

CONFIDENTIEL
95




OBJECTIFS

CONFIDENTIEL
96




CONFIDENTIEL
97




A Theure actuelle, la plupart des immunothérapies anti-cancer spécifiques souffrent d’un
mpact clinique lmit¢ pour de nombreux patients, en dépit de I'induction de réponses
immunitaires et de leurs succés en préclinique (Beatty and Vonderheide, 2008). En effet, le
manque de stimulation efficace pour rompre la tolérance périphérique qui s’est établie durant
le  développement tumoral, ainsi que le développement de nombreux mécanismes
d’échappement initiés par la tumeur et son microenvironnement, en lien avec I’expression des
antigenes associés aux tumeurs sont les principaux obstacles responsables dans cet échec
(Dunn et al, 2002 ; Kim et al, 2007). Il est donc essenticl d’induire des réponses
immunitaires spécifiques contre la tumeur mais aussi d’agir contre la tolérance intrinséque de
la tumeur (Bhardwaj, 2007).

L’immunothérapie anti-tumorale est a I’heure actuelle acceptée comme composante clé des
stratégies préventives ou thérapeutiques dans le traitement des cancers. Dans ce contexte, le
travail de ce doctorat a été focalisé sur le développement de vaccins thérapeutiques

genétiques.

Ce travail a donc porté, dans un premier temps, sur le développement d’un protocole de
vaccination adapté a ladministration de nos vaccins ADN. L’immunogénicité, Ia
fonctionnalit¢ et Teffet anti-tumoral du vaccin INVAC-1 (vaccin ADN codant une forme

inactive de hTERT) in vivo chez la souris, ont ensuite été évalués.

Dans un second temps, et/ou dans le but de développer des stratégies thérapeutiques
combinatoires basees sur des prime-boost hétérologues, des constructions plasmidiques
codant des protéines hTERT réarrangées, ou le vecteur viral rougeole recombinant une forme

modifiée de hTERT ont été, a leur tour, évaluées.
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Figure 27 : Stratégies d’immunothérapies développées et évaluées par INVECTYS
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Toutes les constructions développées et utilisées au cours de ce projet dans le cadre d’une
vaccination thérapeutique anticancéreuse sont basées sur le TAA universel que représente la
hTERT décrite précédemment. Pour des raisons évidentes de sécurité, liées a ses
caractéristiques physiologiques et particulicrement a son utilisation clinique chez I'Homme, la
hTERT a subi des modifications afin (1) d’inactiver son activité catalytique et (2) de modifier

la localisation cellulaire ou celle-ci s’exprime normalement.

(1) Toutes les séquences codant la hTERT présentent une délétion de 9 pb qui supprime 3
acides aminés (867-869, Valine-Acide Aspartique-Acide Aspartique ou VDD) ayant un réle
crucial au sein du site catalytique. En effet, la valine (V) influence I'incorporation des
nucléotides et la fidélit¢ de I'enzyme. Les acides aspartiques (DD) sont importants pour la
chélation du nucléotide entrant dans le site catalytique. Ce triplet d’acides aminés est
hautement conservé dans la famille des polymérases et une mutation sur I'un de ces acides

aminés entraine I'inactivité catalytique (Drosopoulos and Prasad, 2007).

(2) La séquence nucléotidigue hTERT contenue dans les différentes constructions a aussi été
délétée de 23 a 47 acides aminés de son extrémité N-terminale. Cette extrémité incluant la
séquence de localisation nucléolaire (NoLS ; (Yang et al, 2002) a été remplacée par une
séquence ubiquitine (Ubi). L’ensemble des protéines codées par ces séquences suit ainsi
Iapproche de protéine fusionnée a I'ubiquitine et la N-end rule, décrite par Varshavsky, par la
présence d’acides aminés déstabilisants a la jonction Ubi-AhTERT en N-terminal (Bachmair
et al, 1986 ; Varshavsky, 1996). Ces approches sont décrites pour I’augmentation de la
présentation peptidique par les CMH de classe I via l'orientation rapide des protéines de
fusion vers la voie de dégradation dépendante du protéasome et aussi pour I'augmentation des
réponses immunitaires spécifiques contre de nombreux antigenes (Leachman et al, 2002 ;
Wang et al., 2012).
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I. Vaccin ADN : constructions plasmidiques

1. INVAC-1 : plasmide et protéine

INVAC-1 est un plasmide de 7120 paires de bases (pb) qui encode une proteine de fusion
ubiquitine  humaine-TERT humaine modifiée de 1158 acides aminés (AA, brevet n°
d’application ~ PCT/EP2014/073164, deéposé le  28/10/2014) construite selon les
caractéristiques énoncées précédemment (Figure 29). Le transgéne Ubi-AhTERT a été inséré
dans le vecteur d’expression NTC8685-eRNA41H-HindllI-Xbal créé par Nature Technology
Corporation (Lincoln, Nebraska) (Carnes et al, 2010). L’expression du transgéne est sous
contrdle d’un promoteur-intron chimérique optimisé (SV40-CMV-intron synthétique HTLV-1
R). Ce plasmide ne réplique pas dans les cellules eucaryotes et est sélectionné par un
marqueur de sélection sucrose (RNA-OUT) sans antibiotique dans les cellules NTC4862 E.
coli cells (DH5a attA:P5/6 6/68-RNA-IN-SacB, catR). Le RNA-OUT supprime I'expression
du géne Sac B permettant la croissance des cellules contenant le plasmide au sein d’un milieu
enrichi en sucrose (Figure 28) (Luke et al., 2009). Les lots GLP et GMP d’INVAC-1 ont été
produits par Eurogentec (Belgique) a une concentration finale de 2 mg/mL.

Mort Survie
A
Sucrose —» Sucrose —»
) Absence
Levansucrase .
(SacB) @ Protéme -
A i RNA-OUT
X /
ARNm ARNm ™=
O c— N cmm—
P- Ry SacB P. Ry SacB

Figure 28 : Sélection du plasmide INVAC-1
La levansucrase codée par le géne SacB est exprimée dans les cellules n’ayant pas incorporé le plasmide codant
le RNA-OUT. Cette enzyme toxique en présence de sucrose conduit a la mort cellulaire. Les cellules, ayant
intégré le plasmide, répriment ’expression de I’enzyme par le RNA-OUT conduisant a la survie des cellules et a
la sélection du plasmide.
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2. Dérivés réarrangés d'INVAC-1 : pUTScram et pUTinv

pUTScram et pUTInv sont des plasmides d’ADN double brins d’approximativement 8,9
kilobases (kb) encodant une protéine de fusion ubiquitine humaine-TERT humaine modifiee
selon les criteres décrits précédemment. Les transgenes Scrambled et Inverted ont été clonés
dans des vecteurs d’expression pcDNA3.1(+) (Invitrogen, Carlsbad, USA) via les sites de
restriction HindIll/Xbal. L’expression des deux transgénes est sous contrle du promoteur
cytomegalovirus (CMV) humain. Les plasmides sont sélectionnés via lampiciline et sont

produits apres extraction et purification a 2 mg/mL.

Afin de réaliser les séquences codant les inserts Scrambled et Inverted, la séquence hTERT
modifiée (délétion VDD, remplacement de 23 AA en N-ter par Ubi) a été divisée en 10
fragments immunogenes déterminés sur la totalité de la séquence impliquant une délétion

supplémentaire de 76 AA non-immunogenes (228 pb).

Fragment 1 (258 pb ; Leu24-Gly109), fragment 2 (201 pb ; Phel15-Alal181), fragment 3 (120
pb ; Trp203-Ala242), fragment 4 (117 pb; Ser255-Arg293), fragment 5 (303 pb;
Pro320-Thr420), fragment 6 (312 pb; Ala423-Val526), fragment 7 (210 pb; Cys528-GIn597),
fragment 8 (477 pb; Arg599-Lys757), fragment 9 (576 pb; Lys760-1le951), fragment 10 (516
pb; Asn958-Asp1129).

Ces fragments ont été réassemblés dans I'ordre suivant (Figure 29) :

Scrambled : 7-2-6-4-9-3-1-8-10-5

Inverted : 10-9-8-7-6-5-4-3-2-1

Les fragments au sein de chaque insert sont liés par 6 résidus glycine (lien-G ; 18 pb). Un tag
V5 (dérivé d’un épitope présent sur les protéines P et V du virus simien 5, SV5) a été ajouté a

lextrémité C-terminale des différents inserts afin de faciliter leur détection in vitro.
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Figure 29 : Alignement schématique entre la hTERT naturelle et les protéines codées par INVAC-1,
pUTScram et pUTInv
VDD : Déletion des AA 867-869 dans le site catalytique ; Ubi : ubiquitine humaine (1-76 AA);
F(Phe): Phenylalanine de hTERT (AA47); G (Gly): glycine C-terminal de [lubiquitine (AAT76);
R (Arg) : Arginine, premier AA de la protéine INVAC-1-hTERT (AA 77); N (Asn): Asparagine, premier AA
de la protéine Scrambled (AA 81); C (Cys) : Cysteine, premier AA de la protéine Inverted ; V5 : Tag V5 en C-
terminal.

Il. Vecteur dérivé du Vaccin Rougeole :

MV-TERT

Comme exposé en partie 1ll, le vaccin vivant atténué rougeole a été utilise pour vacciner des
millions d’enfants. Au cours des trente derniéres années, 1 a montré son efficacité et son
innocuité. Le retour du vaccin & une forme pathogéne n’a jamais ét¢ observé. Par conséquent,
'utilisation du vaccin rougeole Schwarz comme vecteur vaccinal s’avere pertmente pour les
stratégies d’immunothérapie anti-cancer par rapport a d’autres vecteurs viraux (oncolytiques
ou non). MV-TERT est un vecteur recombinant qui permet en plus de I’expression des
particules virales de rougeole, I'expression de la protéine hTERT modifiée (délétion VDD,

remplacement de 47 AA en N-ter par Ubi). La création de ce vecteur est decrite ci-apres.

1. Clonage des souches vaccinales du MV

Un travail pionnier réalis¢é par I'équipe de Martin Billeter (Universit¢ de Zurich) a permis
I'obtention d’un ADN complémentaire (ADNc) mfectieux correspondant a I'antigénome de la

souche Edmonston B (EdB) du MV et I'établissement d’un systéme de génétique inverse
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permettant la production du virus correspondant (Parks et al., 1999 ; Radecke et al., 1995). Le
promoteur du phage T7 a été ajouté a cet ADNC pour permettre a la polymérase du phage T7
de transcrire 'ADNc en ARN antigénomique de polarit¢ positive. Le plasmide contenant
IADNc et celui codant pour la polymérase L du MV sont cotransfectés dans des cellules
HEK?293-3-46 exprimant de maniére stable et constitutive la polymérase T7 ainsi que les
protéines N et P du MV (Figure 30).

A partir de ce clone, un vecteur a ét¢ développé, capable d’exprimer de fagon stable des genes
additionnels de plus de 5000 nucléotides pendant plus de 12 passages (Lorin et al., 2004 ;
Singh et al, 1999 ; Wang et al., 2001). Cette stabilit¢ est un avantage des virus a ARN
négatif. En effet, les virus a ARN positif éliminent I'expression de geénes additionnels dés les
premiers cycles d’infection en culture cellulaire. Cette stabilité est aussi due a l'absence de
contraintes géométriques exercées sur la taille du génome de ces virus grace a leurs

nucléocapsides hélicoidales.

Cependant, PADNc utilisé pour ce vecteur provient de la souche Edmonston B qui a été
passée plusieurs fois sur les cellules HeLa (Ed-Tag cDNA). Le vecteur a donc accumulé de
nombreuses mutations, dont certaines affectent sa capacité a éviter la réponse antivirale innée
(Devaux et al., 2011 ; Ohno et al,, 2004). De plus, a cause des problemes de réactogénicité,
cette souche a été abandonnée pour la vaccination humaine en 1975 et a été remplacée par la
souche Schwarz/Moraten qui est une souche certifi¢e et aujourd’hui utilisée en clinique :
vaccins Attenuavax (Merck and Co. Inc., West point, USA), Rouvax (Aventis Pasteur, Marcy

I’Etoile, France) et Priorix (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Belgium).
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ADNc antigénomique

Souche Edmonston N p M F H L
pMV | g I | | | 1= I
i C h L co-transfection T7t
v hov
pEMC-La
7 EMC
IRES
Cellules 293-3-46
@ RN polymérase du phage T7
Q Protéines N du VR
@ Protéines P du VR
Transcription cytoplasmique parla polyméraseT7
5 ARNm de L 3 5 Antigénome viral 3

ACCA UGGU

FOAUG A(n)
\1' O aoﬁvl/ Encapsidation simultanée

) 5° ) 3’

Réplication N/P/L dépendante
3° (-) 5°

Transcription P/L dépendante i Traduction

ARNmM viraux puis Protéines virales

Assemblage du virus i
et bourgeonnement

Figure 30 : Systéme de génétique inwerse
Production de particules infectieuses de rougeole a partir d’un ADNc de ’antigénome viral.

Le plasmide contenant PADNc de I’antigénome du MV (pMV) et le plasmide codant la polymérase L du MV
(pEMC-La) sont cotransfectés dans les cellules HEK293-3-46 (expression de la polymérase du phage T7, de N et
de P du MV). Dans le cytoplasme, la polymérase T7 synthétise PARN antigénomique, simultanément encapsidé
par les protéines N, P, L. La polymérase du MV (P/L) entreprend la réplication virale cytoplasmique a partir de
I’ARN antigénomique encapsidé. Ceci conduit a la synthése d’un ARN génomique de polarité négative, a celle
des protéines virales et au bourgeonnement du virus. T7t, T7 RNA polymerase terminator ; 0, hepatitis delta
virus ribozyme. Adaptée de Parks et al. (1999) ; Radecke et al. (1995).
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2. Vecteur dérivé de la Souche Schwarz et insertion d’'une ATU

L’efficacit¢ et la sureté d’une souche atténuée étant supposées dépendre uniquement de sa
séquence génomique, 'ADNc du vaccin Schwarz a ¢été cloné a partir de particules virales
purifiées d’un lot de production industrielle en utilisant des procédures optimisées pour la
fidélité¢ du clonage (Combredet et al., 2003). La séquence du clone moléculaire obtenue a été
démontrée identique a celle du génome parental. L’ADNc antigénomique viral a été placé
sous le contr6le du promoteur de la polymérase du phage T7 avec le motif GGG afin
d’optimiser le rendement du systétme de génétique inverse décrit par Radecke et al. (1995).
Pour faciliter le clivage de 'ARN viral aux deux extrémités, un ribozyme en téte de marteau a
été inséré entre le motif GGG et le premier nucléotide viral et le ribozyme du virus de
I’hépatite delta a été placé en aval de la séquence termmatrice du phage T7. Le plasmide
résultant est désigné sous le nom de pTM-MVSchw. Ce plasmide a permis de produire le
virus correspondant a laide du systéme de génétique inverse bas¢ sur la cotransfection de

cellules humaines trans-complémentantes (Parks etal., 1999 ; Radecke et al., 1995).

Afin d’éviter les mutations précédemment observées et ’adaptation du vaccin recombinant a
des cellules non certifiées, les cellules HEK293 transfectées avec ’ADNc ont été co-cultivées
avec des fibroblastes embryonnaires de poulet, cellules sur lesquelles le vaccin a été
originellement sélectionné et produit. Le virus a été également produit aprés co-culture sur
des cellules Vero (singe vert africain) tres sensible au MV ou des cellules diploides humaines
MRCS5 (substrat cellulaire agrée pour la production de vaccins vivants). Aucune mutation n’a
été retrouvée dans le génome enticrement séquencé par rapport a la séquence d’origine apres
deux passages du virus recombinant sur fibroblastes primaires de poulet. Il a aussi été
démontré que la cinétique de croissance et le rendement de production du virus recombinant
MVSchw étaient identiques a ceux du vaccin industriel. De plus, I'immunogénicité du virus
recombinant et celle du vaccin industriel ont été comparées chez le macaque cynomolgus.
L’injection sous-cutanée d’une dose standard (10* TCID50) induit des réponses anticorps et
cellulaires spécifiqgues de méme intensité, le virus cloné a donc la méme immunogénicité chez

le macaque que le vaccin parental industriel (Combredet et al., 2003).

Le pTM-MVSchw a ¢ét¢ modifi€ pour permettre I'expression de genes d’intérét par
I'introduction d’unités additionnelles de transcription (ATU). Les ATUs, cassettes de clonage
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multiple, ont été insérées dans le plasmide pTM-MVSchw par mutagénése dirigge entre les
genes P et M du MV. Chaque phase de lecture du MV a une transcription successive
indépendante contr6lée par son propre élément cis-actif. Les génes additionnels insérés dans
IATU sont controlés eux aussi par un élément cis-actif équivalent a celui présent dans la
région intergénique N/P. Le plasmide résultant est nommé pTM-MVSchw-ATU2 (Figure 31)
(Combredet et al., 2003 ; Lorin et al., 2004).

ADNc antigénomique pTM-MVSChW-ATUZ
Souche Schwarz
N P M F H L
1 H -
7o ?I:I 7t
\Y hov
P protéine PV Ciniti M initi M protéine
— , V, Cinitiateur initiateur l—)
—TAG - // - | AT ARARAA G ACGAACCAGEH CCA-- POLYLINKER]- [INSERT}-[POLYLINKER-- // - [ TTATAAAAAA ETTIAGGAGCAAAGT - // -~ ATG ---
Stop l début Stop début

Séquence de
détachement dela
polymérase

Unité additionnelle de transcription (ATU)

Figure 31 : Schéma du plasmide pTM-MVSchw et de ’ATU2
Le plasmide contenant I’ADNc antigénomique de la souche vaccinale Schwarz du MV a été modifié pour
permettre I'expression de genes étrangers. Une unité additionnelle de transcription (ATU, fléche rouge) a été
insérée entre les genes viraux P et M et contient les séquences régulatrices correspondant a celles des régions
intergéniques entre les genes N et P. Elle inclut successivement le signal de transcription du gene N, la séquence
CTT de détachement de la polymérase et le signal du début de transcription du géne P. La séquence de I'insert
est ajoutée en amont du signal de début de transcription du géne M pour obtenir le pTM -MVSchw-ATU2.

T7: Promoteur de PARN polymérase T7 ; hh: ribozyme en téte de marteau (hammerhead) ; hov : ribozyme du
virus de I’hépatite delta ; T7t : terminateur de ’ARN polymérase T7.
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3. Insertion du transgéne Ubi-AhTERT-Flu-V5 au sein de I’'ATU

Le transgéne Ubi-AhTERT-FIu-V5 encode une forme modifiée de la hTERT fusionnée a
I'ubiquitine selon les criteres décrits précédemment (délétion VDD, remplacement de 47 AA
en N-ter par Ubi). Un épitope de la grippe restreint a HLA-A*0201 et un tag V5 ont été
ajoutés a lextrémit¢ C-terminale de la protéine de fusion dans le but de faciliter la

caractérisation de ce vecteur.

La séquence d’ADNc¢ du transgene a été sous-clonée via les sites BsiwI/BssHII sur le pTM-
MVSchw-ATU2. Le plasmide résultant est désigné pTM-MV-TERT (Figure 32). La séquence
du transgene inséré respecte la «regle des six» dans laquelle le nombre de nucléotides totaux
du génome du MV doit étre un multiple de six afin de permettre une réplication optimale du

vecteur.

4. Vecteur vaccinal MV-TERT obtenu a partir du pTM-MV-TERT

Afin de produire le virus recombinant MV-TERT correspondant au plasmide pTM-MV-
TERT, les cellules HEK293-T7-MV, exprimant stablement ’ARN polymérase T7 ainsi que
les protéines N et P du MV, ont été cotransfectées avec 5 pg de pTM-MV-TERT et 20 ng
d’un plasmide codant la L polymérase du MV (pEMC-La) en utilisant du phosphate de
calcium. Aprées différentes incubations (37°C sur la nuit suivie d’un choc thermique de 3h a
43°C puis 2 jours a 37°C), les cellules HEK293-T7-MV transfectées ont été transférées sur un
tapis de cellules Vero et incubées a 37°C. Des syncytia se forment suite a I'infection, les
syncytia bien délimités sont isolés et transférés sur une nouvelle couche de cellules Vero pour
réaliser I'amplification du virus. Lorsque les syncytia représentent 80 a 90% de la culture, les
virus sont récupérés par grattage des cellules et des cycles congélation-décongélation (Figure
32).

Le titre viral déterminé par dilution limite sur les cellules Vero est calculé en utilisant la
méthode de Kadrber et est exprimé en TCID50/mL (Kérber, 1931).
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Figure 32 : Schéma de production du virus recombinant MV-TERT a partir du pTM-MV-TERT
Le plasmide pTM-MV-TERT contient dans I’ATU2 une séquence nucléotidique encodant une protéine de fusion
ubiquitine-AhTERT-FIlu-V5. La protéine obtenue possede les mémes caractéristiques que la protéine fusionnée
INVAC-1, a savoir la délétion du NoLS (47 AA) remplacée par I'ubiquitine et la délétion VDD au sein du site
catalytique. Elle possede en plus, une fusion avec un épitope de la grippe restreint HLA-A*0201 et le tag V5.
T7: Promoteur de PARN polymérase T7 ; hh: ribozyme en téte de marteau (hammerhead) ; hov : ribozyme du
virus de I’hepatite delta ; T7t : terminateur de ’ARN polymérase T7.

Le pTM-MV-TERT et le plasmide codant la polymérase L du MV (pEMC-La) sont cotransfectés dans les
cellules HEK293-T7-MV (expression de la polymérase du phage T7, de N et de P du MV). Comme décrit
précédemment, ce procédé conduit a la synthése d’un ARN génomique de polarité négative, a celle des protéines
virales et au bourgeonnement du virus recombinant MV-TERT. Les virus MV-TERT entrainent la formation de
syncytia sur les cellules Vero et apres deuxpassages sur ces cellules les virus sont récupérés et titrés.
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lIl. Animaux transgéniques

Différents modeles de souris transgéniques ont été utilisés pour leur capacité a exprimer des
molécules de CMH humains afin de démontrer que ces vaccins couvrent toute la diversité des
molécules CMH existante chez I'homme. Les modéles transgéniques murins spécifiques au
vecteur recombinant MV expriment le CD46 humain, récepteur spécifique du virus MV,
n’expriment plus le récepteur de 'I[FN de type I et peuvent exprimer différentes molécules de

CMH (murins ou humains).
Lignées transgéniques utilisées dans le cadre de la vaccination ADN

Les souris transgéniques HLA-B7 expriment les domaines al-02 de la molécule humaine
HLA-B*0702 et le domaine a3 de la molécule murine H2-D. Ces souris n’expriment pas les

molécules murines H2-Kb et H2-Db (Rohrlich et al., 2003)

Les souris transgéniques HLA-A2/DR1 expriment une chaine chimérique des domaines
ol-02 de la molécule humaine HLA-A*0201 et le domaine a3 de la molécule murine H2-D
lié a son extrémité N-terminale a I'extrémité C-terminale de la B2-microglobuline humaine.
Elles expriment les molécules humaines HLA-DRB1*0101 et HLA-DRa*0101 et sont aussi
dépourvues (Knock-out) des génes murins H2-Db, H2-Kb et H2-1Ab (Pajot et al., 2004).

Lignées transgéniques utilisées pour les immunisations avec le vecteur recombinant

rougeole

Les rongeurs tels que les souris conventionnelles ne sont pas sensibles a une infection par la
rougeole. En effet, elles ne possédent ni le CD46, ni le CD150 (SLAM) ou encore nectine-4
(PVRL-4), récepteurs d’entrée du virus (décrit dans le Contexte Scientifique-partie 111). En
conséquence, depuis la fin des années 1990, pour étudier I'infection rougeole dans les
modeles murins, des souris transgéniques exprimant de facon ubiquitaire le hCD46 ont été
générées. Néanmoins, ces modeles se sont avérés moins sensibles au virus qu’attendu. En
effet, les cellules CD46" permettaient I'entrée, la réplication et la transcription du virus avec
plus ou moins d’efficacité indiquant la présence de mécanismes limitant I'infection (Horvat et

al., 1996). Sachant que les IFNs de type I, représentant la premiére ligne de défense antivirale,
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controlent la réplication du virus chez T'homme (Leopardi et al, 1992), des souris
transgéniques hCD46 ont ét¢ mutées pour le récepteur aux IFNs type I afin d’étre plus
sensibles a I'infection (Mrkic et al., 1998).

La lignée IFNAR/CD46 provient d’un croisement entre une souris FVB transgénique
hCD46" (Yannoutsos et al., 1996) et une souris 129sv knock-out (KO) IFNo/BR (Muller et
al., 1994).

La lignée HHD/IFNAR/CD46 est le résultat d’un croisement entre les souris IFNAR/CD46
décrites ci-dessus et les souris HHD* KO H2-Db”" p2m™ (Pascolo et al., 1997). Ces souris, en
plus d’étre knock-out (KO) pour le récepteur aux IFNs type I, d’exprimer le CD46 humain,
expriment aussi une chaine chimérique des domaines al-a2 de la molécule humaine
HLA-A*0201 et le domaine a3 de la molécule murine H2-D lié & son extrémité N-terminale a

Pextrémité C-terminale de la $2-microglobuline humaine.

IV. Epitopes CD4 et CD8 spécifiques de hTERT

Comme la plupart des antigenes associés aux tumeurs, la hTERT est un antigene du soi et par
conséquent les lymphocytes avec un complexe CMH/peptide hTERT de haute affinité ont
normalement été éliminés lors de la sélection thymique négative, réduisant ainsi un potentiel
répertoire  de LT précurseurs. Cependant, des réponses CD8 anti-hTERT spécifiques
naturelles ont été observées chez des patients cancéreux et chez des individus sains. Ces
réponses, soulignant I'existence de LT précurseurs, ont ét¢ démontrées par une immunisation
in vitro avec des peptides hTERT restreints & HLA-A*0201 (Zanetti et al, 2005). Par
conséquent, Iidentification de peptides antigéniques tumoraux reconnus par les LT CD4 et
CD8 permettant [I'induction d’efficace réponse immunitaire est primordiale pour le
développement de vaccins prophylactiques ou thérapeutiques ainsi que pour évaluer leur

immunogénicité in vitro ou in vivo dans des modéles adaptés.

Les peptides utilisés au cours de ce projet (Tableau 14), nous permettent d’évaluer chez la
souris (conventionnelle ou transgenique pour HLA) IPimmunogénicité de nos candidats

vaccins. IlIs ont été identifiés par une stratégie prédictive ou d’immunologie inverse (lurescia
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et al, 2012). L’¢laboration des premiers algorithmes pour la prédiction de peptides
potentiellement immunogénes est baseée sur la découverte de résidus spécifiques conservés a
des positions particulieres dans les peptides capables de se lier a différentes alleles de CMH
(Rotzschke et al., 1991). La prédiction de peptides se liant aux CMH de classe | est souvent
plus exacte que celle des peptides se liant aux CMH de classe II. L’analyse de leurs séquences
est souvent plus complexe due a leur plus grande taille, 9 a 20 résidus contre 8 a 10 résidus
pour les peptides CMH classe | et plusieurs peptides obtenus possedent souvent le méme
«ceceur » de séquence. La combinaison de différentes approches prédictives a permis la
genération de nouveaux outils immuno-informatiques plus précis (Deluca and Blasczyk,
2007).

Les prédictions que nous avons reéalisées sont donc basées sur plusieurs criteres tels que
Iaffinit¢ de laison du peptide au CMH (Syfpeithi, http//www.syfpeithi.de), le temps de
dissociation du complexe peptide/CMH (BIMAS, http://www-bimas.cit.nih.gov), le clivage

protéasomal et la  voie de transport  TAP (NetMHCpan, SMM...,

http://tools.immuneepitope.org/main/tcell/).

Nous avons ainsi pu déterminer des épitopes sur hTERT et mTERT pour les CMH murins H2
(C57BL/6JRj : H2-K/Db et H2-1Ab; BALB/cJRj: H2-K/Dd) et pour le CMH humain
HLA-A*0201 qui ont été évalués in vivo chez la souris pour leur capacité a stimuler des
lymphocytes activés par la vaccination. Nous avons aussi utilis¢é d’autres épitopes T CDS
dérivés de hTERT restreints a HLA-A*0201 (Hernandez et al., 2002 ; Minev et al., 2000) et
HLA-B*0702 (Adotevi et al., 2006 ; Cortez-Gonzalez et al., 2006) et des épitopes T CD4
restreints a HLA-DRB*0101 (Godet et al., 2012) déja décrits par ces differentes approches
(Tableau 14).
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Peptide Sequence CMH Numéroté sur Souche souris
p429 HAQCPYGVL Ho-Kb

p1034 QAYRFHACVL Ubi-AhTERT C57BL/6
p660 RPIVNMDYV H2-Db (INVAC-1) IFNAR/CD46
p1021 QTVCTNIYKI

p85 VVCVPW DARPPP AAPS

p36 CVPWDARPPPAAPSF

p87 VPWDARPPPAAPSFR

p329 GRQHHA GPPST SRPP i Ubi-AhTERT

p1080 MSLGAKGAAGPLPSE H2-1Ab (INVAC-1) IFNAR/CDA46
p1082 LGAKGAAGPLPSEAV

p1137 TLTALEAAANPALPS

p1138 LTALEAAANPALPSD

p196 AYQVCGPPL

p4la RYWQMRPL H2-Kd Ubi-AhTERT BALB/C
p853 SYVQCQGI (INVAC-1)

pli4 TYWPLLGSL

p277 RPAEEATSL

(Adotevi et al., 2006)

p351 RPSLTGARRL

(Adotevi et al., 2006) HLA-B*0702 hTERT HLA-B7
p1123 LPSDFKTIL

(Cortez-Gonzalez et al.,

2006)

pl81 LLARCALFVL

p576 WLM SVYVVEL Ubi-AhTERT

pso1 YMRQFVAHL (INVAC-1) HLA-A2/DR1
p959 LLLDTRTLEV

p540 ILAKFLHWL

(Hernandez et al., 2002)

pY572 YLFFYRKSV HLA-A*0201

(Hernandez et al., 2002)

pY988 YLQVNSLQTV hTERT HHD/IFNAR/CD46
UCP2.1 SWVWSKLQSI

(Dosset et al., 2012)

UCP4.1 SLCYSILKA

(Dosset et al., 2012)

ucpP2 KSVWSKLQSIGIRQH

(Godet et al., 2012)

?G%('?ef ot al, 2012) GTAFVQMPAHGLFPW HLA-DRB*0101 hTERT HLA-A2/DR1
UCP4 SLCYSILKAKNAGMS

(Godet et al., 2012)

Tableau 14 : Listes des peptides identifiés et utilisés pour évaluer I’immunogénicité des vaccins hTERT

L’utilisation des logiciels de prédiction épitopiques sur toutes les alleles disponibles de CMH

humains, a aussi permis de déterminer et de délimiter les différents blocs immunogénes

constituant les constructions pUTScram et pUTInv citées dans le point 1.
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RESULTATS
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I. Développement d'immunothérapies

basées sur la vaccination ADN

Dans cette partie, nous aborderons dans un premier temps la stratégie d’immunothérapie

active anti-tumorale basée sur INVAC-1, premier vaccin ADN d’Invectys codant le TAA

universel hTERT (Article #2) et la mise au point d’un protocole d’immunisation reposant sur

une vaccination intradermique combinée a [Papplication de champs électriques, procédure

EGT (Article #1). Dans un second axe, le développement et la caractérisation de deux dérivés

réarrangés d’INVAC-1 seront présentes.

1. Vaccin INVAC-1 et procédure EGT optimisée (article #1 & #2)

1.1. ARTICLE #1

Optimization of a gene electrotransfer procedure for efficient intradermal

immunization with an hTERT-based DNA vaccine in mice

Christophe Y Calvet'?® Jessie Thalmensi®, Christelle Liard*, Elodie Pliquet*, Thomas

Bestetti’, Thierry Huet®, Pierre Langlade-Demoyen® and Lluis M Mir~*?

Univ Paris-Sud, Laboratoire de Vectorologie et Thérapeutiques Anticancéreuses, Villejuif, France;
2CNRS, Laboratoire de Vectorologie et Thérapeutiques Anticancéreuses, Villejuif, France;
3Gustave Roussy, Laboratoire de Vectorologie et Thérapeutiques Anticancéreuses, Villejuif, France;
*Invectys, Pasteur BioTop, Paris, France

Molecular  Therapy — Methods & Clinical Development (2014) 1,
doi:10.1038/mtm.2014.45; published online 24 September 2014
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But:

Développer un protocole de vaccination adapté aux caractéristiques du produit INVAC-1 en
collaboration avec le laboratoire de Vectorologie et Thérapeutiques Anticancéreuses (Gustave
Roussy) du Pr. L. M Mir.

Méthode :

Cette collaboration a permis de mettre au point une procédure d’EGT dans le but d’obtenir
des réponses immunitaires optimales spécifiques de la hTERT dans le derme (tissu cible).
Différents protocoles de vaccination ont été¢ évalués via I'expression d’un transgéne codant la
luciférase (suivi en Dbioluminescence) et via [D'induction de réponses immunitaires

cytotoxiques spécifiques de hTERT (ELISpot IFN-y et test de lyse in vivo).

Ces protocoles ont été réalisés avec ou sans EGT ; avec (1) des électrodes non-invasives
(deux plaques métalliques paralleles ; épaisseur 1 mm; écartement 5 mm) ou (2) invasives
(deux rangés de quatre longues aiguilles ; écartement 4 mm; ou deux rangées de trois petites
aiguilles ; écartement 4 mm) et avec des paramétres impliquant des variations de champs

électriques pour le HV (high voltage) et le LV (low voltage).

Résultats :

L’EGT sans optimisation des paramétres mitialement décrits pour le derme entraine une
expression significative du transgene au site d’injection et permet I'induction d’une réponse
CDS8 spécifique de hTERT. Parmi, les trois types d’€lectrodes testées, nous avons démontré
que [Délectrode paralléle non-invasive permettait d’obtenir une réponse Significative
spécifique de hTERT dans le derme (médiane spots # 140) comparée aux deux autres types

d’¢électrodes mvasives (médiane spots entre 30 et 60).

Parmi les différentes combinaisons HV-LV testées, nous avons observé que les combinaisons
HV-LV de 1400 V/cm + 140 V/cm ou 1400 V/cm + 180 V/cm induisaient une forte
expression de luciféerase (pPCMV-Luc) dans le derme et la génération significative de LTs
CDS8 spécifiques de hTERT sécrétant de I'IFN-y (médiane spots respectives # 272,6 ou

344,2), en comparaison avec les souris ayant recu PBS + EGT (médiane spots # 0).
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Cependant, di & I'électrode choisie, & son écartement et au marquage CE du Cliniporator®, le
HV ne peut pas dépasser 1250 V/cm. L’immunogénicit¢ et la cytotoxicit¢ de la réponse
induite par INVAC-1 ont donc été & nouveau évaluées avec des parametres de 1250 V/cm +
180 V/cm en comparaison des 1400 V/cm + 180 V/ecm. Aucune différence significative n’a

été observée entre les deux HV.

Conclusions:

Comme précisé¢ dans lintroduction, '’ADN étant faiblement immunogene, nous avons choisi
de combiner la vaccination intradermique avec la technique EGT. Ainsi dans le cadre d’un
travail collaboratif, nous avons optimis¢ une procédure d’EGT afin d’obtenir d’efficaces
réponses immunitaires suite a Iimmunisation avec INVAC-1+ EGT. Cette procédure
optimisée a été utilisée, par la suite, pour toutes les immunisations avec le vaccin INVAC-1
ainsi que pour les vaccinations avec les constructions réarrangées Scrambled et Inverted

(decrites en 1.0 de ce chapitre Résultats).

CONFIDENTIEL
120




Citation: Molecular Therapy — Methods & Clinical Development (2014) 1, 14045; doi:10.1038/mtm.2014.45
© 2014 The American Society of Gene & Cell Therapy Al rights reserved 2329-0501/14

www.nature.com/mtm

ARTICLE

Optimization of a gene electrotransfer procedure for efficient
intradermal immunization with an A”TERT-based DNA

vaccine in mice

Christophe Y Calvet'?3, Jessie Thalmensi®, Christelle Liard*, Elodie Pliquet*, Thomas Bestetti*, Thierry Huet*, Pierre Langlade-Demoyen* and

Lluis M Mir'?3

DNA vaccination consists in administering an antigen-encoding plasmid in order to trigger a specificimmune response. This
specific vaccine strategy is of particular interest to fight against various infectious diseases and cancer. Gene electrotransfer is the
most efficient and safest non-viral gene transfer procedure and specific electrical parameters have been developed for several
target tissues. Here, a gene electrotransfer protocol into the skin has been optimized in mice for efficient intradermal immuniza-
tion against the well-known telomerase tumor antigen. First, the luciferase reporter gene was used to evaluate gene electrotransfer
efficiency into the skin as a function of the electrical parameters and electrodes, either non-invasive or invasive. In a second time,
these parameters were tested for their potency to generate specific cellular CD8 immune responses against telomerase epitopes.
These CD8 T-cells were fully functional as they secreted IFNyand were endowed with specific cytotoxic activity towards target cells.
This simple and optimized procedure for efficient gene electrotransfer into the skin using the telomerase antigen is to be used in
cancer patients for the phase 1 clinical evaluation of a therapeutic cancer DNA vaccine called INVAC-1.

Molecular Therapy — Methods & Clinical Development (2014) 1, 14045; doi:10.1038/mtm.2014.45; published online 24 September 2014

INTRODUCTION
In vivo gene electrotransfer (EGT)'? possesses promising applica-
tions in the field of DNA vaccination as a cost-saving and practical
alternative to peptide-based and viral vector-based immunization.?
In order to induce strong and specific cellular and humoral
immune response triggered by DNA vaccination, electric pulses
(EP) delivery has to be performed using a tissue-specific proce-
dure that enables the effective EGT. First, DNA has to be brought
close to the target cells by injecting it at the expected site of vac-
cination and second, EP are delivered to transfer the DNA into the
cell. Electrotransfer is a multistep process that relies on two dif-
ferent effects of the EP: the cell membrane permeabilization and
the electrophoretic transport of the nucleic acids towards and/or
across the plasma membrane.* Cell membrane permeabilization
can be achieved using one or several short (about 100 of microsec-
onds) and intense (about 1,000 volts per centimeter) pulses, called
high voltage (HV) pulses, that reversibly permeabilize the cell
membrane. A defined lag time later, electrophoretic movement
of the DNA is achieved by the application of one or several long
(about several hundred of milliseconds) and less intense (about
100 volts per centimeter) pulses, called low voltage (LV) pulses.
These pulses are intended to drive the DNA molecules towards the
electropermeabilized cells.®

Different target tissues are under investigation for efficient vacci-
nation using the EGT strategy. Among them skin tissue and particu-
larly the intradermal (ID) route is regaining interest. Some reasons
include the ease of accessibility, the large surface available for the
treatment, the ease of histological and clinical evaluation and the
presence of numerous antigen-presenting cells (APCs).?® Indeed,
skin APCs are capable of efficiently processing the antigens of inter-
est, and then migrate to secondary lymphoid organs to present the
antigens onto MHC class | and Il molecules in order to prime naive or
memory CD8 and CD4 T-cells, respectively. This will generate specific
cellularimmune responses which are of real interest to fight cancer.”

Cancer DNA vaccines are intended to break immune tolerance
against tumor-specific or tumor-associated antigens.’® Thus, they
aim at generating a pool of antigen-specific effector and memory
T-cells and B-cells which will migrate to the tumor site and contrib-
ute to tumor destruction via several effector mechanisms such as
direct cytotoxic activity and cytokines secretion.' In the case of
cancer vaccines, the stimulation of tumor-specific T-cell response
possesses several theoretical advantages. First, T-cells can home
into antigen-expressing tumor deposits, no matter where they are
located in the body, even in deep tissue beds.'> Moreover, among
immune cells that are relevant in antitumor immune responses,
CD8 cytotoxic T-lymphocytes (CTLs) have been identified as the
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most powerful effectors,® as are Th1 cytokines such as IFNY."" As a
consequence, an efficient cancer vaccine should target class | MHC-
restricted peptides derived from tumor antigens, in order to gen-
erate antitumor CTLs, which will exhibit cytolytic activity towards
tumor cells. Thus, one of the ultimate goals of an efficient cancer
DNA vaccine combined with EGT technology must be the genera-
tion of a strong cellular CD8 immune response against the tumor
antigen encoded by the plasmid of interest.

In muscles, a large number of electrical parameters have been
explored, including the combinations of HV and LV pulses which
have been finely tuned to obtain safe and efficient EGT."#'37% |n
skin, several kinds of electrodes and EP have been explored'? but
the combinations of HV and LV pulses after ID DNA injection have
been analyzed only in a few studies.’®'® To our knowledge, immune
responses against an antigen of interest have only been monitored
by Roos et al.’® Therefore, in the present study, we have investigated
the impact of different EGT parameters after ID administration
of a DNA. First, a generic approach was set up using a luciferase-
encoding plasmid in order to determine the best EGT parameters.
Second, these latter were tested in a CD8 response-monitoring
DNA vaccination model using the INVAC-1 plasmid that encodes a
modified form of the human telomerase reverse transcriptase gene
(hTERT). Telomerase is a well-known tumor antigen overexpressed
in 85% of human cancers and is consequently of great interest for
vaccination purposes against cancer.??'

RESULTS
Gene electrotransfer in the dermis achieves high in vivo transgene
expression and the induction of hTERT-specific CD8 T-cells

C57BL/6J mice were injected intradermally on both flanks with
either pCMV-luc (encoding luciferase) or INVAC-1 (encoding a modi-
fied form of hTERT) plasmids, followed or not by the application of
EP (1 HV pulse of 1,000V/cm and of 100 s followed 1,000 ms later
by 1 LV pulse of 140V/cm and of 400 ms).! Erythema was observed
neither after mice shaving nor during or after the EGT procedure.
Two parameters were measured after EGT according to the plasmid
used: the luciferase expression 48 hours after EGT of pCMV-luc and
the frequency of the IFNy* hTERT-specific CD8 T-cells 14 days after
EGT of INVAC-1. Both the luciferase expression (Figure 1a) and the
frequency of IFNy* hTERT-specific CD8 T-cells (Figure 1b) were signif-
icantly increased when EP were applied directly after ID DNA injec-
tion into the dermis (P < 0.01 and P < 0.05, respectively), in compari-
son with animals which received ID DNA injection without EP. Thus,
electrotransfer is essential to reach significant levels of luciferase
expression after ID injection of pCMV-luc and to induce significant
levels of hTERT-specific CD8 T-cell responses after immunization
with an ID injection of INVAC-1.

Determination of the best electrodes for efficient gene
electrotransfer in the dermis and generation of intense CD8
immune responses

Different types of electrodes can be used for EGT in the skin.? Here,
three different electrodes (plate electrodes, finger electrodes and
needle electrodes) were tested in order to determine which one
was the most suitable for efficient EGT and for the generation of
an intense specific cellularimmune response in mice. Actually, the
EP delivered using invasive needle electrodes or the non-invasive
plate electrodes significantly enhanced luciferase expression in
C57BL/6J mice compared to the animals which received the plas-
mid without EP (P < 0.05 and P < 0.001, respectively) (Figure 2a).
However, there was a better homogeneity in the response for the
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Figure1 Comparison of pCMV-luc gene transfer into the dermis
and INVAC-1-mediated ID vaccination efficiencies with or without
EP using plate electrodes. (a) Representation of bioluminescence
intensities in C57BL/6J mice 2 days after pCMV-luc ID injection
followed or not by EP, n = 5 mice for pCMV-luc ID injection alone,
n =10 (from 5 mice, 2 treatments per mouse) for pCMV-luc ID
injection+EP. (b) Frequency of hTERT-specific IFNy* CD8 T-cells
detected in C57BL/6J mice vaccinated 14 days before with 25 pg of
INVAC-1 followed or not by EP, n = 8 both for INVAC-1 ID injection
alone or n = 6 for INVAC-1 ID injection+EP. Bars represent median
values, *P < 0.05, **P < 0.01, Mann-Whitney-Wilcoxon test.

group of mice in which the gene electrotransfer was performed
with plate electrodes. By contrast, results were not statistically sig-
nificant when invasive finger electrodes were used.

Similar results were obtained in immunogenicity studies in HLA-
B7 mice. The highest median frequency of IFNy* specific CD8 T-cells
was obtained when plate electrodes were used in mice vaccinated
using EGT of INVAC-1 injected via the ID route. This difference was
statistically significant in comparison with control group in which a
phosphate-buffered saline (PBS) injection followed by EP applica-
tion was performed (P < 0.05) (Figure 2b).

In summary, plate electrodes displayed the best ability to electro-
transfer both pCMV-luc to produce luciferase and INVAC-1 to gener-
ate significant levels of hTERT-specific CD8 T-cells.

Localization of luciferase after ID injection followed by gene
electrotransfer

EGT is known to be very efficient in muscles.! In order to make
sure that luciferase was only electrotransferred into the skin after
an ID injection of pCMV-luc, a skin flap was opened in the flank
of C57BL/6J mice at the site of the treatment. The biolumines-
cence for both the skin flap and for the underlying muscles was

© 2014 The American Society of Gene & Cell Therapy
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Figure2 Choice of the best electrodes for pCMV-luc electrotransfer into
the dermis and INVAC-1-mediated ID vaccination. (a) Representation
of bioluminescence intensities 2 days after pPCMV-luc electrotransfer in
C57BL/6J mice using the three types of electrodes, n = 14 mice for pCMV-
luc ID injection alone, n = 8-10 (from four to five mice, two treatments
per mouse) for pPCMV-luc ID injection+EP. (b) Frequency of hTERT-specific
INFy* CD8 T-cells detected in HLA-B7 mice vaccinated intradermally 14
days before with INVAC-1 using the three types of electrodes, n = 3 mice
for PBS immunization control and n = 4-9 mice for INVAC-1-mediated
immunization. Bars represent median values, *P < 0.05, ***P < 0.001,
Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test.
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measured 4 days after EGT performed with the plate electrodes.
We confirmed that the transgene expression occurred only in the
skin and that no expression was detected in the underlying mus-
cles (Figure 3).

Determination of the best HV pulse for efficient gene
electrotransfer in the dermis

The first optimization of the EGT electrical parameters consisted
in determining the most efficient amplitude of the HV pulse (100 us
duration) among the following field amplitudes: 600V/cm; 800V/
cm; 1,000V/cm; 1,200 V/cm; 1,400 V/cm; and 1,600 V/cm. The inten-
sity of the LV pulse (400ms duration) was kept constant at 140V/
c¢m and the lag between HV and LV pulses was set at 1,000 ms. This
evaluation was performed in C57BL/6J mice using the luciferase
reporter gene.

Among the tested amplitudes, C57BL/6J mice electrotransferred
with field amplitudes of 1,200 V/cm; 1,400 V/cm; or 1,600 V/cm pre-
sented the most significant enhancements of luciferase expression
as compared to control mice (P < 0.001) (Figure 4). In particular,
the highest median bioluminescence was obtained in the group
treated with a field amplitude of 1,400 V/cm. There was also a bet-
ter homogeneity in the results for this group as compared to other
groups. However, there was no statistical difference between
luciferase expressions obtained in the 1,200; 1,400; and 1,600V/
cm groups.

Determination of the best HV-LV pulses combination for efficient
gene electrotransfer in the dermis and generation of intense CD8
immune responses

The influence of different HV-LV combinations was evaluated in
C57BL/6J mice by monitoring the luciferase expression and the cel-
lular CD8 immune response after electrotransfer of intradermally
injected pCMV-luc and INVAC-1 plasmid, respectively. Regarding the
HV pulse, 1,000V/cm or 1,400V/cm were chosen to be combined
with various LV pulses. Pulses of 1,000 V/cm are the reference for EGT
following subcutaneous injection of plasmids' whereas 1,400V/cm
was optimal for EGT following ID administration of the plasmid, as
determined previously. Hence, directly after ID injection of pCMV-luc
or INVAC-1, one HV pulse (100 ps duration) of 1,000V/cm or 1,400V/
cm was applied followed by one LV pulse (400 ms duration) of either
60V/cm, 100V/cm, 140V/cm, 180V/cm, or 220V/cm. The ten HV-LV
pulses combinations were referred to as“P1”to “P10” (Table 1).

Figure3 Localization of luciferase expression after ID injection and electrotransfer of pCMV-luc into the dermal layer of C57BL/6J mice using plate
electrodes. Bioluminescence intensities were evaluated in the skin flap and in the underlying muscles 4 days after ID injection of pCMV-luc and EGT,

n =3 mice.

© 2014 The American Society of Gene & Cell Therapy
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Figure 4 Determination of the optimal HV pulse intensity for
intradermally injected pCMV-luc electrotransfer in C57BL/6J mice using
plate electrodes. Bioluminescence intensities were evaluated 2 days
after pCMV-luc electrotransfer performed in C57BL/6J mice. One single
HV pulse of different intensities in combination with one LV pulse of
140V/cm were compared, n = 24 mice for pPCMV-luc ID injection alone, n
=8 (from 4 mice, 2 treatments per mouse) for pPCMV-luc ID injection+EP.
Bars represent median values, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, Kruskal-
Wallis test with Dunn’s multiple comparison test.

Due to technical limitations, the Cliniporator was not able
to deliver constantly 220V/cm during 400 ms. Thus, the results
obtained when P5 and P10 conditions were used did not generate
reliable data and were excluded for data analysis.

The P4, P8, and P9 combinations of HV-LV pulses generated
the highest median bioluminescence intensities (Figure 5a). All of
these three combinations displayed very high statistical differences
when compared to pCMV-luc ID injection without EP (P < 0.001). In
particular, P9 showed the best median bioluminescence intensity,
the highest value for the minimum bioluminescence intensity and
the lowest point dispersion.

P4, P8, and P9 HV-LV pulses combinations were then tested for ID
vaccination with INVAC-1. The hTERT-specific CD8 T-cell responses
of these groups were compared to the P3 combination which was
previously published for EGT following subcutaneous administra-
tion of the DNA." When analyzing the data from the immunogenic-
ity assay, P8 and P9 combinations appeared to be the best ones,
since they enabled the generation of significant frequencies of
IFNY" specific CD8 T-cells in comparison with mice that received
PBS followed by EP application (P < 0.01 and P < 0.001, respectively)
(Figure 5b). Even though the difference between P8 and P9 groups
was not statistically significant, P9 displayed a higher median fre-
quency of hTERT-specific CD8 T-cells.

Given bioluminescence and immunogenicity data analyses, the
best HV-LV pulses combination appeared to be P9, i.e., one HV pulse
(100 ps duration) of 1,400V/cm followed by one LV pulse (400 ms
duration) of 180V/cm, when administering the DNA intradermally
and delivering the EP to the skin with plate electrodes.

The Cliniporator being CE marked for the delivery of a maximum
of 1,000V and because the plate electrodes chosen for the clini-
cal evaluation of INVAC-1 DNA vaccine are separated by a 8-mm
gap, the field amplitude that can be used in clinical trials must not

Molecular Therapy — Methods & Clinical Development (2014) 14045

Table1 Combinations of HV-LV pulses evaluated in
bioluminescence and in ELISpot assays

Electricfields V=60 LV=100 LV=140 LV=180 LV=220
(V/cm)

HV=1,000 P1 P2 P3 P4 P5

HV =1,400 P6 P7 P8 P9 P10

exceed 1,250 V/cm. As a consequence, we compared both the lucif-
erase expression and the frequency of hTERT-specific CD8 T-cells
in mice in which EGT was performed with P9 or with one HV pulse
(100 ps duration) of 1,250V/cm followed by one LV pulse (400 ms
duration) of 180V/cm. This last combination will be further referred
as Pd. No statistically significant difference was observed between
the two groups, in both bioluminescence (Figure 5c) and immune-
monitoring assays (Figure 5d).

Induction of hTERT-specific CD8 T-cell-mediated killing after
INVAC-1-based ID vaccination

We performed an evaluation of the cytolytic strength of the hTERT-
specific CD8 T-cells using carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE)-labeled and peptide-pulsed splenocytes as target cells, as
mentioned in the Materials and Methods section. Indeed, the cyto-
toxic activity of CTL is mandatory to kill tumor cells. In order to finally
validate the EGT Pd parameters that could be used in clinical trials,
we compared the cytotoxic activity of hTERT-specific CD8 T-cells
in C57BL/6J mice immunized through the ID route using INVAC-1
combined with two distinct EGT parameters: one HV pulse of 700V/
cm and of 100 ps followed 1,000ms later by one LV pulse of 100V/
cm and of 400ms (optimal parameters for EGT in muscle,’ further
referred as Pm) or Pd parameters. In the context of a single immuni-
zation with INVAC-1 plasmid, we showed that EGT performed with
Pd was associated with a twofold increase in the lysis of target cells
bearing class | MHC-restricted telomerase peptides (50% of specific
lysis), as compared to EGT performed with Pm (25% of specific lysis)
(Figure 6), even though this difference was not statistically significant
due to high standard deviations. Thus, INVAC-1-mediated ID vaccina-
tion using efficient EGT parameters can generate hTERT-specific CTL.

DISCUSSION

DNA vaccination is an effective approach to generate efficient
immune responses against a defined antigen by transfecting the
gene encoding it directly into target cells.?? Moreover, DNA vaccines
are promising tools for immunotherapy strategies, particularly in
the field of cancer management.”?* EGT using DNA molecules
remains the most efficient and the safest way to deliver a transgene
into tissues.? Thus, it is considered as an interesting alternative to
viral vectors for clinical applications of DNA vaccines.>**?*

In our study, we sought to optimize an in vivo EGT protocol for
efficient telomerase-based DNA immunization into the dermis. In
a first step, we optimized the pCMV-GFP electrotransfer in order to
obtain intense luciferase expression and, in a second time, our aim
was to obtain a high frequency of hTERT-specific CD8 T-cells follow-
ing EP-mediated DNA vaccination with INVAC-1.

Our results support previous ones demonstrating that EGT into
cutaneous tissues increased up to 100-fold the transgene expres-
sion in comparison with DNA injection alone and led to an intense
antigen-specific immune response.'®? Qur electrotransfer protocol

© 2014 The American Society of Gene & Cell Therapy
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Figure5 Choice of the best HV-LV pulses combination for pCMV-luc dermal electrotransfer and INVAC-1-mediated ID vaccination. (a) Bioluminescence
obtained in C57BL/6J mice 2 days after pCMV-luc ID injection upon various HV-LV pulses combinations, n = 30 mice for pCMV-luc ID injection alone
and n =6 (from 3 mice, 2 treatments per mouse) for pPCMV-luc ID injection+EP delivered onto the skin. (b) Frequency of hTERT-specific IFNy* CD8 T-cells
detected in C57BL/6J mice vaccinated 14 days before with INVAC-1 according to various combinations of HV-LV pulses, n = 8 mice for PBS immunization
control and n = 5 mice for INVAC-1-mediated immunization. (c) Comparison of the bioluminescence intensities in C57BL/6J mice in which EGT was
performed 2 days before with P9 or Pd, n = 4 mice for pCMV-luc ID injection alone, n = 8 (from four mice, two treatments per mouse) for pCMV-luc ID
injection+EP. (d) Comparison of the frequency of hTERT-specific IFNy" CD8 T-cells in C57BL/6J mice immunized intradermally 14 days before by using
INVAC-1 combined with P9 or Pd, n = 4 mice for PBS immunization control and n = 6 mice for INVAC-1-mediated immunization. Bars represent median

values. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test.

was optimized by testing several electrotransfer parameters includ-
ing different types of electrodes as well as various combinations of
HV and LV pulses intensities.

We determined that non-invasive plate electrodes generated both
an intense expression of the luciferase gene and a specific cellular
CD8 immune response against telomerase epitopes. This finding was
robust since a similar observation was done in dogs immunized using
a canine TERT-based DNA vaccine (data not shown). Many preclinical
studies used plate electrodes on small rodents for ethical and practi-
cal reasons and very few compared non-invasive and invasive elec-
trodes for EGT efficiency.>'® Indeed, invasive electrodes designed for
human tissues may not be appropriate for small laboratory animals. In
order to ensure that all needles penetrate the skin, the experimenter
must put enough pressure when digging them into the tissues, which
can eventually harm dramatically the animals. Moreover, the use of
invasive electrodes may mechanically damage the target tissue and
very intense electric fields may occur during electric pulse application
at the level of the needles,?”” potentially leading to the death of cells in
contact with or very close to the electrodes. Overall, this may explain

© 2014 The American Society of Gene & Cell Therapy

the low efficiency of invasive electrodes in our study. Moreover, plate
electrodes generate more homogeneous electric field distribution
than invasive electrodes? and may achieve a more robust electroper-
meabilization of target cells. For these reasons, most ongoing clinical
trials using electroporation deal with non-invasive electrodes in order
to minimize patients’ discomfort and safety concerns. Several opti-
mization procedures have been made in order to improve electro-
poration using non-invasive plate electrodes. Some of them include
the use of conductive gel to improve the contact with the skin® or a
particular handling in order for the rows of the plate electrodes to be
largely in contact with the target tissue.>® However, it should be noted
that the use of noninvasive electrodes involves to overcome the insu-
lating properties of the stratum corneum. In that configuration, a
higher electric field should be used with non-invasive electrodes than
with invasive electrodes in order to ensure the permeabilization of
the target cells located underneath the stratum corneum. Aside from
practical and safety issues in favor of the use of non-invasive plate
electrodes, we demonstrated here that these were more efficient
for EGT of luciferase and immunization with INVAC-1 than the two
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Figure6 Evaluation of the hTERT-specific cytotoxicity of CD8 T-cells in
immunized mice as a function of the dermal electrotransfer parameters
used. C57BL/6J mice were intradermally immunized with INVAC-1 using
Pd or Pm parameters. 14 days later, splenocytes from naive mice were
recovered, stained with CFSE, pulsed with p660 peptides and eventually
injected i.v. in immunized mice. 15 hours later, spleens from immunized
mice were recovered and CFSE-labeled splenocytes were quantified
by flow cytometry, n = 8 mice. Bars represent median values, ns for not
statistically significant, Mann-Whitney-Wilcoxon test.

other invasive electrodes, both procedures being performed after
ID injection of the DNA. This finding is supported by in silico electric
field modelization showing that non-invasive electrodes permeabi-
lize very efficiently the surface of tissues (in our case, the skin tissue)
while invasive electrodes are intended to be used for electropora-
tion of deeper tissues.>' Conversely, one study reported that invasive
electrodes were more potent than non-invasive ones to induce gene
expression following EGT in porcine skin.' It should be noted that
this comparison was made using the same HV pulse intensity (i.e.,
1,000V/cm), which may not have been high enough to overcome the
insulating properties of the stratum corneum in the case of the use of
non-invasive electrodes. Moreover, although high transgene expres-
sion is an important factor for mounting intense immune responses,
it is not the only factor. As a demonstration, there was no obvious dif-
ference in our study between plate and needle electrodes in terms
of luciferase expression whereas the contrast was marked in terms of
specific cellular immune response intensity.

Regarding EGT electrical parameters, we tested various HV-LV
combinations. Indeed, although different pulse parameters
are used amongst the different groups working in this field, it is
accepted that the combination of one HV and one LV leads to an
intense transgene expression.*'*'* We determined that an injection
of luciferase gene into the dermis followed by one HV of 1,400 V/cm
and of 100 ps followed by one LV pulse of 180V/cm and of 400 ms
resulted in a higher luciferase production than the other combi-
nations. This result was supported by the ELISpot assay since this
combination led to the highest frequencies of hTERT-specific CD8
T-cells secreting IFNYy. Our group previously showed that optimal
electrotransfer of luciferase into subcutaneous tissues required one
HV of 1,000V/cm and of 100 ps followed by one LV pulse of 140V/
c¢m and of 400 ms.! However, one should take in account that this
latter work was performed with a subcutaneous injection of DNA
(targeting the hypodermis, a fat layer located beneath the skin tis-
sues) whereas the present work was performed with injections into
the dermis. Given that dermis-resident fibroblasts, a population
mostly represented in this layer of the skin, present smaller radius
than adipocytes located in the subcutaneous tissues,® it could be
hypothesized that adipocytes are more easily electropermeabi-
lized than fibroblasts.'* Consequently, it is not surprising that, after
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Figure 7 INVAC-1 plasmid map. Bases 1-3478: NTC8685-eRNA41H-
Hindlll-Xbal vector (NTC); Bases 3479-3484: Hindlll cloning site (NTC/
Invectys); Bases 3485-6967: Ubi-Telomerase transgene (Invectys); Bases
6968-6973: Xbal cloning site (Invectys/NTC); Bases 6974-7120: NTC8685-
eRNA41H-Hindlll-Xbal vector (NTC).

an ID injection, a higher electric field amplitude has to be used to
transfer DNA into the dermis resident cells. Besides, we demon-
strated in this study that plate electrodes were more suitable than
invasive ones when using nonoptimized electrical parameters.
The major concern when using plate electrodes consists in apply-
ing an electric field intense enough to overcome the insulating
barrier represented by the stratum corneum. Here, the optimum
electrical parameters for EGT following ID DNA injection (one HV
pulse of 1,250V/cm followed by one LV pulse of 180V/cm) were
more intense than those used for the determination of the best
electrodes (one HV pulse of 1,000 V/cm followed by one LV pulse of
140V/cm). It is thus expected that these optimum electrical param-
eters would further favor the choice of plate electrodes over inva-
sive ones since the stratum corneum insulating property would be
overcome more efficiently.

These optimal parameters were obtained in mice using non-
invasive plate electrodes spaced 5 mm apart to fit with an ID injec-
tion of a 50 pl volume in mice. For an injection of 100 pl of a plasmid
solution, as intended to be used in humans, the 8-mm-spaced-plate
electrodes must be used. The voltage must be set according to the
distance between the two rows of the electrodes. In that case, the HV
is limited to 1,250 V/cm (instead of 1,400 V/cm) because Cliniporator
settings for human use are limited to 1,000V for safety reasons (CE
mark). The CE mark also covers the 8-mm-spaced-plate electrodes.
Consequently, we compared the optimal parameters that were dis-
cussed previously with the ones of maximum intensity that can be
used while keeping the Cliniporator CE mark (Pd parameters). As a
matter of fact, both parameters were equally efficient in inducing an
intense luciferase expression and the difference in terms of hTERT-
specific CD8 T-cell response was not statistically different between
the two groups.
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Figure8 Electrodes used in this study. (a) Non-invasive plate electrodes.
(b) Invasive needle electrodes. (c) Invasive finger electrodes.

Finally, we showed that immunized mice generated hTERT-
specific CTL endowed with killing capacity towards target cells
bearing class | MHC-restricted hTERT peptides. Moreover, this
cytotoxic activity was strongly dependent on the electric param-
eters used for EGT.

In summary, we demonstrated that our parameters for EGT into
the dermis greatly enhanced the luciferase expression in vivo and
allowed the induction of intense specific CD8 T-cell responses when
using an ID injection of DNA vaccine encoding hTERT as a tumor
antigen. The present study highlights the need to define optimal
EGT parameters to allow a successful immunization when using
DNA vaccination protocols in a defined target tissue. The deter-
mined EGT parameters are being used in regulatory toxicology and
safety studies of INVAC-1-based DNA vaccination and are intended
to be used for its clinical evaluation. A prime/boost strategy will be
investigated in order to mount robust, intense and cytotoxic hTERT-
specific cellular immune responses in cancer patients. Moreover, it
is expected that our EGT parameters could be used for efficient DNA
vaccination using other types of antigens, should they be tumor or
pathogen antigens.

MATERIALS AND METHODS
Mice
HLA-B7 mice are transgenic mice expressing the HLA-B*0702 class | molecule.
They are knock-out for mouse class | H2D® and H2K® molecules. They were
described by Rohrlich et al** and were obtained from the Pasteur Institute
internal breeding. Female C57BL/6J mice (6-8 weeks old) were purchased
from Janvier (Saint-Berthevin, France) or Harlan (Gannat, France) laboratories.
Animals were housed at specific pathogen-free animal facilities of the
Pasteur Institute or of Gustave Roussy. All animal experiments were per-
formed in strict compliance with the ethical guidelines issued by the European
Committee (Directive 2010/63/EU) and animals were handled in strict accor-
dance with good animal practice. The experimental protocols (#2013_0026
and #2012_007) were respectively approved by the registered committees
on ethics in animal experimentation, CETEA-Institut Pasteur and CEEA #26.

Plasmids

pCMV-luc (Plasmid Factory, Bielefeld, Germany) is a double stranded plas-
mid DNA of 6,233 bp encoding the firefly luciferase reporter gene under con-
trol of the cytomegalovirus promoter (pCMV).

INVAC-1 is a double stranded plasmid DNA of 7,120bp encoding a
modified sequence of the telomerase protein fused to the Ubiquitin pro-
tein sequence. The encoded telomerase protein is enzymatically inactive,
due to the deletion of three amino acids inside the catalytic site of hTERT
(delta VDD), but can still induce immune responses against telomerase epi-
topes in vivo. The ubiquitin-telomerase insert is cloned into the NTC8685-
ERNA41H-Hindlll-Xbal expression vector designed by Nature Technology
Corporation (Lincoln, Nebraska). The presence of the ubiquitin increases
the addressing of the TERT protein to the proteasome and increases the
MHC class | presentation pathway of TERT-derived peptides.’*** The DNA
sequence coding for the TERT protein was deleted of 47 amino acids in the
N-terminal region, which encodes the nucleolar localization signal. Figure 7
represents INVAC-1 plasmid map.
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EP generator and electrodes

EGT was performed using the Cliniporator (IGEA, Carpi, Italy) delivering
HV pulses and LV pulses. Voltages were set up according to the distance
between the two rows of the electrodes. Different types of electrodes were
used: (i) non-invasive plate electrodes (P30-8B, IGEA) consisting in two
metallic plates, 1T mm thick and 5mm apart (Figure 8a), (ii) invasive needle
electrodes (N-30-4B, IGEA) consisting in two rows of four long needles, 4 mm
apart (Figure 8b), and (iii) invasive finger electrodes (F-05-OR, IGEA) consist-
ing in two rows of three short needles, 4 mm apart (Figure 8c).

In vivo gene electrotransfer

Prior to the ID injections, mice were anesthetized either with 2% isoflurane/
oxygen mixture gas anesthesia (Abbot, Suresnes, France) or with a mix solu-
tion (intraperitoneal route) of 2% xylazine (Bayer Santé, Loos, France) and
8% ketamine (Merial, Lyon, France) in PBS according to individual animal
weight. After shaving, ID injection was performed on the lower part of the
flank (bilateral injections) with 29 G insulin specific needles. Each animal,
either HLA-B7 or C57BL/6J mouse, was vaccinated with a single dose of DNA,
corresponding to 100 pg (unless otherwise specified) of INVAC-1 plasmid (50
pg in 25 pl PBS per flank). Regarding luciferase electrotransfer, 5 ug in 25 pl
PBS per site were injected (three sites per mouse: two electroporated and
one control non-electroporated).

Immediately after the ID injection, EGT was performed using one HV
pulse (100 ps duration) followed 1,000 ms later by one LV pulse (400 ms dura-
tion). Electrodes were placed in such a way they surrounded the bleb formed
by the plasmid injection and were in contact with it. Both finger or needle
electrodes were pressed for about 5mm into the skin. Large amount of con-
ductive gel (NM Médical, Asniéres-sur-Seine, France) was used for the plate
electrodes in order to improve the contact between the metallic plates and
the skin. Negative controls of vaccination included the application of EP in
mice injected with PBS only and negative controls of gene transfer consisted
in the absence of EP application on mice injected with pCMV-luc.

In vivo bioluminescence imaging and electrotransfer localization

Two days after pCMV-luc electrotransfer, mice were injected intraperitone-
ally with 0.15 mg beetle luciferin (Promega, Lyon, France) per gram of body
mass. Twenty minutes after the injection, animals were anesthetized using
a 2% isoflurane/oxygen mixture gas anesthesia and the luciferase-driven
biochemoluminescent reaction was detected using the /n Vivo Imaging
System IVIS 50 (Xenogen, Waltham, MA). In order to validate the EGT in
the skin, three mice were killed by cervical dislocation 4 days after EGT and
20 minutes after luciferin injection. Then, the electropermeabilized skin area
was removed from the animals. Bioluminescence intensities were assessed
in the skin flap and in the underlying muscles.

HLA-B7 and H2 restricted peptides

hTERT peptides restricted to HLA-B*0702 class | molecules have been previ-
ously described.?** Other peptides were predicted by in-silico epitope pre-
diction in order to bind mouse MHC class I, H2K®, H2D" using four algorithms
available online: Syfpeithi (http://www.syfpeithi.de/), Bimas (http://www-
bimas.cit.nih.gov), NetMHCpan and SMM (http://tools.immuneepitope.org/
main/). All synthetic peptides were purchased lyophilized (>90% purity)
from Proimmune (Oxford, UK). Details of peptides sequence according to B7
or H2 restriction are shown below:
HLA-B7-restricted hTERT peptides:

e HLA-B7: RPSLTGARRL (p351)
e HLA-B7: RPAEEATSL (p277)
e HLA-B7: LPSDFKTIL (p1123)

H2-restricted hTERT peptides:

e H2D®: RPIVNMDYYV (p660).
e H2K": HAQCPYGVL (p429)

For availability reasons, HLA-B7-restricted hTERT peptides were used in
a first assessment in ELISpot assays with transgenic HLA-B7 mice to com-
pare EGT efficiency into the dermis using different types of electrodes. Then,
H2-restricted hTERT peptides were used in ELISpot assays with C57BL/6J
mice to determine the best electrical parameters for EGT into the dermal
layer. The p660 peptide was also used in the in vivo CTL killing assay per-
formed in C57BL/6J mice.
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IFNY ELISpot assay

IFNy cytokine was chosen since it is strongly produced by cytotoxic CD8
T-cells, one of the most efficient antitumor effector cells.® An IFNy ELISpot
kit (Diaclone, Eurobio, Courtaboeuf, France) was used according to the
manufacturer’s instructions with some adjustments. Briefly, 14 days after
ID injection of INVAC-1 and EGT, spleens were recovered and a ficoll-puri-
fied lymphocytes solution was prepared at 2x10° cells/ml in complete
RPMI culture medium (RPMI medium supplemented with 10% heat-inac-
tivated Fetal Calf Serum, 1% sodium-pyruvate, 1% penicillin-streptomycin
and 0,1% B-mercaptoethanol). All the components mentioned above were
purchased from Life technologies (Saint-Aubin, France). Lymphocytes
were incubated in triplicates at 2x10° cells/well in the presence of the
relevant H2 peptides (p660 and p429) or B7 peptides (p351, p277 and
p1123) at 5 pg/ml. Positive controls with 10 pg/ml phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA)-ionomycine and negative controls with serum-free cul-
ture medium were performed. Plates were incubated for 19 hours at 37 °C.
Spots were revealed following the manufacturer’s instructions and were
counted using the Immunospot ELISpot counter and software (Cellular
Technology, Bonn, Germany).

In vivo CTL killing assay

The in vivo CTL killing assay was performed using labeled and peptide-
pulsed syngenic splenocytes as targets.?” Briefly, labeling was performed
using CFSE (Life Technologies) for 15 minutes at room temperature. CFSE"9"
splenocytes (labeled with 5 umol/l CFSE) from naive C57BL/6J mice were
pulsed with class | MHC-restricted p660 peptides at 5 ug/ml during 90 min-
utes and non-pulsed CFSE™ splenocytes (labeled with 0.2 umol/l CFSE)
served as control. A mix containing an equal number of both fractions
(high and low), that represented 6 x 10° total cells, was injected through
the retro-orbital vein into immunized or control mice 14 days following,
respectively, INVAC-1 or PBS injection and EP application. After 15 hours,
single-cell suspensions from spleens were analyzed by flow cytometry
(Myltenyii, Bergisch Gladbach, Germany). The disappearance of peptide-
pulsed cells was determined by comparing the ratio of pulsed (high CFSE
fluorescence intensity) to non-pulsed (low CFSE fluorescence intensity)
populations in INVAC-1-immunized mice versus control non-immunized
mice. The percentage of specific killing per test animal was calculated
according to the following calculation:

[1 — [mean (CFSE"*PBS/CFSE"e"PBS)/(CFSE"*INVAC-1/CFSE""INVAC-1)]]
X 100

“Mean (CFSE°"PBS/CFSE"9"PBS)” represents the mean of the ratios of the
percentages of unpulsed cells stained with 0.2 umol/I CFSE to the percent-
ages of peptide-pulsed cells stained with 5 pmol/I CFSE that were detected
in spleens from control non-immunized mice.

“CFSE"*INVAC-1/CFSE""INVAC-1" represents the ratio of the percentage
of unpulsed cells stained with 0.2 umol/I CFSE to the percentage of peptide-
pulsed cells stained with 5 umol/I CFSE that were detected in spleens from
the considered INVAC-1-immunized mouse.

Statistical analysis and data handling

GraphPad Prism software was used for data handling, analysis and graphic
representations. A Mann-Whitney-Wilcoxon test or a Kruskal-Wallis test
with Dunn’s multiple comparison test was used, depending on the experi-
ment. Significance was set at P < 0.05.
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But:
Démontrer I'immunogénicité, la fonctionnalit¢ et Teffet anti-tumoral induit par une

immunisation INVAC-1 (ID + EGT) in vivo chez la souris.

Méthode :

Dans un premier temps, nous avons évalué in vitro au cours du temps Iexpression et la
stabilit¢ de la protéine codée par le plasmide INVAC-1. Pour des raisons de sécurité, nous
avons Verifié in vitro labsence d’activit¢ catalytique via un test TRAP (Telomeric Repeat
Amplification  Protocol) et TIexclusion nucléaire-nucléolaire de cette protéine par

immunofluorescence.

CONFIDENTIEL
130




Les différents tests pour étudier la réponse immunitaire induite par I'immunisation INVAC-1
impliquent une stimulation spécifique des effecteurs. Nous avons donc utilisé une méthode
prédictive (expliqguée en point IV de la section Outils-Méthodes) afin d’identifier les peptides
dérivés de hTERT restreints a H2 (haplotype b et d) et a HLA-A2 nécessaires a la stimulation

des cellules issues de souris conventionnelles ou transgéniques HLA.

L’induction des réponses LTs CD4 et CDS8 spécifiques de hTERT suite a une immunisation
INVAC-1 dans différentes lignées murines (conventionnelles et transgéniques HLA-B7,
HLA-A2/DR1) a été observée a laide de tests ELISpot (enzyme-linked immunospot)
permettant de détecter la sécrétion d’IFN-y. La polarisation des réponses LTs CD4 a été
évaluée sur les surnageants de lymphocytes stimulés en testant les cytokines sécrétées en
multiplex (CBA). Les études de fonctionnalité servant a déterminer le pouvoir cytotoxique de
la réponse CTLs induite ont été basées sur le principe de lyse in vivo (cibles marquées a la
CFSE, Carboxyfluorescein succinimidyl ester) et chargées en peptides hTERT), sur des
ELISpot GrB et des ELISpot réalisés avec les lymphocytes infiltrant la tumeur (TILS).

Le modele tumoral Sarc-2 (léiomyosarcome murin spontané de souris HLA-A2/DR1) injecté
par voie sous-cutanée a été utilisé pour évaluer Ieffet anti-tumoral thérapeutique induit par
INVAC-1 dans les souris transgéniques HLA-A2/DR1.

Résultats :

Les protéines fusionnées a I'ubiquitine étant démontrées pour une dégradation rapide a travers
la voie du protéasome favorisant la présentation peptidique par les CMH I, nous avons
caractérisé in vitro la protéine codée par INVAC-1. Nous avons observé une forme protéique
majoritaire non-ubiquitinylée et sa dégradation au cours du temps comparée a la protéine
sauvage hTERT. De plus, la suppression du NoLS entraine une localisation cytoplasmique de
la protéine INVAC-1 (immunofluorescence) et la délétion du site catalytique conduit a une

forme mactive de I'enzyme (TRAP).

En utilisant le protocole d’immunisation décrit ci-dessus (100 pg ADN en ID + EGT) et des
peptides hTERT (restreints a chaque CMH ou chevauchants), nous avons démontré
quINVAC-1 induit de significatives réponses CD4 polarisées Thl (sécrétion majoritaire
d’IL-2, TNF et IFN-y) et CDS8 (sécrétion IFN-vy) spécifiques de hTERT. Ces réponses ont
aussi été soulignées par la largeur du répertoire T induit contre de nombreux épitopes
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couvrant la totalt¢ de la protéine. Nous avons aussi montré que Iadministration d’une
seconde immunisation augmente et raccourcit le temps de géneration de ces réponses LTs

specifiques.

Les résultats significatifs de fonctionnalité ont aussi démontré le profil cytotoxique des CD8
(CTLs) spécifiques de hTERT (lyse in vivo et ELISpot GrB) ainsi que leur capacite a migrer
au site tumoral (ELISpot sur les TILs). Les données de I'essai thérapeutique sur le modele

murin Sarc-2 attestent d’un ralentissement de la croissance tumorale suite aux vaccinations

INVAC-1 avec un taux de survie de 50%.

Conclusions:

Les modifications apportées a la séquence protéique conferent a la protéine INVAC-1 une
certaine nnocuit¢ ainsi que la capacit¢ d’étre dégradée par le protéasome a travers
I'ubiquitine et le N-end rule dans le but d’augmenter la présentation antigénique. Nos résultats
démontrent qu’INVAC-1 induit de maniére significative des LTs CD4 Thl et des CTLs
spécifiques avec la capacité a reconnaitre de nombreux épitopes de hTERT. L’ensemble des
données et surtout la capacité des CTLs a migrer au site tumoral, le ralentissement observé de
la croissance tumorale et le taux de survie des animaux porteurs de tumeurs sous [effet

d’INVAC-1, lui permettent aujourd’hui d’étre utilis¢é dans un essai clinique de phase 1.
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Abstract

Human telomerase reverse transcriptase (hTERT) is overexpressed in more than 85% of
human cancers regardless of their cellular origin. As immunological tolerance to hTERT can
be overcome not only spontaneously but also by vaccination, it represents a relevant universal
tumor associated antigen. Indeed, hTERT specific cytotoxic T lymphocyte (CTL) precursors
are present within the peripheral T-cell repertoire. Consequently, hTERT vaccine represents
an attractive candidate for antitumor immunotherapy. Here, an optimized DNA plasmid
encoding an inactivated form of hTERT, named INVAC-1, was designed in order to trigger
cellular immunity against tumors. Intradermal injection of INVAC-1 followed by electrogene
transfer (EGT) in a variety of mouse models elicited broad hTERT specific cellular immune
responses including high CD4 Thl effector and memory CD8 T-cells. Furthermore,
therapeutic INVAC-1 immunization in a HLA-A2 spontaneous and aggressive mouse
sarcoma model slows tumor growth and induce survival rate of 50% of tumor-bearing mice.
These results emphasize that INVAC-1 based immunotherapy represents a relevant cancer

vaccine candidate.

Introduction

Among a wide range of tumor antigens ', human telomerase reverse transcriptase (W"TERT) is
a very attractive and important target for anti-cancer immunotherapeutic approaches. Human
TERT is the rate-limiting catalytic subunit of the telomerase complex, a ribonucleoprotein
enzyme which synthetizes telomeric DNA at chromosome ends . It prevents apoptosis
through the telomere-dependent pathway promoting cell immortality effectively allowing
cells to grow indefinitely. These properties have been described in malignant cell
transformation as some of the hallmarks in cancer genesis °. Human TERT is overexpressed
in the vast majority (80-90%) of cancer cells regardless of their origin,* and is associated with
a poor prognosis.” This overexpression leading to presentation of hTERT peptides at the
surface of tumor cells enables recognition and destruction of these tumor cells by a natural
anti-hTERT immune response. This response has been highlighted in some cancer patients
revealing the natural break of self-tolerance.® Given its widespread expression in tumor cells,
hTERT is considered to be a near universal tumor associated antigen (TAA),7 The crucial role

of hTERT in oncogenesis justifies its use in clinical immunotherapy as a treatment for cancer.
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To date, different clinical approaches have been explored based on MHC class 1 or II
restricted hTERT peptides, autologous antigen-presenting cells (APCs; dendritic cells or B
lymphocytes) loaded with hTERT peptides or transduced with hTERT mRNA.®
Unfortunately, these strategies suffer from some limitations and disadvantages’ and have had
limited clinical impact for most patients’ despite of the induction of specific immune

responses.

DNA vaccines offer numerous advantages such as the flexibility to incorporate easily multiple
genes which encode either full-length or partial tumor antigens and/or immunostimulatory
molecules.'’ In addition, several smart add-on features have been explored such as the use of
strong viral promoters, the engineering of codon-optimized sequences, the addition of
immunoglobulin sequences or the enrichment of CpG motifs in plasmid backbone.'’ On top
of this DNA is safe, stable and easy to manufacture. Despite these traits initial DNA
vaccination studies showed that DNA was generally poorly immunogenic,'” especially when
self-antigens were studied. Recent improvements in ElectroGene Transfer (EGT), or DNA
electroporation, such as the use of a sequence of high volt-low volt pulses have greatly
increased the efficiency of the DNA vaccination." There are now many ongoing clinical trials

using DNA vaccination for cancer immunotherapy or against infectious diseases."*

We report the development of INVAC-1, a DNA plasmid for cancer immunotherapy. It
encodes a modified full-length hTERT protein devoid of telomerase catalytic activity fused to
human ubiquitin. INVAC-1 triggered broad and strong hTERT specific cytotoxic and Thl
immune responses in different mouse strains immunized through the intradermal route (ID)
combined with an optimized EGT protocol. It shows a potent anti-tumor activity against a
spontaneous and aggressive mouse sarcoma. These pharmacological data support the use of

INVAC-1 in human clinical trials for the treatment of various types of cancers.

Results

Expression, subcellular localization and catalytic inactivity of INVAC-1 hTERT protein

INVAC-1 DNA construct encodes a 9 bp deletion coding for 3 critical amino acids (867-869,
Valine-Aspartic Acid-Aspartic Acid or VDD) in the catalytic site. They are highly conserved

across polymerases and mutation of any of these residues resulted in catalytic inactivation.

3
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The nucleolar localization sequence (NoLS) at the N-terminal region (residues 1-47) was
deleted and replaced by a complete 76 residue human ubiquitin (Ubi, MW = 8.4 kDa) moiety.
Ubiquitin-fused proteins enter into a rapid proteasome-dependent degradation pathway
leading to enhanced MHC class I peptides presentation and improved specific immune
responses to a variety of antigens.'® Telomerase expression in HEK293T cells was assessed
by Western blotting (Fig. 1B). INVAC-1 construct expressed two distinct hTERT specific
products, a weak upper product corresponding to the Ubi-hTERT fusion protein at the
predicted size of 127.4 kDa and a major lower product corresponding probably to INVAC-1
hTERT protein lacking the ubiquitin sequence (119 kDa). By contrast, wild-type hTERT
protein was detected at 124.5 kDa as expected. The INVAC-1 hTERT protein signal
disappeared over time indicating that it was rapidly degraded, likely through the
ubiquitin-dependent proteasome pathway, in contrast to wild-type hTERT protein which was

stable out to 96 hours (Fig. 1B).

The impact of the NoLS deletion on the cellular localization was assessed in transfected QT6
cells, which do not express cross-reacting telomerase antigens, the avian and human enzymes
sharing ~50% amino acid homology. INVAC-1 hTERT protein was localized in the
cytoplasm, both at 24 h (Fig. 1C) and 48 h (data not shown), while wild-type hTERT was
mainly detected in the nucleus and nucleolus showing that the deletion of the nucleolar

localization signal drastically altered the subcellular distribution.

In order to confirm the lack of INVAC-1 hTERT activity, a critical requirement for any
human trials, telomerase activity was determined in transfected CrFK cells using at telomeric
repeat amplification protocol (TRAP) assay. Relative telomerase activity (RTA) data showed
that INVAC-1 hTERT protein was completely devoid of any telomerase activity in
comparison to wild-type hTERT control (Fig. 1D). Taken together, these results demonstrate
that INVAC-1 hTERT protein displayed the characteristics and properties expected given the

modifications engineered into the INVAC-1 plasmid construct.

INVAC-1 induces broad and strong hTERT specific T-cell responses

CDS8 T-cells are known to be essential effectors involved in the elimination of tumor cells
while CD4 play a major role in orchestrating the global antitumor response.'” '* To evaluate
whether DNA vaccination with INVAC-1 could trigger specific CD8/CD4 T-cell-mediated
immune responses, C57BL/6 (H2-b) and BALB/c (H2-d) mice and Tg mice (HLA-B7 and

4
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HLA-A2/DR1) were immunized with INVAC-1. Fourteen days after, specific immune
responses in spleen were monitored via an IFN-y ELISpot assay using specific hTERT
peptides. As shown in Figure 2A, INVAC-1 immunized mice generated a significantly higher
hTERT specific CD8 T-cell response than control mice (p<0.01) in all strains. In the same
way, a significant CD4 T-cell response restricted to HLA-DRBI was detected in

HLA-A2/DR1 immunized mice in comparison to control mice (p<0.01).

CD4 T helper 1 (Thl), secreting several cytokines such as IFN-y, TNF and IL-2, are
particularly important for the induction of efficient cell-mediated immunity against tumors.
Consequently, the polarization profile of hTERT specific CD4 T-cells induced in
HLA-A2/DRI after INVAC-1 vaccination was investigated using a cytokine binding assay.
Results showed (Fig. 2B) that significant concentrations of IL-2, TNF and IFN-y,
Thl cytokines, but also IL-6 were detected in supernatants from immunized mice in
comparison with control mice (p<0.05). Thus, INVAC-1 vaccination is able to promote
expansion of hTERT specific CD8 T-cells and specific CD4 T-cells with a predominant Th1
profile.

Prime-boost vaccination enhanced, shortened and broadened hTERT specific responses

Most vaccination protocols are based on a prime-boost regimen in order to improve the
frequency of vaccine specific immune responses. Consequently, the impact of prime-boost
vaccination on the generation of hTERT specific CD8 T-cell response was evaluated in
C57BL/6 immunized 4 times with INVAC-1. The hTERT specific CD8 T-cell response was
monitored in PBMCs over time by an IFNy ELISpot assay using hTERT peptides restricted to
H2-Kb/Db (Fig. 3A). hTERT specific CD8 T-cell responses were observed 14 days
post-priming (mean # spots: 38, p<0.001). The second vaccination (first boost) shortened the
time to generate hTERT specific immune responses (10 days after the boost) although this
response was not higher (mean # spots: 40, p<0.001). Interestingly. this immune response was
lasting over time since it was still detected at D118 (mean # spots: 9) suggesting the
establishment of a memory response. As often observed, following CD8 T-cell activation and
expansion, a contraction phase occurs before the generation of a stable memory population.
To confirm this hypothesis, mice were vaccinated two more times at D123 and D144. As
expected, responses were faster and higher (at D154, mean #spots: 96, p<0.001) confirming

the establishment of a hTERT specific CD8 memory response.
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The breadth of the specific immune response against the INVAC-1 hTERT protein was
studied in a homologous prime-boost approach in HLA-B7 mice immunized with INVAC-1
at DO and D21. At D31, this immune response was analyzed using 13 pools of overlapping
peptides spanning the whole INVAC-1 hTERT sequence by an IFN-y ELISpot assay. As
shown in Figure 3B, INVAC-1 immunization induced a broad repertoire of T-cells against
numerous hTERT epitopes (at least 13 epitopes) as all peptide pools were able to stimulate
T-cells.

Generation of hTERT specific cytotoxic CD8 T cell responses

Having established that the INVAC-1 DNA vaccine was able to induce CD4 and
CD8-mediated immunity, it was essential to establish that CD8 T-cells displayed cytotoxic
activity. To this aim, we focused on granzyme B (GrB), a key mediator of target cell death
secreted by T-cells. The GrB secretion was evaluated using an ELISpot assay in HLA-B7 Tg
mice immunized twice. As shown in Figure 4A, a higher frequency of hTERT specific CD8
T-cells secreting GrB was detected in splenocytes from INVAC-1 immunized mice as
compared to control mice (p<0.01). In a second step. the in vivo cytotoxic activity using
CFSE-labelled and peptide-pulsed splenocytes was evaluated in mice by flow cytometry. To
this end, C57BL/6 mice were immunized twice and the specific killing activity was evaluated
10 days post-vaccination. There was a decrease of high-labelled CFSE cells pulsed with the
immunodominant peptide p660 in INVAC-1 immunized mice as compared to control mice.
There was also a slight decrease of medium-labelled CFSE cells pulsed with the subdominant
peptide pl1034 (Fig. 4B). Approximately 50% of p660 pulsed-cells and 14% of pl1034
pulsed-cells were killed in INVAC-1 immunized mice (Fig. 4C).

CTL infiltration in tumors is of paramount importance for the efficiency of cancer
immunotherapy approaches. Therefore, the infiltration of hTERT specific CD8 T-cells in
tumors was assessed. TC-1 bearing mice were vaccinated at D5 (palpable tumors), sacrificed
at D19 and splenocytes, tumor draining lymph nodes cells and tumor infiltrated lymphocytes
were isolated and assessed with an IFN-y ELISpot assay using H2-Kb/Db restricted peptides.
As shown in Figure 4D, hTERT specific CD8 T-cells were significantly detected in all
samples from INVAC-1 immunized mice as compared to control mice (p<0.01) suggesting
the capacity of these cells to circulate and migrate into the tumor. Hence., INVAC-1
immunization generated hTERT specific CD8 T cells that exhibited in vivo cytotoxic activity

probably through the GrB mediated pathway and which can infiltrate the tumor.
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hTERT specific immune response mediated by INVAC-1 delays tumor growth

To evaluate whether the INVAC-1-mediated immune response can lead to an anti-tumor
effect. mice were implanted with 2 x 10° Sarc-2 cells s.c. on DO. On D7 (palpable tumors),
D14 and D21 mice were immunized with INVAC-1 or left untreated (Fig. 5A). Individual
tumor growth is shown in Figure 5B. INVAC-1 delayed the tumor growth of Sarc-2. At D34,
when the majority of mice were still alive, tumor volumes of mice immunized with INVAC-1
were smaller as compared to untreated mice (p<0.01) (Fig. 5C). INVAC-1 also induced a
higher survival prolongation (Fig. 5D). Four out of eight INVAC-1-immunized mice were
still alive at D41 while all mice in the untreated (NT) group were either dead or euthanized. In
conclusion, vaccination with INVAC-1 delayed tumor growth and improved survival rate of
tumor-bearing HLA-A2/DR1 mice.

Discussion

With improvements in EGT DNA vaccination have emerged over the past few years as a
promising and powerful approach for the treatment of cancer.'’ This approach based on the
presentation of multiple antigens through the MHC class 1 pathway offers numerous
advantages over conventional vaccination methods, e.g. no restriction to a limited number of

MHC molecules and no knowledge of host haplotype is required prior vaccination.’

Human TERT is considered as a near universal tumor antigen for immunotherapy approaches
and thus represents a relevant target for such a therapeutic strategy. Indeed, it has been
demonstrated that hTERT specific T-cell responses can be induced in vitro in HLA-A*0201
patients with prostate cancer as well as in healthy donors suggesting the existence of T-cell
precursors for hTERT which is the fundament for a potential break of the self-tolerance.® In
addition, previous clinical vaccination strategies using the telomerase antigen as target, such
as GV1001 peptide showed induction of a robust hTERT specific immune response in
pancreatic and NSCLC cancer with clinical benefits for responding patients.® Many groups
have demonstrated natural anti-hTERT CTLs and CD4 T-cell responses as Godet et al.*
These findings justified our choice to develop INVAC-1, a hTERT DNA vaccine for cancer

immunotherapy.
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INVAC-1 incorporates a number of safety features. Deletion of the VDD triplet ensured a
catalytically inactive form of the protein that was essential given that hTERT plays a critical
role in tumorigenesis process. The NoLS deletion led to a drastic alteration of its subcellular
distribution. In addition, this modified protein was smartly fused to an ubiquitin sequence
taking into account the so-called N-end rule (destabilizing residue at N-terminal position) to
oriente its degradation through the ubiquitin-dependent proteasome pathway. Protein
expression assay showed that INVAC-1 hTERT became an unstable protein rapidly degraded
by the proteasome in contrast with wild-type hTERT. Proteasome targeting systems as
ubiquitin fusion and N-end rule have been shown to play a key role for efficient proteasomal
degradation, and subsequently for antigen presentation through the MHC class I pathway.”!

Considering these approaches, few studies based on ubiquitin-fused DNA vaccine have

g . 5 g . 7 16
shown a significant improvement of the antigen-specific cellular immune response.

Several studies were carried out to optimize the immunization procedure for INVAC-1
vaccine delivery (data not shown), especially the EGT process.”> DNA vaccination through
the ID route has been shown to be more efficient than other alternative routes of
immunization (intramuscular or subcutaneous).” Indeed, skin is easily accessible, presents a
large surface for vaccination and constitutes a relevant immunogenic tissue due to a rich
network of immunocompetent APCs such as Langerhans cells and dermal DCs.*” To enhance
the immune response elicited by INVAC-1 vaccination, we developed EGT using skin-
specific parameters that going to be used in humans with CLINIPORATOR®2 (IGEA,
Italy)."

Numerous studies have demonstrated that CD4 Thl and CD8 immune responses elicited by
DNA vaccination are crucial to mediate efficient antitumor immune responses.'’ INVAC-1
immunization induced high frequency of hTERT specific CD4 and CD8 T-cells producing
IFN-y in different mouse strains. These results confirmed that hTERT antigen was well
processed in vivo through both endogenous and exogenous pathways allowing peptide epitope
presentation on numerous MHC class I and class II. We have also shown that hTERT specific
CD4 T-cells elicited by INVAC-1 presented a Thl polarization profile. These results are
consistent with other studies demonstrating that the antigen specific CD8 T-cell priming and
expansion require the help of antigen specific CD4 Thl.** Likewise, Antony et al.
demonstrated that the maintenance of antigen specific CD8 T-cells was also dependent on

IL-2-secreting CD4 Thl cells. Furthermore, the secretion of IL-2 supports the establishment

8
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of memory response which has been shown important for improving the frequency of specific
T-cells. ° In this study, we demonstrated that a homologous prime-boost regimen amplified
hTERT specific CD8 T-cells by generating a large number of secondary hTERT specific
responses and by expanding rapidly the existing antigen specific memory T-cells which

encounter the same antigen a second-time round.

The broad response induced by INVAC-1 against numerous hTERT epitopes spanning the
entire protein confirmed the advantage of using the full-length antigen as compared to
individual epitopes used in peptide vaccine development.”® By encoding full-length protein,
the whole MHC diversity among the human population is expected to be covered while tumor
escape mechanisms should be limited. Indeed, during tumor immunoediting, MHC molecules
expression or presentation of tumor antigens decrease on tumor cells leading to the generation

of variants resistant to immune effector cell.”’

In some cases, the lack of a consistent correlation between the magnitude of the

18 indicates that rather

antigen-specific T-cell response and the control of tumor growth '”
than the quantity of specific T-cells it is necessary to generate polyfunctional effector
T-cells." These quality responses depend on their ability to proliferate, migrate, coordinate
the immune responses and carry out effector functions by directly killing tumor cells through
cytotoxic mechanisms or secretion of cytokines.” hTERT specific CD8 T-cells induced by
INVAC-1 have the capacity to secrete GrB and kill target cells in vivo, as well as to produce
IFN-y and TNF (data not shown). These characteristics highlight the quality of hTERT
specific CD8 T-cells induced by INVAC-1. Another important consideration is that effector
T-cells must efficiently migrate to the tumor microenvironment in order to control malignant
progression.29 Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) secreting perforin and Th1/CTL
cytokines with lytic potential have been shown to improve clinical outcomes by inhibiting
tumor growth or tumor recurrence in multiple human cancers.’™ *' In the present study, the
presence of circulating and tumor-infiltrating hTERT specific CD8 T-cells with functional
characteristics were observed. These results showed that these cells are able to reach primary
tumors and probably disseminated metastases. Other investigations such as phenotypic
characteristics or cytotoxic strength need to be further assessed in order to evaluate their
functional status. Indeed, Appay et al. studied tumor-infiltrated lymphocytes on s.c. lesions

obtained from two vaccinated patients. They found that Melan-A-specific CD8 T-cells
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infiltrated in the tumor, although activated, appeared with suboptimal functional capacities

compared with circulating Melan-A-specific CTL.? 2

Therapeutic vaccination with INVAC-1 delayed the tumor growth of aggressive Sarc-2
tumors in HLA-A2/DRI transgenic mice expressing human MHC class I and class II. This
anti-tumor effect may well be due to hTERT polyfunctional T-cells induced by INVAC-1.
Other studies showed that h\TERT DNA vaccines induced similar results against TS/A murine
breast cancer’ or murine lung cancer’® in syngeneic tumor models. Tumors often generate
systemic immunodepressed or tolerogenic states which reduce the efficacy of
immunotherapy.>> FoxP3'CD4" T-cells (Treg), myeloid-derived suppressor cells in Sarc-2
tumors and a down-regulation of MHC I expression by tumor cells were evidenced in
INVAC-1-immunized mice (data not shown). These components of tumor escape mechanisms
could prevent complete tumor responses in the Sarc-2 tumor model. In order to circumvent
these hurdles, combination strategies need to be considered. Numerous studies showing
synergistic anti-tumor effects by combining active immunotherapy with other therapies aimed
at either reducing the bulk of tumors (such as chemotherapy or radiotherapy) or potentiating
the immune response with drugs against immune checkpoint inhibitors (such as anti-CTLA-4
or anti-PD-1 antibodies). For example, Mkrtichyan et al. showed that a peptide-based vaccine
combined with an anti-PD-1 antibody and low-dose of cyclophosphamide induced synergistic
antigen-specific immune responses.” Likewise, in colon cancer patients, co-administration of
a platin-based chemotherapy (oxaliplatin) and a carcinoembryonic antigen peptide pulsed
DCs induced a higher level of immune response in patients receiving chemotherapy as

compared to patients who did not received.”’

In conclusion, the pharmacology results presented in this report showed that treatment with
INVAC-1 induced a reliable and potent anti-tumor immunity in murine models. Additional
data from safety pharmacology, toxicology and biodistribution studies showed that treatment
with INVAC-1 was safe and well tolerated. Taken together, these data were considered
adequate and reliable to support a First-In-Human phase I study by French competent
authorities. The clinical study, evaluating INVAC-1 in patients with advanced cancer, is

currently ongoing in 2 clinical centers (https://clinicaltrials.gov/).
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Materials and methods

INVAC-1 plasmid DNA

INVAC-1 carries a 9 bp deletion that removes three crucial amino resides from the catalytic
site along with deletion of the first 47 residues encoding the nucleolar localization sequence
(NoLS)*® which was replaced by the ubiquitin polypeptide (Ubi; 76 aa) according to the
ubiquitin-fusion approach® (Fig. 1A). The modified hTERT sequence was de novo
synthesized by GeneCust (Luxembourg) and subcloned into the
NTC8685-eRNA41H-HindIII-Xbal vector backbone designed by Nature Technology
Corporation (Lincoln, Nebraska). INVAC-1 plasmid was amplified through an
antibiotic-free selection procedure in NTC4862 E. coli cells *' (DH50 atth::P5/6
6/68-RNA-IN-SacB, catR). GLP and GMP batchs of INVAC-1 were manufactured by

Eurogentec (Belgium) at used at a final concentration of 2 mg/mL.

Cell lines

HEK293T (from the ATCC) and CrFK (Crandell Rees feline kidney) cells were cultured in
RPMI 1640 medium (Gibco®) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum
(FCS) and 1% penicillin/streptomycin. QT6 cells (Japanese quail fibrosarcoma cell line) were
cultured in HAM’s F10 medium (Eurobio, Courtaboeuf, France) supplemented with 10%
FCS, 1% penicillin/streptomycin, 1% chicken serum, 1% L-glutamine and 0.5% tryptose
broth. TC-1 is a murine lung epithelial cell line immortalized with HPV16 E6/E7, and
transformed with the c-Ha-ras oncogene. This cell line was cultured in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FCS. 1% penicillin/streptomycin, 20 mM Hepes, 0.4 mg/mL G418
and 0.2 mg/mL hygromycin B. The Sarc-2 cell line was derived from a spontaneous murine
sarcoma that was histologically characterized as a leiomyosarcoma (malignant mesenchymal
tumor) obtained from HLA-A2/DR1 mice. Sarc-2 cells were cultured in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FCS and 1% penicillin/streptomycin at 37°C.

In vitro characterization of INVAC-1 hTERT protein

To assess protein expression, HEK293T cells were transfected either with INVAC-1, the
empty NTC vector as negative control and a vector expressing wild type hTERT
(pTRIP-CMV-hTERT) as positive control wusing jetPrime transfection reagent
(Polyplus-transfection Inc., France). Cells were harvested from 18 to 96 hours

post-transfection, lysed in a specific RIPA buffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) and
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expression assessed by Western blotting assay. hTERT proteins were detected using a primary
rabbit monoclonal anti-hTERT antibody (Abcam, Cambridge, UK) followed by a secondary
goat anti-rabbit antibody-horseradish peroxidase (HRP) conjugate (Cell Signaling, Danvers,
USA). B-actin protein was used as loading control. Peroxidase activity was detected using a

chemiluminescence ECL HRP substrate reagent kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

For sub-cellular localization, QT6 cells were transfected for 24 hours using Fugene HD
transfection reagent (Promega, Charbonniéres-les-Bains, France). After fixation,
permeabilization and blocking steps, cells were incubated with a rabbit monoclonal
anti-hTERT antibody for 1.5 hours followed by a goat anti-rabbit antibody-Alexa Fluor 488®
conjugate (Life Technologies, Saint-Aubin, France) for 45 minutes at room temperature. After
washes, samples were mounted in DAPI-containing mounting medium (VECTASHIELD®).
Slides were analyzed by fluorescent microscopy (Axio observer Z1 and Axiovision, Carl

Zeiss Microlmaging GmbH).

In vitro telomerase activity was assessed on total cell protein extracts from CrFK cells
transfected 24 h with DNA plasmids using the TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAPLUS
kit according manufacturer’s instructions (Roche Diagnostic GmbH Mannheim, Germany).
Briefly, protein extracts were used to evaluate the telomerase-mediated elongation of
telomeric sequences. Products were amplified by PCR (30 cycles) using biotinylated primers.
PCR amplification products were transferred to streptavidin pre-coated microplate, incubated
with an anti-digoxigenin HRP linked antibody and revealed using TMB substrate. Absorbance
was measured against a blank at 450 nm to determine the level of telomerase activity in each
sample. The relative telomerase activity (RTA) was obtained using the following formula:
RTA= [(AS-AS0)]/AS.IS]/[(ATS8-ATS8.0)/ATSS.IS] x 100

where AS: sample absorbance: ASO: heat-treated sample absorbance: AS.IS: internal standard
sample absorbance; ATSS8: control template absorbance; ATSS8.0: lysis buffer (TS8)
absorbance; ATS8.IS: TS8 IS absorbance.

Immunization procedure
Female 6-week-old C57BL/6JRj and BALB/cJR] mice were purchased from Janvier
laboratories (Saint-Berthevin, France). HLA-B7 and HLA-A2/DR1 transgenic (Tg) mice have

42, 43
d.

been previously describe and provided from the Institut Pasteur animal breeding

facility. All experiments were conducted in strict accordance with the ethical guidelines and
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good animal practices of the European Committee (Directive 2010/63/EU) and were approved
by the registered CETEA of Institut Pasteur committees on ethics in animal experimentation
N°89 under the reference 2013-0026. Mice were immunized by intradermal (ID) injection
with 100 pg in 50 pL (bilateral injection of 25 pL) of INVAC-1 or NTC empty plasmid or
PBS, both as control, at the base of the tail (bilateral injections). Immediately after ID
injection, EGT was performed using CLINIPORATOR® 2 (IGEA, Carpi, Italy); one High
Voltage (HV) pulse (100 ps duration: 1,250 V/cm) followed 1,000 ms later by one Low
Voltage (LV) pulse (400 ms duration; 180 V/cm) were applied with non-invasive plate
electrodes (P-30-8G, IGEA). According to the experiment and vaccine regimen, mice could

receive several administrations of DNA or control.

Synthetic hTERT peptides

H2 and HLA-A*0201 restricted INVAC-1 peptides were determined in silico using four
online algorithms (Syfpeithi, http://www.syfpeithi.de/; Bimas, http://www-bimas.cit.nih.gov/;
NetMHCpan and SMM, http://tools.immuneepitope.org/main/). The HLA-B*0702 and
HLA-DRBI1 restricted hTERT peptides used in this study have been previously
described.******  Synthetic lyophilized (>90% purity) peptides were purchased from
Proimmune (Oxford, UK) or GenScript (Piscataway, USA). The INVAC-1 hTERT peptide
library (>70% purity) used to ascertain the breadth of immune response was purchased from
GenScript. Thirteen pools of peptides spanning the entire INVAC-1 hTERT protein were
used. Each pool was composed of ten peptides of 15-mers overlapping by 11 amino acids. All
peptides were dissolved in sterile water at 2 mg/mL. Details of peptide sequences and MHC

restriction are shown in Table 1 and Table 2.

IFN-y and Granzyme B ELISpot assay

Murine IFN-y and Granzyme B ELISpot kits were purchased from Diaclone (Eurobio,
Courtaboeuf, France) and R&D systems (Bio-Techne, Lille, France) respectively. They were
used with Ficoll-purified lymphocytes from peripheral blood, spleen, tumor or tumor draining
lymph nodes following the manufacturer’s instructions. Briefly, cells were stimulated in
triplicates at 2 x 10° cells/well with pools of restricted hTERT peptides at 5 pg/mL.
Serum-free medium and phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)-ionomycin were used as
negative and positive controls respectively. Spots were counted using the Immunospot

ELISpot counter and software (Cellular Technology Limited, Bonn, Germany).
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Cytokine secretion

Cytometric Bead Arrays Mouse Th1/Th2/Th17 kit (CBA, BD biosciences) was used
following manufacturer instructions for simultaneous detection of seven cytokines (IL-2.
IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-17A, and IL-10). Briefly, splenocytes from HLA-A2/DR1
immunized mice were stimulated with specific HLA-DRBI-restricted hTERT peptides
(UCP2, UCP3 and UCP4) at 5 pg/mL. for 24 h at 37°C. Cell supernatants were collected and
processed. Flow cytometry acquisition was done using the FACScan LSR Fortessa flow
cytometer (BD Biosciences). Quantitative results were generated using the FCAP Array TM

Software version 3.0 (Becton Dickinson).

In vive cytotoxicity assay

The capacity of CD8 cytotoxic T-cells to kill peptide-loaded target cells in vivo was assessed
as described previously.* Briefly, splenocytes from naive C57BL/6 mice were split into three
equal parts and each part was stained with carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
(CFSE) at 5 uM (high concentration), 1 uM (medium) or 0.2 uM (low). Subsequently,
CFSE"¢"Jabeled cells were pulsed with the immunodominant hTERT p660 peptide and
CFSE™ ™™ Jabeled cells were pulsed with the subdominant p1034 hTERT peptide for 1.5
hours whereas CFSE""-labeled cells were left unpulsed. Cells were mixed in a 1:1:1 ratio and
6 x 10° cells were i.v. injected in 50 puL of PBS into control or INVAC-1 immunized mice
10 days after the second immunization. Fifteen hours later, single-cell suspensions from
spleens were analyzed by MACSQUANT® flow cytometer (Miltenyi, Germany). The
percentage of specific killing was determined as follows:

[1 — [mean (%CFSE" " /CFSE!ieh or medivmy - ror/(%CFSE"" /CFSEhigh ormedivmy \ onizep]] X
100.

In vive anti-tumor assessment

For therapeutic vaccination experiments, 8 to 18-week-old HLA-A2/DR1 mice were
subcutaneously engrafted with 2 x 10° Sarc-2 cells on the right abdominal flank. When,
tumors were palpable, animals were randomized and immunized with INVAC-1 at D7, D14
and D21 post-engraftment or left untreated. Twice a week, tumor growth was monitored using
a caliper and mouse weight was individually followed. Mice were euthanized when tumors
reached 2000 mm’. The guidelines for the welfare and use of animals in cancer research were

followed, especially for monitoring of clinical signs necessitating immediate intervention.*’
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Tumor volume was calculated using the following formula: (L*1%)/2 (L=length: 1=width).

. 3
Results are expressed in mm’.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed by a two-tailed Mann Whitney non-parametric test using
GraphPad prims 6.0 software (GraphPad Software Inc, USA). P-values of <0.05 were

considered significant.
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Figure legends

Figure 1. In vitro characterization of INVAC-1 hTERT protein

(A) Schematic maps and alignments of wild-type hTERT and INVAC-1 hTERT proteins.
VDD: deletion in catalytic site at position AAs 867-869. NoLS: Nucleolar Localization
Signal. Ubi: ubiquitin, F/R/G: Amino acids flanking the NoLS to Ubi substitution.
(B) Expression kinetics of wild-type hTERT and INVAC-1 hTERT protein monitored from18
to 96h post-transfection into HEK293T cells. hTERT protein detection was performed using
an anti-hTERT rabbit monoclonal antibody. NTC: Empty vector backbone as negative
control. B-actin protein detection was used as a loading control assessment. (C) Intracellular
localization of wild-type hTERT and INVAC-1 hTERT proteins in transfected QT6 cells
visualized 24h post-transfection with an anti-hTERT rabbit monoclonal antibody and a goat
anti-rabbit secondary antibody-Alexa Fluor 488® conjugate (green fluorescence). NTC:

Empty vector backbone as negative control. NT: Non-transfected cells. The nuclei were
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stained with DAPI (blue). The cells were analyzed for both fluorescence wavelengths
(merged) upon fluorescence microscopy (x63). (D) Neutralization of INVAC-1 telomerase
catalytic activity. Total cell proteins were extracted from wild-type hTERT and INVAC-1
transfected CrFK cells and telomerase activity was assessed by Telomeric Repeat
Amplification Protocol (TRAP) assay. Relative Telomerase Activity (RTA: sample/positive
control ratio) of INVAC-1 compared to wild-type hTERT and non-treated (NT) CrFK cells
are displayed (n=3 for 2.1 pg of total protein samples) using absorbance measurements
values (OD450/690 nm). Mann-Whitney non parametric test against non-treated CrFK cells,
**p<0.01.

Figure 2. INVAC-1 induces hTERT specific T-cell responses in mice

(A) C57BL/6 mice (6 mice per group), BALB/c mice (6-7 mice per group), HLA-B7 mice
(4-6 mice per group) and HLA-A2/DR1 mice (5-6 mice per group) were immunized once.
Fourteen days later. an IFN-y ELISpot assay was performed with splenocytes stimulated with
a pool of hTERT restricted peptides according to mouse MHC. IFN-y hTERT specific CD8 or
CD4 T-cells/200.000 splenocytes are represented as mean + SD. Mann-Whitney non
parametric test against mice control, **p<0.01. (B) HLA-A2/DR1 mice (3-5 mice per group)
were immunized twice (prime-boost) with INVAC-1 (DO and D21). At D31, splenocytes were
Ficoll purified and stimulated with a pool of 3 hTERT specific peptides restricted to
HLA-DRBI. Supernatants from stimulated cells were recovered and tested in a cytokine
binding assay in order to evaluate the concentration of Thl, Th2 and Th17 cytokines secreted
by hTERT specific CD4 T-cells. Cytokine concentrations in pg/mL are represented as mean +

SD. Mann-Whitney non parametric test against mice control, *p<0.05.

Figure 3. Prime-boost vaccination enhanced, shortened and broadened hTERT-specific
T-cell responses

(A) Ten C57BL/6 mice were immunized four times with INVAC-1 (D0, D21, D123 and
D144). Peripheral blood was collected before the first immunization DO, and at D7, D14,
D21, D33, D40, D118, D132, D139, D154, D159 and D166. PBMCs were Ficoll purified and
stimulated with a pool of 4 hTERT specific peptides restricted to the H2-Kb/Db and analyzed
by an IFN-y ELISPOT assay. Black arrows represent days of vaccination. IFN-y hTERT
specific CD8 T-cells/200,000 PBMCs are represented as mean + SD. Mann-Whitney non
parametric test against DO, *p < 0.05. (B) Seven to 13-weeks-old C57BL/6 mice (6 mice per

group) were immunized twice (DO and D21). At D31, splenocytes were Ficoll purified and
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stimulated with 13 pools of hTERT 15-mer overlapping peptides (10 peptides/pool) and
analyzed by an IFN-y ELISPOT assay. IFN-y hTERT specific T-cells /200,000 splenocytes

are represented as mean + SD.

Figure 4. INVAC-1 induces hTERT specific cytotoxic T-cells

(A) HLA-B7 mice (4-6 mice per group), were immunized twice (DO and D21). At D31, an
ELISpot granzyme B (GrB) assay was performed with splenocytes stimulated with a pool of
hTERT HLA-B7 restricted peptides. GrB hTERT specific CD8 T-cells/200,000 splenocytes
are represented as mean = SD. Mann-Whitney non parametric test against mice control,
**p<0.01. (B) C57BL/6 mice (8 mice per group) were immunized twice (DO and D21). At
D31, syngeneic splenocytes, pulsed with individual hTERT peptides restricted to the
H2-Kb/Db (either p660 or pl034) were labeled with CFSE and injected IV to immunized
mice. After 15-18 hours, the disappearance of peptide-pulsed cells in spleens was analyzed by
flow cytometry. (C) Percent of killing was presented as mean + SD. (D) C57BL/6 mice (6
mice per group) were injected s.c. in the right flank with 2 x 10° TC-1 cells. On day 5 (when
tumors are palpable), mice were immunized with INVAC-1 or left untreated (NT). Fourteen
days later, mice were sacrificed and splenocytes. tumor draining lymph nodes and tumor
infiltrated lymphocytes were isolated. An ELISpot IFN-y was performed with H2-Kb/Db
restricted peptides (p429, p660, pl021 and pl034). IFN-y hTERT specific CD8 T-
cells/200,000 cells are represented as mean = SD. Mann-Whitney non parametric test

*#p<0.01.

Figure 5. INVAC-1 induces potent antitumor immunity

(A) HLA-A2/DR1 mice (8-9 mice per group) were injected s.c. in the right flank with
2 x 10° Sarc-2 cells. On days 7 (when tumors are palpable), D14 and D21, mice were
immunized with INVAC-1 or left untreated (NT). Tumor sizes were measured twice a week.
(B) Plots represent tumor volume growth kinetics of individual mice for both groups. (C)
Tumor volumes of individual mice on day 34, when the majority of mice were still alive.
Tumor volumes are represented as mean = SD. Mann-Whitney non parametric test **p<0.01.

(D) Kaplan-Meier plot of overall survival.
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Tables

Table 1. hTERT and INVAC-1 peptides

Peptide Sequence MHC Numbered to Mouse strain
P A TEAOY

- - INVAC-1 C57BL/6
p660 RPIVNMDYV —_
p1021 QTVCTNIYKI
p196 AYQVCGPPL
p414 RYWQMRPL

B g B Vv o ~

p8S3 SYVOCQGI H2-Kd INVAC-1 BALB/c
pl14 TYVPLLGSL
p277* RPAEEATSL
p351* RPSLTGARRL HLA-B*0702 hTERT HLA-B7
p1123% LPSDFKTIL
p181 LLARCALFVL
32(7: y&gggxgg HLA-A*0201 INVAC-1
p959 LLLDTRTLEV HLA-A2/DR1
ucp2? KSVWSKLQSIGIRQH
ucp3?® GTAFVQMPAHGLFPW HLA-DR hTERT
ucp4® SLCYSILKAKNAGMS

Following H2 and HLA-A*0201 restricted INVAC-1 peptides have been predicted in silico;
HLA-B*0702 and HLA-DRBI restricted hTERT peptides were previously described.”” ***
Peptides were used either in ELISpot assay. CBA or in vivo cytotoxicity assay according to
the strains of mouse.
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Table 2. Pools of INVAC-1 hTERT overlapping peptides

Pool INVAC-1 hTERT sequence covered by pool Peptides
P2 LCERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWG pll to p20
P7 ALSGTRHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKHFLYSSGDK p61 to p70
P8 TKHFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETIFLGSRPWMPGTPRR p71 to p8O
P9 SRPWMPGTPRRLPRLPQRYWQMRPLFLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAA p81 to po0
P10 LLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQHSSP p91 to p100
P15 QHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYVVGARTFRREKRAERLTSRV pl4l to p150
P16 EKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVR pl51 to pl60
P17 RAWRTFVLRVRAQDPPPELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNT pl61 to pl70
P21 DMENKLFAGIRRDGLLLRLFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGCVVNLR p201 to p210
P22 VPEYGCVVNLRKTVVNFPVEDEALGGTAFVOMPAHGLFPWCGLLLDTRTLE p211 to p220
P23 CGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTSIRASLTFNRGFKAGRNMRRKLFGVLRLK p221 to p230
P25 RFHACVLQLPFHQQVWKNPTFFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMSLGAKGA p241 to p250
P26 NAGMSLGAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSLRTAQT p251 to p260

Thirteen pools of INVAC-1 hTERT peptides spanning the whole protein were used for the
breadth of immune response and were composed of ten peptides of 15-mers overlapping by
11 AAs.
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2. Vaccins réarrangés dérivés d'INVAC-1 : Scrambled et Inverted

But :
Développer des constructions dérivées d’INVAC-1 hTERT rearrangées dans le but
d’améliorer la présentation antigénique d’épitopes multiples de hTERT et démontrer leur

capacité a induire des réponses cytotoxiques spécifiques de hTERT.

Méthodes :

Les travaux menés sur ces dérivés ont été reéalisés en suivant la méme méthodologie que celle
utilisée pour INVAC-1. La détection des protéines en western blot ou immunofluorescence a
été réalisée en utilisant un anticorps monoclonal murin  anti-V5 (GKPIPNPLLGLDST,
Invitrogen, Carlsbad, USA). Les études d’immunogénicit¢ et de cytotoxicité ont été¢ réalisées
sur le modele murin transgénique HLA-B7 et par consequent avec les peptides hTERT
restreints a HLA-B7. Le protocole de vaccination utilisé pour ces dérivés est identique a celui
employé pour INVAC-1 (100 pg ADN ID + EGT).

Résultats :
Les travaux réalisés et les données obtenues sur les dérivés du vaccin ADN INVAC-1 sont

aussi intégrés au brevet A telomerase encoding DNA vaccine ; PCT/EP2014/073164 (cf.

Annexes) et sont détaillés ci-apres.

2.1. Dégradation des dérivés réarrangés d’'INVAC-1 par la voie du

protéasome

L’expression des protéines Scrambled et Inverted a ét¢ mesurée entre 18 h et 96 h post-
transfection dans les cellules HEK293T en comparaison des protéines hTERT naturelle et
INVAC-1 (Figure 33, haut). Les bandes observées pour la protéine hTERT naturelle et la
protéine INVAC-1 correspondent a leur profil attendu (expression décrite dans Iarticle #2),
respectivement une protéine hTERT non modifiée d’approximativement 124,5 kDa avec une
expression stable et deux formes protéiques pour INVAC-1 (approximativement 127,4 kDa et

119 kDa) dégradées au cours du temps. Les protéines Scrambled and Inverted ont été

CONFIDENTIEL
162




détectées au cours du temps uniquement sous la forme de produits dégradés (taille inférieure a
leur taille approximative attendue 130,2 kDa). En effet, entre 1 a 3 bandes spécifiques sont
obtenues suggerant la dégradation trés rapide des protéines juste aprés leur synthése. De plus,
I'intensit¢ du signal de ces produits dégradés normalisée par rapport a Dintensité de la
B-actine (analyse Image]) souligne la dégradation protéique et/ou la perte d’expression
protéique au cours du temps notamment pour les produits dégradés de Scrambled (Figure 33,
bas).

NT hTERT INVAC-1 _NT _ Scrambled NT __ Inverted
24h 18h 72h 18h 72h 24h 18h 24h 48h 72h 96h 24h18h 24h 48h72h 96h
hTERT — — INVAC-1 —Scrambled attendue — Inverted attendue
— AUb-INVAC-1 = Produit dégradé
Produits dégradés
-_B -actine _B actine -_B -actine

124 1.2+
© —— Scrambled - —e=: Tnverted
c 1.0+ 04
= —— Untreated g = Untreated
< 08 < 08-
= =
o 06+ x 064
= E
o 0.4 ° 0.4
® 02 ® 024
x % x

00 T T T T Lo ol 00 T b4 T T T

18h 24h 48h 72h 96h 18h 24h 48h 72h 96h
Profil de dégradation de Scrambled Profil de dégradation de Inverted

Figure 33 : Expression invitro de protéines hTERT, INVAC-1, Scrambled et Inverted

Les différents plasmides ont été transfectés dans des cellules HEK293T et ’expression protéique a été évaluée
de 18 h & 96 h post-transfection. (Partie haute) hTERT et INVAC-1 ont été utilisés comme controle d’expression
protéique et ont été détectés avec un mAb de lapin anti-hTERT. Les protéines Scrambled et Inverted ont été
détectées avec un mAb de souris anti-\5. Des anticorps secondaires de lapin et de souris couplés a la HRP
(horsheradish peroxidase) et un kit ECL (chimioluminescence) ont été utilisés pour réaliser la détection des
protéines sur films photographiques. La durée de transfection de chaque dépét est indiquée au dessus de chaque
puits. La B-actine a été utilisée comme contréle de charge de chaque puits et a été détectée avec un mAb de
souris anti-B-actine. (Partic basse) Les intensités d’expression des protéines Scrambled et Inverted ont été
normalisées par rapport a 'intensité de la B-actine avec le logiciel Imagel. Des courbes permettant d’obtenir des
valeurs arbitraires correspondant a ’aire sous la courbe ont été générées pour chaque puits apres sélection d es
bandes d’intérét ou des bandes B-actine. Un ratio (densité relative) est calculé en divisant les valeurs pour chaque
échantillon par la valeur de la p-actine du méme puits.

2.2. Profil d’exclusion nucléolaire et inactivité catalytique

Afin de Vérifier que la délétion du NoLS altere la distribution cellulaire de Scarmbled et

Inverted, leur localisation cellulaire a été visualisée 24 h aprés la transfection de cellules QT6
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(cellules de cailles dans lesquelles Panti-hTERT ne reconnait pas la TERT aviaire) en
comparaison de celle de la protéine hTERT (Figure 34). Comme attendu, la protéine hTERT
naturelle est principalement localisée dans le noyau et dans les nucléoles. Similairement au
profil observé précedemment pour INVAC-1, les protéines Scrambled et Inverted sont

distribuées dans le noyau et dans le cytoplasme avec un profil d’exclusion nucléolaire net.

NT hTERT WT INVAC-1

Scrambled Inverted

Figure 34 : Localisation intracellulaire des protéines hTERT, INVAC-1, Scrambled et Inwerted

Les cellules QT6 ont été transfectées pendant 24 h avec les différentes constructions. Les cellules transfectées
avec le plasmide codant le hTERT naturelle et le plasmide INVAC-1 ont été marquées avec un mAb de lapin
anti-hTERT , celles transfectées avec pUTScram et pUTInv ont été marquées avec un mAb de souris anti-V5. La
localisation des protéines est visualisée par microscopie a fluorescence (x63) grace auxanticorps second aires de
chévre anti-lapin ou anti-souris couplés a ’Alexa Fluor 488 (vert). Les noyaux cellulaires sont marqués avec du
DAPI (4'6-diamidino-2-phenylindole, bleu). hTERT et INVAC-1 sont ici un contrdle de localisation. Les
cellules non traitées ont été uniquement marquées avec du DAPI afin d’obtenir un réel signal de fluorescence
négatif pour I’Alexa Fluor 488°.

Dans une démarche similaire, nous avons Vérifié que la délétion VDD au niveau du site
catalytique entrainait une perte de la fonction télomérase des protéines codées par pUTScram
et pUTInv dans des cellules CrFK transfectées en utilisant le test TRAP (telomeric repeat
amplification protocol). La lignée cellulaire CrFK est une lignée immortalisée sans activité
télomérase et n’exprimant pas TARNm de TERT (Yazawa et al., 2003) et est par consequent

une lignée appropriée pour tester des activités télomerases exogenes.

Brievement, le test TRAP est réalisé a partir des extraits protéiques des cellules transfectées.

Une PCR avec des primers biotinilés est réalisée sur les extraits. Les produits PCR obtenus
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sont incubés dans une microplaque pré-coaté a la streptavidine avec un anticorps anti-
digoxigenine conjugé HRP et revélés en utilisant le substrat TMB (tetramethylbenzidine). La

présence d’activité télomérase est déterminée par absorbance 450/690 nm.

Le calcul de Tlactivité¢ télomérase relative basé sur les données d’absorbance obtenues montre
que les protéines indutes par pUTScram et pUTInv présentent un niveau d’activité
télomérase comparable aux cellules non-traitées et confirme que ces deux protéines sont

dénuées de toute activité télomérase (Figure 35).

< 600+ x*
'_
e
> 5007 Figure 35 : Neutralisation de I’activité télomérase de Scrambled et
> Inverted
E 400~ Apreés extraction des protéines cellulaires totales, 'activité télomérase est
® testée en utilisant le test TRAP. Lactivité relative est obtenue avec la
S 300 formule suivante :
o RTA= [(AS-AS0)J/AS,IS)/[(ATS8-ATS8,0)/ATS8,1S] x 100
<_E> 2004 ou AS: absorbance de I’échantillon ; ASO: absorbance de I’échantillon
2 inactivé a la chaleur ; AS,IS: absorbance du standard interne ; ATSS:
© o004 absorbance modele contrdle ; ATS8,0: absorbance du tampon de lyse (TS8);
% ATS8,IS: absorbance IS TS8.
° o Les résultats correspondent a la moyenne + écart-type (SEM) Test T non
x NN apparié avec correction de Welch contre les cellules CrFK non-traités (NT),
> S
<> Q/Q~ Q\z &2 **p<0101.
(\& \,06‘ \(\\\e

2.3. Induction de fortes réponses CD8 hTERT spécifiques

Afn de comparer I'mmunogénicit¢ des constructions pUTScram et pUTInv a celle
d’INVAC-1, des souris HLA-B7 ont été immunisées deux fois avec les differentes
constructions (100 pg ADN ID + EGT) avec un intervalle de 21 jours entre la premiere et la
seconde immunisation (prime-boost). Dix jours aprés la derniere immunisation, un ELISpot
IFN-y a été réalisé sur des lymphocytes purifés (Ficoll) provenant de la rate en utilisant les
peptides hTERT restreints a HLA-B7 (pool de peptide p277, p351 et p1123).

Une différence significative a été observée sur la fréquence des cellules CD8 spécifiques de
hTERT suite a deux immunisations avec INVAC-1, pUTScram et pUTInv en comparaison
des animaux contrbles (n=3-5; Figure 36). Par consequent, les résultats démontrent que les
constructions dérivées réarrangées pUTScram et pUTInv permettent I'induction significative

de réponse LTs CDS8 spécifiques de hTERT aprés deux cycles d’immunisation tout comme
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INVAC-1. En effet, nous avons démontré dans l'article #2, que l'avantage d’une vaccination
prime-boost est d’augmenter spécifiquement les LTs activés (mémoires) lors de la premiere
immunisation et d’élargir la présentation épitopique afin de générer de nouveaux LTs

spécifiques de hTERT impliquant de nouveaux complexes CMH/peptide/TCRs.

500 *

450
400
3507 Figure 36 : Induction de réponses CD8 spécifiques hTERT
synthétisant de I’IFN-y

Aprés deux cycles de vaccination, 2 x 10° splénocytes purifiés
par Ficoll sont stimulés durant 19 h avec des peptides hTERT
restreints HLA-B7 ou du milieu. Les spots sont révélés avec un
anticorps de détection conjugué biotine suivi de la phosphatase
streptavidine, alkaline et de son substrat BCIP/NBT. Les
résultats sont exprimés en moyennezécart-type (n=5) et un seuil
placé a 10 spots a été déterminé volontairement afin de
déterminer le nombre d’animaux répondeurs (ligne en pointillé).
Test non-paramétrique de Mann Whitney ; *p<0.05.
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2.4. Cytotoxité des réponses CD8 spécifiques de hTERT

Comme exposé dans I'introduction, lors de la réponse anti-tumorale naturelle, les CD8 avec
leur activité cytotoxique ont un réle primordial (Vesely et al., 2011). Cette derniere a donc été
évaluée in vivo dans des souris HLA-B7 apres une immunisation (ADN ID + EGT) avec
INVAC-1, pUTScram et pUTInv via un test de lyse utilisant la CFSE et des splénocytes naifs
pulsés comme cible. Les cibles sont marquees avec trois concentrations de CFSE différentes.
La concentration de CFSE la plus haute a été pulsée avec le p351, peptide immuno-dominant
HLA-B7, la concentration intermédiaire a été pulsée avec le p1123, peptide sous-dominant et
la plus faible reste non chargée comme contréle. Un mix de ces cellules est injecté en IV aux
souris précédemment immunisées. Aprés 15 h a 18 h, la disparition des cellules chargées dans
la rate a été analysée par cytométrie de flux et le pourcentage de lyse spécifique a été évalué
en comparant le ratio de cellules chargées/cellules non chargées des souris immunisées et des
souris controles.

Les résultats démontrent que toutes les constructions induisent la génération de réponses

cytotoxiques spécifiques de hTERT apres une immunisation. Comme attendu, la cytotoxicité
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envers le peptide immuno-dominant p351 est élevée contrairement a celle envers le peptide
sous-dominant p1123. Nous avons observé que INVAC-1 et Inverted entrainent une lyse
spécifique des cibles p351 d’environ 32% et que Scrambled conduit a une lyse de 26 %
(Figure 37). Nous avons aussi remarqué une certaine hétérogénéité dans les résultats de lyse
suggeérant que plusieurs immunisations permettraient d’augmenter le nombre de souris

développant une lyse spécifique contre les deux peptides (phénoméne observé dans Iarticle
#2).

En conclusion, les dérivées d’INVAC-1 génerent des réponses CD8 spécifiques de hTERT

avec une activité cytolytique.
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En conclusion, les données obtenues pour les constructions dérivées d’INVAC-1, Scrambled
et Inverted démontrent, similairement a INVAC-1, leur capacité a étre dégradées par le
protéasome, a étre localisées dans le cytoplasme, a étre inactives et a induire des réponses

CD8 cytotoxiques élevées.
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Il. Développement d'immunothérapie basée

sur le vecteur recombinant rougeole

But :

Développement du vecteur recombinant du virus vivant atténué de la rougeole codant
I'antigéne hTERT en tant que stratégie d’immunothérapie ou dans le cadre d’une stratégie de
vaccination hétérologue ADN + vecteur afin d’en augmenter I'immunogénicité. Ces deux

stratégies s’intégrent toutes deux dans un contexte anti-tumoral.

Méthodes :

Le développement de la construction du vecteur MV-TERT est issu d’un travail collaboratif
entre 'équipe du Dr. F. Tangy et INVECTYS. La méthodologie utilisée pour construire le
plasmide pTM-MV-TERT est décrite dans la section Outils-Méthodes. La méthodologie
employée dans les études de caractérisation fonctionnelle in vitro et in vivo du vecteur MV-
TERT est assez similaire a celle employée dans les sections précédentes. Les études
d’immunogénicit¢ et de cytotoxicit¢ ont été réalisées sur les modeles murins transgéniques
IFNAR/CD46 et HHD/IFNAR/CD46 (décrits en section Outils-Méthodes). Les peptides
spécifiques hTERT utilisés sont ainsi restreints au CMH classe | H2-K/Db ou HLA-A2 et au
CMH classe 1l H2-1AD.

L’immunisation avec le vecteur MV-TERT est réalisée en intrapéritonéale (IP) & une dose de
10° TCID50. Pour démontrer I'immunogénicité du vecteur MV-TERT seul, les souris ont recu
une immunisation avec le vecteur MV-TERT éventuellement suivie d’une seconde 28 jours
aprés. Afin d’évaluer la stratégie de vaccmation hétérologue, les souris ont regu une premicre
immunisation avec INVAC-1 (100 yg ADN ID + EGT) suivie 21 jours plus tard d’une
immunisation avec MV-TERT & une dose de 10° TCID50.
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Résultats :

Les travaux réalisés et les données obtenues sur le vecteur MV-TERT font I'objet d’un brevet
commun entre I'Institut Pasteur et INVECTYS, qui est a 'heure actuelle en finalisation. Les
données présentées ci-aprés sont donc soumises a confidentialitt. Ces travaux feront aussi

I'objet d’une publication, une fois le brevet déposé.

2.1. Expressiondutransgéne Ubi-AhTERT-Flu-V5 par le vecteur MV-TERT

Des cellules Vero ont été infectées pendant 48h avec MV-TERT afin de vérifier I'expression
du transgéne Ubi-AhTERT-FIu-V5 (Figure 38). Apres migration et transfert des échantillons,
la partie haute de la membrane (poids moléculaire, PM > 70 kDa) a été incubée avec un mAb
murin anti-V5 (Invitrogen, Carlsbad, USA). La partie du milieu (50 kDa < PM < 70 kDa) a
été hybridee avec un mAb murin anti-N du MV (Abcys, Courtaboeuf, France) et la derniere
partie avec un mAb murin anti-p-actine (Sigma Aldrich SARL, Saint-Quentin Fallavier,

France).

Apres détection des protéines par chimioluminescence, seules les cellules infectées avec le
vecteur recombinant MV-TERT et le vaccin MVSchw expriment la nucléoprotéine (PM
approximatif 57,7 kDa). Contrairement aux cellules MVSchw et comme attendu, les cellules
MV-TERT expriment la protéine de fusion Ubi-AhTERT-FIu-V5 sous deux formes dont une
majoritaire ayant perdu Tubiquitine. Ce phénoméne a précédemment ét¢ démontré pour
INVAC-1 et les dérivés réarranges. En effet, cette protéine de fusion est construite de sorte a
étre orientée vers la voie de dégradation du protéasome afin d’augmenter les réponses

spécifiques contre I'antigéne.

A
&
Figure 38 : Expression du transgéne Ubi-AhTERT-Flu-
—Ubi-AhTERT-Flu-V5 V5
—AhTERT-Flu-V5 Les cellules Vero infectées (MOI=0,1) avec MVSchw,

MV-ERT ou non traitées (NT) sont prélevées 48 h aprés
infection. Les  protéines  Ubiquitin-AhTERT-Flu-V5,
nucleoprotéine N du MV et la B-actine sont détectées en
utilisant respectivement un anti-V5, un anti-nucleoprotéine
(N) et un anti-B actine La protéine N sert de contrdle
d’infection et la B-actine est utilisée comme contrdle de

—B-actine charge.

—Nucleoprotéine
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2.2. Induction de fortes réponses LTs hTERT et MV spécifiques

La capacité du vecteur MV-TERT a induire des réponses cellulaires spécifiques a été évaluée
dans les modeles murins IFNAR/CD46 et HHD/IFNAR/CD46.

Les réponses specifiques anti-MV et anti-hTERT on été étudiées sur des splénocytes purifiés
par Ficoll sept ou quatorze jours aprés immunisation par un ELISpot IFN-y (Figure 39 A et B)
avec le vaccin MVSchw (contréle d’immunisation) et des peptides hTERT restreints H2.
Comme observé sur la Figure 39A, les souris immunisées avec MV-TERT ont généré une
réponse CD8 spécifique de hTERT significativement plus élevée que les souris controles
MVSchw sept ou quatorze jours aprés la derniere immunisation (moyenne # spot MV-TERT
7114 jours : 282,5/127,8 ; moyenne # spot MVSchw 7 /14 jours : 28,5/ 13).

Ces réponses ont aussi été évaluées sur les cellules mononucléées du sang peériphérique
(PBMCs), le niveau d’induction est plus faible mais suit un profil identique (données non
montrées ; moyenne # spot MV-TERT 7 jours: 115 ; moyenne # spot MV-TERT 14 jours :
29). De la méme fagon, des LTs CD4 specifiques de hTERT ont été détectés dans les animaux
immunisés MV-TERT contrairement a ceux vaccinés avec MVSchw (Figure 39B; moyenne
minimale # spots MV-TERT p1082: 35 and moyenne maximale # spots MV-TERT pl137:
118).

Afin d’évaluer I'immunogénicit¢ de MV-TERT dans des souris HHD/IFNAR/CDA46, les
splenocytes purifies des souris immunisées ont eté stimulés in vitro durant une semaine avec
un pool de peptides hTERT restreints a HLA-A*0201 et ont été utilisés dans un ELISpot
IFN-y (Figure 39C). La réponse CD8 spécifigue de hTERT dans les souris immunisées avec
MV-TERT est détectée plus élevée que celle des souris contrbles MVSchw (moyenne # spot
MVTERT :173,8 ; moyenne # spot MVSchw : 87,7).

Pour I'ensemble des expériences, aucune différence significative n’a été observée entre la
réponse spécifique MV induite par la vaccination MVSchw et celle induite par MV-TERT
soulignant que [I'msertion du transgene dans le vecteur recombinant ne perturbe pas

I'immunogénicit¢ démontrée du MV.
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Figure 39 : Induction de CD8 et CD4 spécifiques de hTERT en réponse a une immunisation MV-TERT
A| Evaluation des réponses induites spécifiques de MV et de hTERT (CD8) dans la rate sept ou quatorze jours
post-immunisation dans des souris IFNAR/CD46. B| Evaluation des LTs CD4 induits spécifiques de hTERT sept
jours apres immunisation dans des souris IFNAR/CD46. C| Induction de LTs CD8 spécifiques de hTERT
restreints HLA-A2 apres une semaine de stimulation in vitro sur des splénocytes purifiés sept jours apres
immunisation. Pour I’ensemble des expériences, la stimulation in vitro avec MVSchw représente un controle
d’immunisation. Les LTs spécifiques de MV et de hTERT / 2 x 10° splénocytes pour MV-TERT (barres grises)
et pour MVSchw (barres blanches) sont représentés en moyennetécart-type (n=3-6). Test non paramétrique
Mann-Whitney réalisé contre les souris controles MVSchw, **p<0.01.

2.3. Lavaccination MV-TERT induit des CTLs spécifiques de hTERT

Les CTLs ont ét¢ démontrés comme la population effectrice cruciale et I'une des plus
puissante dans la phase d’élimination du cancer (Vesely et al., 2011). Afin de démontrer que
le vecteur MV-TERT induit in vivo des CTLs spécifiques de hTERT, un test de cytotoxicité a

été réalisée sur le modéle murin IFNAR/CD46 en utilisant comme cellules cibles des

CONFIDENTIEL
171




splénocytes pulsés avec des peptides hTERT et marqués au CFSE avec trois concentrations
differentes. Les cellules cibles présentent soit le peptide hTERT p660 (immuno-dominant)
avec la concentration la plus élevée de CFSE, soit le pl021 (sous-dominant) avec la
concentration intermédiaire ou sont laissées non pulsées et marquées avec la concentration la

plus faible. Ces cibles ont été réinjectées en IV dans les souris immunisées.

L’analyse en cytométrie de flux des splénocytes récupérés 15 a 18 h apres I'injection montre
la diminution des cibles marquées avec les concentrations élevée et intermédiaire de CFSE
(p660 et pl1021) dans les souris MV-TERT en comparaison des souris MVSchw et PBS
(Figure 40A). Aprés calcul du pourcentage de lyse, les CTLs spécifiques de hTERT générés
par les souris immunisées avec MV-TERT détruisent de facon significative ~ 50% des
cellules p660™ et 14% des cellules p1021* (Figure 40B).
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Figure 40 : La vaccination MV-TERT induit des CD8 spécifiques de hTERT cytotoxiques
A| Disparition des cellules cibles pulsées dans la rate 15 & 18h aprés leur injection en IV, visualisée en
cytométrie de flux B| Le pourcentage de lyse spécifique contre p660 (barres noires) et p1021 (barres hachurées)
a eté calculé avec la formule suivante : _
[1— [mean (%CFSE**/CFSE"™" ° ™M) ooy oy e/ (CFSEP™ /CFSE™ ! M)y 1s]] x 100.
Les données sont exprimées en moyennezécart-type (MV-TERT n=6, MVSchw n=4). Test non paramétrique de
Mann-Whitney réalisé contre les souris controles MVSchw, *p<0.05.
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2.4. Non détection d’anticorps anti-hTERT en réponse a MV-TERT

Afin d’évaluer les réponses humorales induites par le vecteur MV-TERT, des souris
IFNAR/CD46 et HHD/IFNAR/CD46 ont ét¢ mmunisées deux fois & un mois d’mntervalle (JO
et J28). Des tests ELISAs (enzyme-linked immunosorbent assay) ont été réalisés sur les sera
collectés avant chaque immunisation (JO et J28) et au moment du sacrifice (J49). La réponse
humorale anti-MV a été détectée pour les deux groupes de vaccination (MV-TERT ou
MVSchw) dans les deux lignées murines. Nous avons aussi observé qu’une immunisation
induit des titres d’anticorps anti-MV trés élevés et quune seconde immunisation augmente ce
titre. Par exemple, le titre d’anticorps anti-MV a J28 chez les souris immunisées
IFNAR/CD46 se situe autour de 8 x 10* et & J49 approximativement & 3 x 10° (Figure 41A).
Cependant, bien que les souris répondent a MV, aucun anticorps anti-hTERT dirigé contre le

long peptide p165-348 n’a été détecté aprés une ou deux immunisations (Figure 41B).
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Figure 41 : Bvaluation de la réponse humorale induite par MV-TERT

Les souris ont été¢ immunisées deux fois @ un mois d’intervalle JO et J28. Les sera ont été collectés avant chaque
immunisation et un mois aprés la derniere. A| Titres d’anticorps anti-MV en fonction du temps. Les titres
d’anticorps anti-MV sont exprimés en moyenne+écart-type (n=3-6). B| La détection des anticorps anti-hTERT a
été réalisée selon une méthode ELISA quantitative validée. Les résultats sont exprimés en ratio moyen (R) +
écart-type ol R = valeur de densité optique/cut off ; cut off = cut off normalisé x moyenne des huits
déterminations des matrices de pool négatif. Les résultats positifs ou négatifs sont obtenus selon les ratios
contrble qualit¢ (QC). IFNAR/CD46: R QC haut=727-7,67; RQCbas=1,46-150; cut-off=0,052.
HHD/IFNAR/CD46: R QC haut=8,30-8,99; R QC bas=1,43-1,44; cut-off = 0,279.
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2.5. Vaccination hétérologue INVAC-1 + MV-TERT

Les stratégies de vaccinations hétérologues ont été decrites pour augmenter I'induction de
réponses immunitaires spécifiques a I'antigéne vaccinal dans différentes maladies telles que
les maladies infectieuses et le cancer (Anderson and Schneider, 2007 ; Lu, 2009). Nous avons
donc évalué TPimpact d’une combinaison INVAC-1 (injection ID + EGT) et vecteur
MV-TERT sur I'induction de la réponse CDS8 spécifique de hTERT. Dans ce but, des souris
IFNAR/CD46 ont été immunisées avec INVAC-1 a JO et boostées vingt-et-un jour plus tard
avec MV-TERT ou MVSchw (controle). La réponse CD8 hTERT spécifique a été monitorée
par ELISpot IFN-y au cours du temps dans le sang (Figure 42A) et dans la rate au moment du
sacrifice de chaque groupe (Figure 42B).

Contrairement a ce que nous observons habituellement avec INVAC-1, aucune réponse CD8
spécifique de hTERT n’a été observée quatorze jours apres I'immunisation ADN dans le sang
(Figure 42A, n=10). Nous avons cependant constaté que le boost MV-TERT induit une forte
réponse CD8 spécifique de hTERT contrairement au groupe boosté avec MVSchw (moyenne
# INVAC-1+MV-TERT spots : 118,5). De la méme maniére, les resultats obtenus dans la rate
reproduisent ces observations, absence de réponse CD8 spécifique de hTERT avec 'ADN et
induction significative d’une réponse spécifique aprés un boost MV-TERT (Figure 42B, mean
# spots: 453.7; n=6). Nous avons comparé ce résultat avec les résultats précédemment obtenus
pour une seule immunisation MV-TERT de sept jours, la combinaison hétérologue INVAC-
1+MV-TERT induit une réponse CD8 spécifique de hTERT deux fois plus haute.

Nous avons aussi évalué les différentes cytokines sécrétées par les LTs induits par la
vaccination hétérologue INVAC-1+MV-TERT dans le but de démontrer leur fonctionnalite.
Des concentrations significatives d’IL-6, d’IFN-y et de TNF ont été détectées pour les CTLs
specifiques de hTERT induits par INVAC-1+MV-TERT (Figure 42C). Ces cytokines sont
caractéristiques des CD8 Tcl décrits pour sécréter de haut niveau d’IFN-y et de TNF ainsi
qu’un faible niveau d’IL-6 (Mosmann et al., 1997). Les LTs CD4 et CD8 spécifiques de MV
induits par la vaccination hétérologue (MVSch ou MV-TERT) sécrétent les mémes cytokines
avec en plus une sécrétion d’IL-2 et d’Il-10 (Figure 42D).

Par conséquent I'ensemble de ces résultats démontre une polarisation mixée Tcl/Th1l/Th2 des

LTs spécifiques induits par la stratégie de vaccination hétérologue.

CONFIDENTIEL
175




Prim e (DNA)

>
ve)

BN pPrime-Boost (DNA+MV)

250 800 ~ 800
—#— ADN+MV-TERT
700 700
@ 200 —6— ADN+MVSchw ® 2 600 i F600
BN S 3 500 - -
o O 150+ S 200 igg <4
= = = o - =
o £ 3004 - N5
o 2 1004 S o s00 1
a ., o g 2004 F200 g
® e a ® o 100
2 S so R L 100 9
— o —_
P < 40 | 50 ~50 g g
z 2 % 40 RS
£ 304 EEN 40 s 2
® © — o =
o x a . 304 30 ° 2
SRTRELE o Lol s 5
o = o w - 20 D
= 10 i *
J 4 c 104 10
0- 0 Lo
o < <
& D & SEPS
O
Q) Q
KN A KN A
C D 90007 — .., .
40007 — ., : ok = L4
3000 =0 |L-4 : 6000 - IL-6
. .
£ 2000 zzza || -6 : Y |L-10
> B |L-10 H oo jL-17
o 1000+ : 3000 " pumm pp
2 g0 HHO o L-17 . x T 400 oz
< el / : = TNF
= 1607 @& TNF : >
S 1404 : 2 350
c : =
@ 120 : °
c : = 300
c H -
o 100 : s
© 80 - H *x <
12 .
@ : S 250
S 60+ : <
v ' o
o . H ©
2 40 : o 2004
. ()
O 204 : c
o—— e S 150 .
IS :
MVSchw MV-TERT o .
100 1
50
. *
i Pt

0 T T f ? T T T T T T T

MVSchw MV-TERT

Figure 42 : Stratégie de vaccination hétérologue INVAC-1+MV-TERT

Al Le sang périphérique a été collecté avant la premiere immunisation JO, puis a J7, J14 et J21 post-prime et 7
jours aprés le boost (J28). Les PBMCs ont été stimulés avec un pool de 4 peptides spécifiques hTERT restreints
H2-K/Db. Les fléeches noires représentent les vaccinations. Les CD8 IFN-y+ spécifiques de hTERT / 2 x 10°
PBMCs sont représentés individuellement pour chaque souris. B| A J28, les lymphocytes purifiés des
splénocytes ont été stimulés avec le vaccin MVSchw ou le pool de 4 peptides H2. Les CD8 spécifiques de
hTERT (axe de gauche) et les LTs spécifiques de MV (axe de droite) / 2 x 10° splénocytes pour le prime avec
INVAC-1 (barres hachurées) et pour le prime-boost INVAC-1+MV-TERT (barres grises) sont représentés en
moyennezécart-type. La stimulation MV a été utilisée comme contréle d’immunisation. Test non paramétrique
de Mann-Whitney entre INVAC-1 seul et INVAC-1+MV-TERT, **p<0,01. C et D| Les lymphocytes purifiés
des splénocytes ont été stimulés avec les conditions précédentes durant 24h. Les surnageants des cellules
stimulées ont été testés par un test de liaison auxcytokines (CBA) afin d’évaluer la concentration des différentes
cytokines sécrétées par (C) les CD8 spécifiques de hTERT et (D) les LTs spécifiques de MV. Les concentrations
de cytokines (pg/mL) sontreprésentées en moyennezécart-type. Test non paramétrique de Mann-Whitney contre
condition contréle MVSchw, *p<0,05 ; **p<0,01.
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DISCUSSION ET

PERSPECTIVES
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Les stratégies de vaccination thérapeutique anti-cancer existantes a ce jour consistent a
stimuler et/ou a renforcer I'mitiation de réponses immunitaires qui cibleront spécifiquement
les cellules tumorales de la tumeur primaire chez les patients (Guo et al, 2013). Selon les
mécanismes immunologiques impliqués par la vaccination, ces vaccins auront aussi pour but
d’induire des réponses mémoires pouvant prévenir d’éventuelles récidives ou métastases
(Pulendran and Ahmed, 2011). La spécificitt de la vaccination thérapeutique repose sur un
des principes de I'immuno-surveillance, la capacité du systeme immunitaire & distinguer les
cellules tumorales des cellules saines par la présentation d’antigénes tumoraux a leur surface
(Boon et al., 1997 ; Nowellino et al., 2005). L’identification de ces antigenes a donc représenté
une eétape décisive dans le développement des immunothérapies spécifiques, permettant de

créer des vaccins thérapeutiques anti-cancer ciblant ces antigenes.

Prés d’un siécle de recherche aura été nécessaire, aprés les essais du Dr. William Coley
(1891) stimulant le systtme immunitaire par des injections de toxines en intratumoral
(McCarthy, 2006), pour que le premier vaccin thérapeutique anti-cancer soit approuvé par la
FDA, le sipuleucel-T (Provenge®; 2010). Ce vaccin basé sur I'administration de DCs
autologues exprimant un antigene de la prostate fusionné avec du GM-CSF posséde
cependant, une efficacitt modeste avec une médiane de survie des patients prolongée de 4,1
mois comparé au groupe placebo et avec une différence de survie évaluée trois ans apres le
traitement de 20% (Cheever and Higano, 2011). Ce type de vaccins, tout comme les vaccins
basés sur les cellules tumorales autologues, nécessitent des procédures complexes de
préparation et présentent Iinconvénient d’étre spécifiques uniquement a certains patients
(Berzofsky et al., 2004).

Les vaccins génétiques tels que les vaccins ADN et les vaccins basés sur des virus
recombinants sont depuis quelques années des stratégies prometteuses pour le traitement du
cancer (Draper and Heeney, 2010 ; Rice et al, 2008). Ces deux types de vaccins, faciles a
produire et a manipuler, sont basées sur la présentation d’épitopes multiples par les CMH de
classe | et Il. Leur avantage commun réside dans leur capacité a exprimer la totalit¢ d’une
protéine permettant ainsi de couvrir toute la diversit¢ des molécules CMH existante chez
homme. De plus, en évitant la restriction du nombre limitt de CMH, ces vaccins ne
nécessitent pas la connaissance des haplotypes des patients avant la vaccination (Berzofsky et
al., 2004).
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Le travail de ce doctorat a consisté au développement et a la mise au point de stratégies
vaccinales, utilisant les approches ADN et virus recombinant, ciblant I’antigéne hTERT

considéré comme un TAA universel.

Pertinence de I’antigéne tumoral hTERT

Parmi le large nombre d’antigénes tumoraux identifiés (Nowvellino et al., 2005), la hTERT est
celle qui rassemble la plupart des critéres de I'antigéne cible tumoral idéal. Ces criteres établis
et décrits par Cheever et al., afin de choisir des antigenes pouvant permettre des résultats
cliniques prometteurs, reposent sur leur fonction thérapeutique, leur immunogénicité, leur role
dans I'oncogenése, leur spécificité, leur expression dans la majorité des cellules cancéreuses y
compris dans les cellules souches cancéreuses, ainsi que leur expression inexistante ou réduite

dans les tissus normaux (Cheever et al., 2009).

La hTERT, sous-unité limitante de la télomérase, posséde un rble important dans le processus
qui contribue a I'immortalisation cellulaire (Low and Tergaonkar, 2013). En effet, il a été
démontré que I'expression ectopique in vitro de hTERT dans plusieurs types de cellules
normales humaines (cellules épithéliales ou fibroblastes) suffit a les immortaliser en étendant
leur durée de vie a travers la stabilisation de la longueur des télomeres (Bodnar et al., 1998 ;
Vaziri et al., 1999). Par ailleurs, il a aussi ét¢ montré que des lignées dépourvues d’activité
télomérase utilisant un mécanisme alternatif de maintien des télomeres (ALT), et exprimant
I'oncoprotéine H-RAS induisent la transformation des cellules normales en cellules malignes
uniquement si hTERT est aussi exprimée (Stewart et al., 2002). La hTERT est donc impliquée
dans le processus oncogénique indépendamment de son activit¢ d’élongation des télomeéres.
En effet, chez la souris, la surexpression conditionnelle de mMTERT dans les glandes
mammaires entraine le développement de néoplasies intra-épithéliales et de carcinomes
invasifs (Artandi et al., 2002) alors que les cellules murines présentent de longs télomeres qui

ne subissent pas de raccourcissement durant le développement tumoral (Broccoli etal., 1996).

La plupart des cellules somatiques n’expriment pas I’ARNm de hTERT, contrairement aux
cellules embryonnaires, aux cellules germinales, aux cellules souches et aux LTs activés.

Néanmoms, I'expression de hTERT dans ces cellules est relativement modérée en
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comparaison des cellules cancéreuses qui la surexpriment indépendamment de leur origine
cellulaire a hauteur de 80-90% (Shay and Bacchetti, 1997).

Différentes ¢études ont démontré qu’une surexpression de hTERT pouvait étre associée a un
mauvais pronostic clinique et a une agressivité tumorale marquée, e.g. dans le cancer du
poumon non-a-petites cellules (NSCLC) (Marchetti et al., 2002 ; Zhu et al, 2006), dans le
cancer du sein (Elkak et al., 2006) et dans les leucémies (Tchirkov et al., 2004). Ainsi, elle est
aujourd’hui aussi utilisée comme un marqueur de diagnostic afin de distinguer les tumeurs
bénines telles que les neurinomes, les adénomes folliculaires ou papillaires, la métaplasie de
Barrett, la gastrite chronique ou le tératome mature ; des tumeurs malignes comme le
glioblastome, adénocarcinomes folliculaires ou papillaires, I’adénocarcinome gastrique ou

encore le cancer cervical (Hiyama and Hiyama, 2003).

De plus, la hTERT est exprimée de maniere héréditaire dans les cellules souches cancéreuses
(CSCs) due a la capacité d’auto-renouvellement présente dans les cellules hématopoiétiques
adultes normales (Morrison et al., 1996). Il a aussi ét¢ montré dans le cadre d’un modéle de
cancer gastrique que Iexpression de hTERT interagissant avec la [-caténine favorise la
transition  épithéliale-mésenchymateuse et lacquisition des caractéristiques  « cellules

souches » par les cellules gastriques (CSCs) (Liu et al., 2013).

Un autre critere essentiel de la hTERT, en tant que TAA universel, est son immunogenicité. Il
a été démontré que des réponses LTs spécifigues de hTERT naturelles pouvaient étre induites
chez des patients atteints d’un cancer de la prostate ou d'un cancer du poumon. Cette réponse
spécifique a aussi ét¢ observée chez des individus sains soulignant Iexistence de LTs

spécifiques de hTERT précurseurs et d’une potentielle cassure de la tolérance (Karanikas et
al., 2010 ; Vonderheide etal., 2001 ; Zanetti etal., 2005).

De plus, de précédents essais cliniques ciblant hTERT et basés sur d’autres approches
vaccinales justifient d’autant plus le choix de cette cible par Invectys. Pour exemple, le
peptide GV1001 combiné & du Temozolomide dans le cadre du mélanome (Kyte et al., 2011)
ou le peptide p540 combiné a du GM-CSF dans le cadre du cancer du sein (Domchek et al.,
2007) induisent tous deux une réponse spécifique contre hTERT chez les patients (78% contre
GV1001 et 68% contre p540) et entrainent une médiane de survie globale largement

améliorée (10,4 ; 30 mois).
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Evaluation de Pefficacité de la vaccination ADN hTERT combinée a une

procédure EGT optimisée

Avant de mettre au point le protocole vaccinal de nos vaccins ADN pour leur utilisation in
vivo, des caractérisations in vitro ont été réalisées afin de vérifier et de valider les différents

verrous de sécurité apportés a INVAC-1 ainsi qu’a pUTScram et pUTInv.

Caractérisation in vitro

La délétion du triplet d’acides aminés VDD (Valine-Acide Aspartique-Acide Aspartique)
assure une forme catalytique inactive pour les trois protéines. En effet, ce triplet hautement
conservé dans la famille des polymérases (Drosopoulos and Prasad, 2007), est responsable de
lactivité catalytique de I’enzyme et par conséquent de son role critique dans le processus de
transformation maligne.

La deuxieme modification concerne la délétion du signal de localisation nucléolaire, NoLS
(minimum 15 premiers acides aminés N-terminaux), lieu ou s’accumule aussi le composant
matrice hTERC et ou la hTERT peut en temps normal exercer son activité catalytique (Yang
et al., 2002). Cette délétion conduit a une altération drastique de sa distribution cellulaire. En
effet, la séquence de localisation nucléaire (NLS) bipartite (R222-R240) de hTERT n’ayant
pas été délétée (Chung et al, 2012), les protéines catalytiquement inactives INVAC-1,
Scrambled et Inverted sont distribuées entre le noyau et le cytoplasme avec un profil

d’exclusion nuclkolaire trés marqué en comparaison de la protéine hTERT sauvage.

De plus, ces protéines modifices ont ¢été fusionnées avec I'ubiquitine afin de les orienter vers
la voie de dégradation dépendante du protéasome. Les résultats d’expression protéique
démontrent qu’INVAC-1, en accord avec la N-end rule, devient une protéine instable
rapidement dégradée en comparaison de la protéine hTERT naturelle. Cette stratégie est reliée
a la nature et a I'exposition de I'acide aminé N-terminal situé a la jonction de la fusion
ubiquitine-protéine constituant un signal spécifique de dégradation (N-degrons) (Tasaki et al.,
2012). De nombreuses études ont montré une dégradation plus efficace des protéines
fusionnées présentant un acide aminé déstabilisant, tel que des residus charges positivement
(Arg, Lys and His: type 1) ou des résidus hydrophobes (Phe, Trp, Tyr, Leu and lle: type 2) par
rapport a une protéine presentant un acide aminé stabilisant (Val) (Andersson and Barry, 2004
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; Bachmair etal., 1986 ; Cadima-Couto et al., 2009).

Contrairement & INVAC-1, les protéines Scrambled et Inverted ne présentent pas d’acides
aminés déstabilisants (Asn et Cys) et sont exprimées faiblement sous la forme de produits
déja dégradés. Ces deux protéines peuvent étre efficacement dégradées par le protéasome et
constituent une source efficace de peptide due a leur mauvais repliement (Howarth and
Elliott, 2004 ; Schubert et al., 2000).

Par conséquent, toutes ces stratégies pour cibler le protéasome ont démontré un role dans la
dégradation protéique et subséquemment dans la présentation antigénique a travers la voie des
CMH de classe | (Andersson and Barry, 2004).

Procédure EGT

La vaccination avec ces constructions ADN in vivo a pour but d’induire des réponses
immunitaires efficaces spécifiques de hTERT grace a la transfection et surtout a I'expression
des plasmides codant I'antigéne directement dans les cellules cibles (Fioretti et al., 2010).
Bien que les vaccins ADN aient prouvé leur efficacité dans les modeles précliniques animaux,
les données obtenues a ce jour chez 'Homme ne sont pas aussi efficaces qu’attendues. Ces
¢tudes suggerent que la méthode de délivrance classique de I'ADN nu induit une

immunogénicité sous-optimale chez les patients (Donnelly et al., 2005 ; Lowe et al., 2007).

L’EGT permet d’augmenter I'immunogénicit¢ des vaccins ADN par I'amélioration de leur
transfert dans les cellules cibles favorisant la prise en charge antigénique et amsi Ieflicacité
de la vaccination (Gothelf and Gehl, 2012 ; Kutzler and Weiner, 2008 ; Saade and Petrovsky,
2012). De plus, de précédents résultats avec des parametres d’EGT non optimisés ont
démontré qu’une vaccination ADN par la voie ID induit des réponses immunitaires CD4 et
CD8 specifiques de hTERT plus éelevées que celles induites par la voie IM ou SC. En effet, la
peau est un tissu immunogene pertinent de par son riche réseau de cellules
immuno-compétentes dont les LCs et les dDCs (Combadiere and Liard, 2011 ; Nicolas and
Guy, 2008).

Une procédure d’EGT avec des parametres électriques optimisés a ainsi ét€ mise au point en

collaboration avec I'équipe du Pr. L. M. Mir pour I'injection intradermique de nos vaccins
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ADN. En effet, les parametres électriques optimaux pour 'EGT peuvent étre trés différents
d’un tissu a un autre (Andre et al., 2008). Afin de visualiser I'efficacité¢ de transfection induite
par les différentes combinaisons d’EGT testées, des quantifications de bioluminescence aprés
mjection d’un plasmide codant la luciférase ont été réalisées (équipe du Pr. L. M. Mrr).
Néanmoins, I'aspect primordial a évaluer pour I'optimisation de cette procédure reste tout de
méme D'induction des réponses immunitaires cellulaires suite a une immunisation avec
INVAC-1. En effet, 'induction des réponses CTLs et CD4 Thl est cruciale pour I'immunité
anti-tumorale (Mittal etal., 2014 ; Rice etal., 2008 ; Vesely etal., 2011).

Il a ainsi été démontré que les électrodes non-invasives utilisées avec des paramétres EGT
adaptés au tissu sous-cutané (Andre et al., 2008) étaient plus efficaces a induire des réponses
CD8 spécifiqgues, en comparaison des électrodes invasives. De plus, les électrodes
non-invasives entrainent moins d’inconfort et de douleur que les électrodes invasives a cause
de la pénétration des aiguilles dans la peau (Peachman et al., 2003). Il a ensuite fallu
déterminer des paramétres électriques appropriés a un EGT dans le derme avec une électrode
non-ivasive. Une réponse immunitaire efficace ainsi qu’une expression optimale de la
luciférase ont été obtenues avec une combinaison d’impulsion HV de 1400 V/cm pendant 100
s (perméabilisation de la membrane plasmique) suivie par une impulsion LV de 180 V/cm
pendant 400 ms (mouvement électrophorétique de ’ADN). Cependant, le marquage CE du
Cliniporator® impose une limite 2 1000 V pour des raisons de sécurité, impliquant I'utilisation
d’une mpulsion HV de 1250 V/em au leu de 1400 V/cm qui n’a cependant pas eu de

conséquence sur I'induction de la réponse immune.

Les résultats obtenus dans le cadre de la mise au point des parametres EGT optimaux pour le
derme, utilisables a la fois en préclinique et en clinique, doivent absolument tenir compte des
cellules ciblées (le champ électrique EGT est inversement proportionnel au diametre
cellulaire) et ne doivent surtout pas négliger que la peau de souris et la peau humaine
présentent des similarités mais aussi des différences (Pasparakis et al., 2014).

En effet, I'épiderme et le derme humain sont plus épais que ceux de la souris. L’épiderme
humain est caractérisé par la présence de nombreuses couches de kératinocytes (10-12), de
crétes épidermiques et des follicules pileux. L’épiderme de souris se caractérise, quant a lui,
par de faibles couches de keratinocytes (2-3) et de tres nombreux follicules pileux.

Les cellules immunitaires prédominantes de I’épiderme sont les LCs et les LTs CD8 chez

I’'Homme, et chez la souris, s’ajoute a ces deux populations une population de LTS vd
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épidermiques Vy5* (DETCs, Dendritic epidermal T cells). Néanmoins, bien que le derme
humain et le derme de souris soient constitués des mémes populations cellulaires,
macrophages, mastocytes, LTs, ILCs et de dDCs, elles peuvent présentées des fonctionnalités
differentes (Pasparakis et al., 2014).

Evaluation du vaccin ADN INVAC-1 in vivo

Avec cette procédure optimisée, I'immunisation avec INVAC-1 (100 pg en ID) induit des
réponses CD4 polarisees Thl spécifigues de hTERT avec sécrétion de cytokine Thl
(majoritaire d’IL-2, TNF et IFN-y) et de fortes réponses CTLs spécifiques de hTERT avec
sécrétion d’IFN-y, de GrB et de TNF (données non montrées pour le TNF) dans différentes

lignées de souris. Ces réponses sont observables 14 jours apres une immunisation.

Ces résultats confirment tout d’abord I'implication des mécanismes de présentation croisée en
accord avec la voie d’injection choisic (Radcliffe et al, 2006). Ces derniers permettent a
I'antigéne hTERT mntracellulaire d’étre dégradé par la voie du protéasome (voie endogene) et
par les phagolysosomes (voie exogeéne) et d’étre apprété par les CMH de classe | et II,
induisant ainsi les réponses immunitaires CD4 et CD8 spécifiques de hTERT (Guermonprez
et al., 2003 ; Shedlock and Weiner, 2000). De plus, d’aprés un fait largement établi, les LTs
CD4 Thl ont un r6le primordial dans la réponse anti-tumorale en augmentant I'activation et
I'expansion clonale des CTLs (Kennedy and Celis, 2008).

En effet, il est démontré que contrairement & une injection par gene gun, I'induction des CTLs
par immunisation ID requiert I'aide des LTs CD4 Thl. Elle implique I'interaction CD40-
CD40L (DC-CD4; licensing) qui augmente I’expression des molécules de co-stimulation
CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2) sur les DCs et favorise une activation optimale (Chan et al.,
2001 ; Thaiss et al., 2011). Différentes équipes ont aussi démontré que I'IL-2 sécrétée par les
LTs CD4 Thl favorise la génération et le maintien d’une réponse CTL primaire efficace,
favorise lexpression de GrB et supporte aussi I'établissement de la réponse CTL mémoire

(Antony et al., 2005 ; Bos and Sherman, 2010).

La plupart des protocoles d’immunisations thérapeutiques anti-cancer sont basés sur un
schéema de vaccinations multiples (booster) dans le but d’augmenter la fréquence des réponses
immunes spécifiques du vaccin et d’étendre le pool de cellules mémoires qui s’est constitué

lors de la premiére injection (Church et al., 2011). Dans cette étude, nous avons démontré que
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deux cycles d’injection (prime-boost homologue) raccourcissent la durée de mise en place de
la réponse immunitaire (10 jours apres la seconde injection). Ces injections génerent de
nombreux LTs spécifigues (CD4 et CTLs) de hTERT secondaires ciblant de nouveaux
épitopes et/ou augmentent rapidement les LTs mémoires spécifiques de hTERT induits lors de

la premiére injection.

L’ampleur de la réponse contre hTERT évaluée avec une (données non montrées) ou avec
deux immunisations (& 21 jours d’intervalle) corrobore la génération de réponses spécifiques
secondaires. Elle confirme aussi lavantage des vaccins génétiques a pouvoir encoder
Iantigéne tumoral entier (Berzofsky et al, 2004), comparé aux vaccins peptidiques
actuellement en essais (Kotsakis et al., 2014 ; Parkhurst et al., 2004). Cet aspect des vaccins
génétiques représente aussi un avantage pour contourner le mécanisme d’immuno-sélection
mis en place par la tumeur qui génere des variants résistants aux cellules immunitaires
(Campoli and Ferrone, 2008 ; Leone et al., 2013).

La génération de CTLs spécifiques d’un antigéne, bien qu’ils soient polyfonctionnels, ne
correle pas toujours avec un effet anti-tumoral efficace. Par exemple, dans le cadre du
mélanome, aucune réponse clinique n’a été observée chez des patients vaccinés avec un
plasmide encodant des peptides Melan-A/MART-1 et tyrosinase, bien qu’ils présentent une
réponse immunitaire spécifigue Melan-A/MART-1 (Weber et al, 2008). Dans le cadre du
cancer métastatique de la prostate, aucune réponse clinique n’a été¢ relevée sur le niveau de
PSA chez des patients vaccinés avec un vaccin basé sur des DCs transfectées avec ’ARNm
d’une protéine chimérique LAMP-hTERT, alors que 95% des patients développent des
réponses CD4 et CD8 spécifiques de hTERT (Su et al., 2005).

Néanmoins, un aspect crucial de la réponse anti-tumorale induite par une vaccination est la
capacité des effecteurs, indépendamment de leur quantité, a migrer au site tumoral. Cette
migration est essentielle afin de détruire les cellules tumorales & travers leurs mécanismes de
cytotoxicité et pour contréler la progression tumorale (Fisher et al., 2006 ; Palucka et al.,
2011). Des CTLs spécifiques de hTERT induits par la vaccination INVAC-1 ont été retrouvés
dans les infiltrats tumoraux (TILS) suggérant cette capacité a atteindre une tumeur primaire.
En effet, INVAC-1 induit un ralentissement de la pousse tumorale du léiomyosarcome murin
Sarc-2 dans des souris HLA-A2/DR1 avec un taux de survie de 50% en comparaison du

groupe non-traité.
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L’ensemble de ces données permet aujourd’hui I'évaluation d’INVAC-1 dans un essai
clinigue de phase | multicentrique. Cet essai, débuté mi-Novembre 2014, inclut 18 patients
immunocompétents qui seront traités pour des tumeurs solides de stades avancés afin
d’évaluer la toxicit¢é du vaccin chez 'Homme tout en espérant aussi améliorer la condition de
vie des patients. Si les résultats s’avérent concluants, une phase II sera entamée et les futures

indications thérapeutiques seront déterminees.

Bien que Tessai clinique implique INVAC-1 en monothérapie, il est cependant bien établi, a
I’heure actuelle, que le microenvironnement tumoral immunosuppresseur (MDSCs et Tregs)
peut diminuer ou inhiber les fonctions des CTLs et impacter les bénéfices cliniques de la
vaccination (Kim et al., 2007 ; Ménétrier-Caux et al., 2009 ; Mittal et al., 2014). Etant donné,
la diversité des thérapies anti-cancer engageant I'immunité innée et adaptative, il est
auyjourd’hui classique d’utiliser une approche thérapeutique combinatoire afin d’améliorer

Iefficacité¢ des vaccins (Guo et al., 2013).

Ces approches incluent [Iutilisation des thérapies ciblées afin de bloquer les voies du
processus d’oncogenese ou d’induire des mécanismes d’ADCC, e.g. le trastuzumab combiné
a une vaccination spécifiqjue HER-2/neu dans le cancer du sein induisant de hautes et larges
(epitope spreading) réponses immunitaires spécifiques chez les patients traités (Disis et al.,
2009). 1l est également possible d’administrer en supplément des anticorps ciblant les
molécules de co-stimulation inhibitrices (immune checkpoint inhibitors, ICIs) présentes sur
les LTs, les DCs, avec l'anti-CTLA-4 ou lanti-PD-1, ou les cellules tumorales, avec I’anti-
PD-L1. Elles font partie des approches que nous évaluons a I’heure actuelle pour INVAC-1.
Par exemple, [lipilimumab (anti-CTLA-4) administré aprés le vaccin GVAX (cellules
tumorales autologues modifices pour sécréter du GM-CSF) génére une immunité anti-
tumorale significative chez les patients traités atteints de mélanome métastatique (Hodi et al.,
2008).

Une combinaison immunothérapie active, thérapies ciblées et mAbs ICIs pourrait aussi
S’avérer trés prometteuse. En effet, une combinaison anti-PD-L1 et ibrutinib a été démontrée
en préclinique pour son aspect synergique a supprimer la croissance tumorale dans le cadre de
lymphomes et serait applicable a d’autres tumeurs hématologiques amnsi qu’a des tumeurs
solides. Cette synergie a amplifié la réponse immunitaire préexistante et a modifié la balance
Th1/Th2 en mhibant I'enzyme essenticlle des Th2 (Sagiv-Barfi et al., 2015).
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La combinaison des vaccins anti-cancer avec des traitements conventionnels (radiation,
chimiothérapie) a aussi un effet synergique en reduisant les masses tumorales volumineuses et
en rendant la tumeur plus sensible a Tlattaque des CTLs spécifiques (Guo et al., 2013 ;
Palucka et al, 2011). Une combinaison de faibles doses de cyclophosphamide (immuno-
modulateur) et de doxorubicine (chimiothérapie) augmente Iefficacit¢ d’un vaccin basé sur
des cellules tumorales sécrétant du GM-CSF a la fois dans les études précliniques et cliniques

probablement par la diminution des Tregs (Emens et al., 2009).

L’autre approche combinatoire pouvant étre utilisée notamment pour les vaccins ADN, afin
d’améliorer leur immunogénicité et leur efficacité anti-tumorale, réside dans les stratégies de
prime-boost. Cette stratégie consiste a injecter lors du boost, un vaccin lui aussi ADN mais
codant la protéine d’intérét modifi¢e et réarrangée (cas de Scrambled et Inverted) ou d’utiliser
des virus recombinants qui sont decrits pour étre plus immunogénes (vecteur viral

recombinant rougeole) (Shedlock and Weiner, 2000).

Evaluation des vaccins ADN réarranges pUTScram et pUTInv in vivo

Les constructions réarrangées pUTScram et pUTInv développées parallelement a INVAC-1
ont pour but de favoriser la présentation d’épitopes qui pourraient étre différents de ceux
induits par la vaccination INVAC-1 (Howarth and Elliott, 2004). Ces deux constructions
induisent des fréquences de LTs CD8 spécifiques de hTERT équivalentes a celles obtenues
avec INVAC-1 apres deux immunisations. Les LTs CD8 spécifiqgues induits par la
vaccination pUTScram et pUTInv ont été démontrés cytotoxiques in vivo envers des cellules
cibles présentant le peptide hTERT restreint HLA-B7 prédit pour étre immuno-dominant sur
hTERT et INVAC-1 (Adotevi et al., 2006). Comme démontré précédemment, il pourrait étre
envisagé ici, que des cycles multiples d’injection pourraient permettre d’augmenter le nombre

d’animaux développant une lyse spécifique contre les deux peptides (Church et al., 2011).

Néanmoins, les peptides utilisés pour detecter les réponses spécifiques induites par Scrambled
et Inverted sont ceux utilisés pour détecter les réponses induites par INVAC-1. D’aprés des
predictions in silico, ces peptides ne seraient pas les plus adaptés pour évaluer les reponses
induites par ces constructions réarrangées. En effet, il est décrit que Iefficacité du processus
de dégradation et de présentation antigénique est étroitement liée a la structure
tridimensionnelle des protéines, et en particulier dans le cas de protéines potentiellement mal

repliées (Ostankovitch et al., 2005). Seule une expérience sur la largeur de la réponse, comme

CONFIDENTIEL
189




celle réalisée dans le cadre d’INVAC-1 sur des souris HLA-B7, permettrait de demontrer que
Scrambled et Inverted induisent la présentation d’épitopes différents de ceux induits par
INVAC-1. Elle démontrerait aussi I'avantage du prime-boost INVAC-1/constructions

réarrangées dans un contexte d’immuno-sélection tumorale.

Un autre aspect plus ou moins avantageux de ces constructions, est qu’elles ne codent plus
pour la hTERT, impliquant un verrou de sécurité supplémentaire. Ce genre de modifications

a, par exemple, ét¢ réalis¢ dans le cadre du développement d’un vaccin HPV en réarrangeant

I'oncogene E7 (Osen et al.,, 2001).

Evaluation de Pefficacité du vecteur recombinant MV-TERT

Les vecteurs viraux peuvent étre utilisés en tant que stratégie de vaccination a part entiére et
aussi en tant que stratégie combinatoire notamment avec les vaccins ADN en prime-boost
hétérologue (Draper and Heeney, 2010 ; Shedlock and Weiner, 2000). Le vaccin vivant
atténué¢ de la rougeole, utilisé pour vacciner des milions d’enfants, est décrit pour induire de
fortes réponses anticorps et des LTs spécifiqgues du MV aprés une ou deux injections avec une
persistance de plus de 30 ans (Brandler and Tangy, 2008 ; Okada et al., 2001). A partir de ce
vaccin et en utilisant un procédé de génétique inverse, un vecteur permettant d’insérer des

transgénes d’intérét a été créé (Combredet et al., 2003).

La collaboration entre I’équipe du Dr. F. Tangy et Invectys a résult¢ en la création du vecteur
MV-TERT recombinant le transgéne Ubi-AhTERT-Flu-V5. Comme attendu, le profil
d’expression de la protéine Ubi-AhTERT-Flu-V5 codée par le vecteur est similaire a celui de
la protéine INVAC-1. En effet, la protéine Ubi-AhTERT-Flu-V5 étant construite de la méme
maniére que la protéine INVAC-1, elle suit aussi la N-end rule et est orientée vers le
protéasome grace a la fusion ubiquitine (Bachmair et al, 1986 ; Tasaki et al, 2012 ;
Varshavsky, 1996).

Tout comme I'ADN, le vecteur MV-TERT permet de délivrer lantigtne hTERT aux DCs,
aux LTs ainsi qu’aux macrophages qui expriment le CD46, son récepteur préférentiel (Yanagi

et al, 2006). Il présente aussi I'avantage d’étre naturellement immunogéne en mimant
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I'infection naturelle et permet I'induction de réponses significatives CD4 et CTLs spécifiques
de hTERT dans differentes lignees murines transgéniques (ELISpot et CFSE). Comme
attendu, le vecteur entraine aussi une forte réponse LTs spécifiques des protéines virales de la
rougeole. Le pic des réponses observées chez la souris intervient 7 jours apres I'infection et
apparait plus rapidement que les pics de réponse observés pour les vaccins ADN. Ce résultat
est corroboré par des données de bioluminescence (données non montrées) suggérant la
clairance d’un vecteur recombinant luciférase 6 jours aprés I'infection. De plus, les modeles
transgéniques murins utilisés permettent une réplication cytoplasmique rapide du vecteur dans
un contexte dénué¢ d’IFN de type 1 (Mrkic et al., 1998). En effet, les IFNs de type |
représentent la premicre ligne de défense antivirale chez I'Homme, par un contréle de la
réplication virale (Leopardi et al, 1992) que le MV est cependant capable de bloquer
(Takeuchi et al., 2003 ; Takeuchi et al., 2005). Cependant, chez la souris, le MV n’a pas cette
capacité impliquant le développement de modeles transgéniques mimant ce blocage de facon
permanente (IFNAR KO) (Muller et al., 1994 ; Pascolo et al., 1997 ; Yannoutsos et al., 1996).

L’immunogénicit¢ du virus MV et du vecteur MV passe aussi par sa capacit¢ a induire de
fortes réponses humorales persistantes (Brandler et al, 2007 ; Naniche et al, 2004). Les
souris transgéniques immunisees deux fois avec MV-TERT, a un mois d’intervalle (JO et
J28), développent une forte réponse humorale anti-MV augmentée apres la deuxiéme
injection. Cependant, malgré une réponse humorale spécifique de MV, aucun anticorps anti-
hTERT n’a été détecté. Bien que, de nombreuses études impliquant le vecteur MV codant des
protéines d’enveloppe virales (HIV, WNV, DV, HBV) démontrent I'induction de réponses
humorales spécifiques contre ces protéines (Brandler et al., 2010 ; Brandler and Tangy, 2008 ;
Lorin et al,, 2004 ; Singh et al., 1999), ce résultat n’est pas trés surprenant car il s’agit d’une
protéine intracellulaire et nucléaire de surcroit. Chez I'Homme, les réponses humorales contre
hTERT sont trées peu décrites et il est peu probable que ces anticorps présentent un role
thérapeutique. L’induction d’anticorps anti-hTERT a cependant ét¢ observée dans le cas d’un
vaccin ADN hTERT combiné avec un agoniste TRL9 (IMO) (Dharmapuri et al., 2009). A ce
jour, i n’y a qu'une seule étude démontrant que le niveau d’auto-anticorps anti-hTERT peut
étre corrélé avec la progression tumorale (carcinome hépatocellulaire) et pourrait représenter

un marqueur tumoral pertinent (Masutomi et al., 2002).

Dans le cadre de la stratégie combinatoire ADN/vecteur MV-TERT, nous avons choisi de
réaliser un prime avec 'ADN INVAC-1 et un boost avec le vecteur viral MV-TERT dans le
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but d’augmenter les réponses immunitaires spécifiques de hTERT. Les résultats obtenus, ont
suggéere que la vaccination ADN INVAC-1 dans des souris IFNAR KO a la capacité d’induire
un répertoire CD8 spécifique de hTERT mais est incapable d’mitier son expansion, rdle porté
par le boost avec le vecteur MV-TERT. En effet, FADN est en général tres efficace pour
I'intiation et I'expansion des réponses immunitaires primaires mais est moins adapté a
augmenter le niveau des réponses secondaires dd aux faibles doses administrées et/ou a ses
propriétés adjuvantes (Woodland, 2004). De plus, les IFNs de type | ont été démontrés
essentiels pour I'immunogénicité optimale des vaccins ADN indépendamment de la
signalisation impliquée par les TLRs (Coban et al., 2011 ; Ishii et al., 2008). Par conséquent,

ces résultats apparaissent complétement inhérents au modele murin IFNAR.

La fonctionnalité des effecteurs induits est un aspect crucial dans le cadre d’une stratégic anti-
cancer (Fisher et al, 2006 ; Palucka et al., 2011). La stratégie combinatoire hétérologue
INVAC-1/MV-TERT induit des effecteurs spécifiques de hTERT capables de sécréter des
concentrations  significatives de I'IL-2, de T'IL-6, de T'IL-10, de P'IFN-y et du TNF,
caractéristiques d’un profi CD8 Tcl (Mosmann et al, 1997) et d’un profi CD4 mixé
Thl/Th2. Ces résultats soulignent que cette stratégie pourrait étre efficace dans un contexte
tumoral. De plus, i ne faut pas négliger aspect oncolytique du vecteur rougeole, qui pourrait
dans une telle stratégie avoir un effet doublement synergique par Dinitiation d’une puissante

réponse immunitaire anti-tumorale et par la lyse qu’il induit en infectant les tumeurs.

Les essais cliniques utilisant le vecteur rougeole recombinant un antigene de tumeur tels que
le CEA concernent a I'heure actuelle les cancers ovariens (Galanis et al., 2010) et les cancers
de la prostate (Msaouel et al, 2009) mais ne se concentrent que sur I'aspect oncolytique du

vecteur.
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CONCLUSION
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A ce jour, de nombreux traitements anti-cancer existent et bien qu’ils aient démontré des
effets prometteurs en préclinique, les resultats cliniqgues sont souvent décevants avec un
impact limité pour les patients. Considérant, la large variété de vaccins disponibles, il est
aujourd’hui critique de déterminer des facteurs permettant de mettre au point des stratégies de
vaccination idéales pouvant combiner différentes immunothérapies, y compris des traitements
plus conventionnels. Les vaccins thérapeutiques anti-cancer doivent surtout faire preuve
d’une eflicacit¢ rapide apres une seule dose, d’innocuité, étre délivrés en entrainant le moins

de douleurs possibles et étre économiques.

Dans ce sens, nous avons choisi d’utiliser des vaccins ADN et un vaccin basé sur le vecteur
recombinant rougeole afin de cibler I'antigéne universel hTERT. Un des avantages communs
aux vaccins ADN et aux vaccins recombinants MV est leur capacité a exprimer la totalite
d’une protéine permettant ainsi de couvrir toute la diversit¢ des molécules CMH existantes

chez 'Homme.

Selon leur mode et leur voie d’injection, toutes nos constructions induisent chez la souris de
puissantes réponses immunitaires spécifigues de hTERT. Les effecteurs induits par les
differentes vaccinations présentent des caractéristiques essentielles pour la réponse anti-
tumorale résidant dans leur polyfonctionnalité. En effet, les LTs CD8 se doivent d’étre
cytotoxiques par la libération d’IFN-y, de GrB et de perforine et les LTs CD4 doivent
principalement étre polarisés Thl afin de soutenir cette réponse et de permettre I'induction de
réponses CTLs mémoires. Ces cellules possédent aussi la capacité de migrer au site tumoral.
Bien que nos résultats démontrent une certaine efficacité anti-tumorale chez la souris, les
effecteurs vont étre confrontés aux mécanismes d’immunosuppression mis en place par la

tumeur. Des études préliminaires ont déja démontré la présence de Tregs dans la tumeur.

Il apparait évident que I'avantage principal des stratégies vaccinales, qu’elles reposent sur une
stratégie de prime, prime-boost homologue ou hétérologue, est P'induction de puissantes
réponses immunitaires anti-tumorales a la fois CD4 et CTLs. Ces stratégies vaccinales
représentent d’ores et déja un espoir pour les patients actuellement en traitement. De plus, la
combinaison de leurs réponses immunitaires anti-tumorales avec des thérapies ciblées, des
chimiothérapies, des ICI ou autres approches est aujourd’hui essentielle pour surpasser les
mécanismes mis en place par la tumeur. Ces combinaisons vont s’avérer prometteuses en

clnique pour soigner et améliorer I'état de santé¢ des patients jusqu’a une guérison complete.
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RESUME

Le cancer est I'une des principales causes de morbidité¢ et de mortalit¢ dans le monde. L’étude de ses
mécanismes a mis en €¢vidence des interactions particuliéres entre la tumeur et I'immunité adaptative.
Les cellules cancéreuses suite a leur transformation maligne expriment des antigénes tumoraux
reconnus par les LTs. Ce fondement constitue la base des immunothérapies ciblant les antigénes
associés aux tumeurs (TAAS). Parmi les TAAs identifiés, la hTERT apparait comme un antigéne
universel, par son implication dans le processus d’oncogenése et sa surexpression dans 80 a 90% des
cancers. Les réponses anti-hTERT trouvées chez des individus sains et des patients cancéreux, témoin
d’un répertoire T spécifique préexistant et d’une cassure naturelle de la tolérance, ont orienté nos
stratégies vaccinales sur ce TAA. Durant ce doctorat, des stratégies d’immunothérapies basées sur
différents produits codant une forme inactive de la hTERT ont été développées.

Le premier axe a constitué au développement de vaccins ADN thérapeutiques optimisés a la fois dans
leur construction (délétions, réarrangements) et dans leur mode de délivrance. Une procédure
d’électroporation a été mise au point afin de les délivrer efficacement dans le derme. Deuxiémement,
dans loptique d’augmenter [I'immunogénicit¢ de IADN par la réalisation de vaccinations
hétérologues ou de créer un produit dérivé, un vecteur rougeole recombinant la hTERT a aussi été
développe.

Au cours de ce projet, I'immunogénicité et la cytotoxicit¢ des réponses induites par la vaccination
pour I'ensemble des constructions ont été démontrées in vivo dans des souris conventionnelles ou
transgéniques HLA. De plus, un effet anti-tumoral a aussi été démontré pour le premier produit
clinique d’Invectys.

Mots clés: hTERT, vaccins ADN, électroporation, virus de la rougeole, cancer, immunothérapie

ABSTRACT

Cancer is one of the main causes of morbidity and mortality worldwide. Studies of the cancer process
have highlighted specific interactions between tumor and adaptive immune system. Following their
malignant transformation, cancer cells express tumor antigens which are recognized by T-cells. This
foundation is the basis of immunotherapy strategies targeting tumor associated-antigens (TAA).
Among all identified TAAs, hTERT appears as a universal antigen which is also involved in
oncogenesis and is overexpressed in 80 to 90% of cancer regardless of their histological origin.

The hTERT specific immune response found in healthy volunteers and in cancer patients suggests a
preexisting hTERT specific T repertoire and a natural break down of tolerance. In view of this, we
focused our vaccine strategy on this TAA. During this PhD, immunotherapy strategies were developed
based on different constructions which encoded modified inactive forms of hTERT.

Firstly, we developed therapeutic DNA vaccines optimized both in nucleotide and amino acid
sequence and for their delivery route. Nucleic or protein sequences were deleted or shuffled while
retaining the predicted immunogenic parts of hTERT. A specific and safe electrogene transfer
procedure has been established in order to deliver efficiently DNA vaccine in the dermis. Secondly
with the aim of boosting vaccination to increase DNA immunogenicity, or to develop a derivative, a
live-attenuated measles vaccine strains recombinant for nTERT was designed.

For all constructs, we demonstrated the induction of specific hTERT immune responses which present
cytolytic strength in vivo in wild-type or HLA transgenic mice. We also demonstrated the anti-tumor
effect of Invectys’ first clinical product.

Key words: hTERT, DNA vaccines, electroporation, measles virus, cancer, immunotherapy.
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