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Résumé : Les immunothérapies ciblant les immune
checkpoints ont bouleversé la prise en charge
thérapeutique des patients atteints de cancer. Le
principe repose sur leur capacité a réactiver les
réponses immunitaires anti-tumorales de [’hote.
Ainsi la détection des lymphocytes T dirigés contre
des antigénes tumoraux dans le sang périphérique
suscite un grand intérét pour évaluer de maniere
dynamique I’immunité anti-tumorale chez le patient
atteint de cancer.

Dans ce projet de theése, nous avons dans un premier
travail, étudié les caractéristiques immunologiques
de la réponse CD4 Th1 anti-TERT circulante dans le
cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) et
évalué sa relevance clinique. Pour cela, nous avons
utilisé des collections de lymphocytes issus de
patients atteints de CBNPC (n= 170) inclus dans la
cohorte TeloCapl. Les réponses CD4 Thl anti-
TERT ont été mesurées par méthode ELISpot IFN-y.
Les réponses T CD4 anti-TERT circulantes étaient
présentes chez 35% des patients. Les LT CD4 anti-
TERT circulants produisaient de I’'IFN-y, du TNF-a
et de I’[L-2 et exprimaient CXCR3, caractéristiques
d’une polarisation Thl.

Sur le plan clinique, nous avons noté une corrélation
inverse entre le stade du cancer et la prévalence de la
réponse anti-TERT Thl. Cette prévalence diminue
au fur et 2 mesure que le stade de la maladie avance,
passant de 55% pour les stades localisés a 24% chez
les métastatiques. De plus, une forte réponse Thl
anti-TERT circulante était associée a une meilleure
survie globale chez les patients.

En étudiant les facteurs pouvant influencer la
réponse Thl anti-TERT périphérique, nous avons
mis en évidence une corrélation inverse entre la
réponse CD4 Thl anti-TERT, Ile
lymphocytes T circulants coexprimant PD-1 et TIM-
3. Ainsi, nous avons montré que la présence d’une
forte réponse Thl anti-TERT limite I’effet délétere
de I’accumulation des lymphocytes T PD-1+/TIM-
3+.

taux des

Par conséquent en utilisant les taux circulants de ces
deux parametres immunologiques, il était possible de
stratifier les patients atteints de CBNPC selon différents
groupes pronostiques.

Dans un second travail qui fait suite au premier,

s’intéressant a D’influence de 1’angiogenése sur la
réponse T CD4 anti-tumorale systémique, nous avons
décrit un réle suppresseur du facteur pro-angiogénique
angiopoiétine-2 (ANGPT2) sur la réponse CD4 Thl
anti-TERT. Ainsi un taux sérique élevé d’ANGPT2 était
inversement corrélé a la présence de réponses Thl anti-
TERT chez les patients atteints de CBNPC.

Nous avons montré que le récepteur d’ANGPT?2, TIE2
est surexprimé par les MDSC monocytaires (M-MDSC)
issus de patients atteints de CBNPC et que le taux
d’ANGPT?2 était corrélé au pourcentage de MDSC-
TIE2+ circulant. Cliniquement, une forte signature
ANGPT2/M-MDSC TIE2+ dans le sang était associée a
un mauvais pronostic dans le CBNPC. De plus, un
environnement ANGPT2/M-MDSC TIE2"e" favorise
I’accumulation de cytokines immunosuppressives telles
que le VEGFA, PG2E, et TGF-f.

Sur un plan mécanistique, nous avons montré que
ANGPT?2 inhibe la fonction de clones Thl anti-TERT
en potentialisant les fonctions suppressives des M-
MDSC-TIE2+.

En conclusion, ce travail a également permis de décrire
I’histoire naturelle de la réponse Thl anti-TERT
périphérique dans le cancer bronchique et de montrer
son role opposé a des mécanismes d’échappement
comme 1’épuisement lymphocytaire et 1’angiogénése.
Les résultats de ce travail soulignent l’intérét de
I’analyse des réponses Thl anti-TERT dans le sang
périphérique chez des patients atteints de cancers et
ouvrent des perspectives pour son utilisation comme
biomarqueur de I’immunité adaptative anti-tumorale
chez les patients atteints de cancer et pour évaluer
I’efficacité des immunothérapies.
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Abstract: The concept of cancer immunity cycle
supports the presence of pre-existing antitumor T
cells in cancer patients that are controlled by
multiple activation/inhibitory signals. Although
many studies have heavily focused on CD8 T cells
responses, evidences also support the critical
antitumor role of CD4 T cell immunity in the tumor
microenvironment. However, the role of systemic
tumor-specific CD4 Thl responses has not been
widely explored.

In this thesis project, investigated
immunological  characteristics and  clinical
relevance of circulating antitumor CD4 Thl
response in a cohort of 170 non-small-cell lung
cancer (NSCLC) patients (TeloCapl study). The
antitumor CD4 Th1 response was assessed by IFN-
v ELISPOT assay in blood lymphocytes using a
mixture of highly promiscuous HLA class II-
restricted epitopes from telomerase (TERT).

The presence of anti-TERT Thl response was
detected in 59/170 patients (35%). We showed that
circulating TERT-specific CD4 T cells detected in
NSCLC produce IFN-y, TNF-a, and IL-2, and
expressed CXCR3, underlining a Th1 polarization.
The frequency of anti-TERT Thl response
gradually decreased from localized to metastatic
NSCLC stage, 55% versus 24% respectively. We
found that NSCLC patients who exhibited high rates
of anti-TERT Thl cells had better overall survival
compared with patients with anti-TERT Th1" in
blood (not reached versus 12 months, P = 0.009).
Notably, an opposite link was found between anti-
TERT Th1 and exhausted T cells co-expressing PD-
1" and TIM-3*, so that that the presence of anti-
TERT Th1 response in patients was associated with
lower rates of exhausted PD-1+/TIM- 3+ T cells in
blood.

we

Title : Study of circulating CD4 Th1 response against telomerase in cancer patients : Methods of analysis and

Keywords : CD4 T cell, telomerase, ELISpot, cancer, immunotherapy

Based on the levels of anti-TERT Thl and PD-
1+/TIM- 3+ CD4 T cells in blood, we stratified
NSCLC patients into three distinct prognostic groups
(best, intermediate and poor). The best group
represents  patients with anti-TERT  Th1Met
exhausted CD4"°¥ supporting a protective antitumor
role of systemic anti-TERT Th1 response in NSCLC.

By searching factors likely to influence the
circulating anti-TERT Thl response, we described
an immune regulatory role of the proangiogenic
factor as angiopoietin-2 (ANGPT?2). We found in
this cohort of NSCLC that the presence of an
ANGPT?2 rich environment was strongly associated
with an impairment of pre-existing anti-TERT Thl
responses. We demonstrated that TIE2, the receptor
for ANGPT2 was overexpressed on subsets of
monocytic Myeloid-derived suppressor cells (M-
MDSC) and showed a positive correlation between
the level of ANGPT2 and circulating rate of
TIE2+M-MDSC.

The presence of an ANGPT2/ TIE2+ M-MDSC rich
signature in blood was associated with an
impairment of anti-TERT Thl response. We
demonstrated that ANGPT?2 sensitizes TIE2+ M-
MDSCs cells to suppress antitumor T cells.
Consequently, upregulation of the
ANGPT2/TIE2+M-MDSC signature in blood was
associated with a poor prognosis in NSCLC. Thus,
we identify the ANGPT2/TIE2+ M-MDSC axis as a
participant in tumor immune evasion.

Collectively, our results reported the natural history
of the systemic anti-TERT CD4 Thl immunity in
NSCLC and showed its opposite role against T cell
exhaustion and angiogenesis. These results support
the interest to use the anti-TERT Thl response as a
new blood-based tool for patients’ stratification and
for therapy decision.
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Préeambule

De I'immunosurveillance a I'immunothérapie

La capacité du systéme immunitaire a reconnaitre et a lutter contre les cellules tumorales est
une hypothése émise dés le début du vingtiéme siécle par Ehrlich et formalisée sous le terme
d'immunosurveillance par M.F. Burnet et L. Thomas au cours des années 1960. Le concept
d'immunosurveillance a ensuite été appuyé par des expériences de rejet tumoral réalisées par
W.B. Foley en 1953. Puis de nombreuses études ont suivies validant ainsi ce concept
d’immunosurveillance. L’équipe de Robert D. Schreiber a ainsi pu démontrer que des tumeurs
induites par un carcinogéne, le méthylcholanthréne, dans des souris immunocompétentes,
puis réinjectées dans des souris immunodéficientes (RAG2-/-) induisaient dans tous les cas
une prise et un développement tumoral, alors que lorsque les tumeurs proviennent de souris
immunodéficientes et qu’elles sont greffées a des souris immunocompétentes, ces dernieres
ne développent une tumeur que dans la moitié des cas (Shankaran et al., 2001). Les tumeurs
développées dans des souris immunodéficientes seraient donc plus immunogénes (non
éditées) que celles développées dans des souris immunocompétentes (éditées) et le systéme
immunitaire des souris normales est capable de sélectionner les tumeurs en supprimant les
cellules tumorales les plus immunogenes. Cette importante découverte met en évidence un
double effet de la réponse immunitaire, elle assure la protection de I’héte mais en contrepartie,
elle exerce une pression de sélection sur les cellules tumorales qui les force a échapper a la
surveillance du systéme immunitaire. C’est la notion de perte d’'immunogénicité, qui favorise
'émergence de clones tumoraux moins immunogenes (immunoediting) (Dunn et al., 2002). A
la suite de cette étude, la théorie de I'immunosurveillance a été révisée et rebaptisée théorie
de «limmunoediting » (Schreiber et al., 2011). Cette nouvelle théorie précise que les
interactions entre le systéme immunitaire et les cellules tumorales peuvent conduire a trois
phases, I'élimination, I'équilibre, et 'échappement, constituant « les 3 E de 'immunoediting du
cancer » décrite par le groupe de Schreiber et al (Dunn et al., 2004)(Figure 1).

Lors de I'établissement de la tumorigénese, les cellules vont émettre des signaux de dangers
capables d’alerter et d’activer le systéme immunitaire. Notamment, les macrophages de type
M1 et les granulocytes vont sécréter différentes cytokines inflammatoires et des espéces
réactives de 'oxygene (ROS). Les cellules tumorales vont exprimer des protéines de surface
MICA et MICB, qui vont permettre I'activation des NK. Ces derniéres expriment également a
leur surface des antigénes du soi modifiés (antigénes tumoraux) qui peuvent étre reconnus

par les lymphocytes T.
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Les cellules effectrices vont également relarguer I'IFN-y qui va inhibiter la prolifération
tumorale et I'angiogenése. Durant cette premiére phase, la contribution des acteurs de
limmunité innée et adaptative engendre I'élimination des cellules tumorales et prévient le
développement de la tumeur. Dans un second temps, les cellules du systeme immunitaire de
I'héte et les variants tumoraux qui auront survécu a la phase d’élimination entrent dans une
phase d’équilibre (Dunn et al., 2002). La balance entre les cellules immunosuppressives et les
cellules capables de fonctions anti-tumorales est a I'équilibre (Mittal et al., 2014). La
prolifération et les mutations continuent mais le phénoméne de l'immuno-édition se met en
place dans le but d'atténuer I'antigénicité tumorale, les lymphocytes et I'lFN-y exercent une
pression capable de contenir le développement de la tumeur (Dunn et al., 2002). Cependant,
si la phase d’élimination ne permet pas I'éradication compléte des cellules transformées, la
pression de sélection exercée par I'immunité adaptative lors de la phase d’équilibre va
permettre peu a peu I'émergence de clones tumoraux ayant les capacités de s’évader de la
surveillance du systeme immunitaire, c’est la phase d’échappement. Cette derniére phase est
le résultat d'un épuisement de la réponse immunitaire, la masse tumorale devient
incontrélable, les cellules cancéreuses ont développé différents mécanismes de tolérance ou
de suppression immunitaire, leur permettant d’échapper au systéme immunitaire. Cette
derniere étape est reconnue comme l'une des « hallmarks of cancer » (Hanahan and
Weinberg, 2011).

Ainsi, le développement du cancer résulte d’'une immunosurveillance insuffisante causée par
de nombreux mécanismes d’échappement. Parmi eux, ceux qui sont liés au phénoméne
d’'immunoediting, telle que par exemple la perte des molécules impliquées dans la présentation
de l'antigéne, ou la résistance a la lyse tumorale. D’autres mécanismes vont concerner le
microenvironnement tumoral (TME), via le recrutement de cellules immunosuppressives
(Tregs, macrophages de type M2, cellules myéloides suppressives,) ou a la production de
cytokines inhibitrices (IL-10, TGF-B, ...) et enfin, I'état non fonctionnel des lymphocytes T intra-
tumoraux di notamment a I'accumulation de molécules co-inhibitrices a leurs surfaces. En
effet, ces acteurs moléculaires clés de 'immunité, CTLA-4 et PD-1, découverts dans les
années 1980 et 1990, sur la base de leur nature inductible lors de I'activation cellulaire T ont
été a l'initiation de travaux de recherche majeurs (Brunet et al., 1987; Ishida et al., 1992; Leach
et al., 1996). En effet, la découverte que l'inhibition de la régulation immunitaire négative des
cellules T pourrait étre exploitée comme une puissante stratégie anti-cancer, fut un tournant
dans le domaine de I'immunologie tumorale, scellée par la remise du prix Nobel de médecine

a Mrs Allison et Honjo en 2018
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Figure 1 : Théorie de I'immuno-édition des cancers et principe de I'immunothérapie.
L’immunoédition se compose de trois phases : I'élimination des cellules tumorales immunogénes par le
systeme immunitaire inné et adaptatif, I'équilibre qui constitue une balance entre la destruction des
clones immunogénes et la sélection de ceux qui le sont moins, et 'échappement, les clones non
immunogénes ne sont plus reconnus par le systéme immunitaire devenu lui-méme permissif.
L’environnement est immunosuppressif et les cellules T spécifiques vont exprimer de nombreux
récepteurs inhibiteurs (PD-1, TIM-3...). L'immunothérapie intervient dans cette phase dans le but de
réinstaurer un contréle anti-tumoral efficace. Adapté de (Schreiber et al, 2011).

L'immunothérapie a complétement bouleversé le paysage des thérapeutiques anti-cancer
devenant le traitement de référence de certains cancers. Malgré cette avancée spectaculaire,
les traitements par inhibiteurs de « checkpoints » ne marchent pas chez tous les patients et
présentent certaines toxicités non négligeables. L'optimisation de [efficacité de ces
immunothérapies se tourne donc vers les combinaisons thérapeutiques et vers l'identification
de biomarqueurs permettant de cibler les populations a méme de répondre au traitement. Nous
savons maintenant que les patients qui répondent au traitement sont ceux qui ont une réponse
immune préexistante, cependant a I'heure actuelle, nous ne savons pas mesurer le statut
immunitaire d’'un patient en routine hospitaliére.

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés a la nature, la régulation et la
relevance clinique des réponses T CD4 spécifiques d’antigénes de tumeurs notamment
spécifique de I'antigéne tumoral, la télomérase, dans le sang de patients atteints de cancers.
L'introduction présente 4 grandes parties : les biomarqueurs des immunothérapies ciblant les
checkpoints, comment mesurer les réponses T spécifiques d’antigénes de tumeurs, les
lymphocytes T CD4 acteurs centraux dans I'orchestration de la réponse T anti-tumorale, et la

télomérase, comme antigene de tumeur.
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|l. Biomarqueurs des immunothérapies

A. L’épuisement lymphocytaire T : cible de nouvelles immunothérapies

1. L’épuisement lymphocytaire T et I’échappement tumoral

L’épuisement lymphocytaire appelé aussi « exhaustion » est un état qui caractérise les
lymphocytes T (LT) suite a une stimulation chronique de l'antigéne. C’est un état de
différenciation définit par plusieurs caractéristiques telles que la perte progressive des
fonctions effectrices, la co-expression de multiples récepteurs inhibiteurs, I'expression et
l'utilisation altérée des facteurs de transcription, qui distingue les lymphocytes T épuisées des
LT effecteurs ou mémoires (Wherry, 2011; Wherry and Kurachi, 2015). Parmi ces
caractéristiques, la surexpression des récepteurs inhibiteurs représente un signal majeur de
'exhaustion (Thommen and Schumacher, 2018). Bien que les récepteurs de points de contrdle
immunitaire ou communément appelés « checkpoints » soient transitoirement exprimés sur
les cellules T effectrices durant I'activation, leur expression élevée et soutenue entraine des
LT non fonctionnels ou anergiques (Ahmadzadeh et al., 2009; Baitsch et al., 2011). Une
dizaine de voie d’inhibition a été décrite, les plus connues sont CTLA-4/b7, PD-1/PD-L1, TIM-
3, LAG-3, et TIGIT (Figure 2). Nous allons nous intéresser plus particulierement aux voies
CTLA-4/b7, PD-1/PD-L1, ciblées par les immunothérapies actuelles et sur TIM-3.

Cellule présentatrice d'antigene ou cellule cible

MHC
CD80 CD86 PDL1 PDL2 classll CEACAM1 HVEM CD48 CD155

TTrYeTE T

S 1S ]

LAG3 TIM3 BTLA CD160 2B4 TIGIT

Lymphocyte T

Figure 2 : Principaux récepteurs inhibiteurs associés a I’épuisement lymphocytaire T.
En cas de stimulation prolongée par I'antigéne, le LT va exprimer les récepteurs inhibiteurs qui vont
pouvoir interagir avec leurs ligands respectifs situés sur les cellules cibles (APC, cellule tumorales ou
tissus/macrophages), Adapté de (Wherry and Kurachi, 2015).
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a. CTLA-4
CTLA-4 est le premier checkpoint cliniquement ciblé par les immunothérapies. Il est stocké
constitutivement dans des compartiments intracellulaires du LT au repos et est rapidement
transloqué a la surface de la membrane cellulaire afin d’étre fonctionnel au niveau de la
synapse immunologique. L’intensité du recrutement de ce récepteur a la synapse
immunologique est corrélée positivement a l'intensité du signal activateur délivré par le TCR
(Wei et al., 2018).
CTLA-4 présente une homologie structurelle trés élevée avec la molécule CD28 pouvant ainsi
se lier a ses ligands B7, CD80 et CD86. Comme le CTLA-4 a une plus forte affinité pour ses
ligands que le CD28, il entre en compétition avec lui et agit en tant qu’antagoniste de la
costimulation CD28 activatrice des lymphocytes T (Krummel and Allison, 1995). L'engagement
de CTLA-4 va moduler négativement la signalisation du TCR en recrutant la PI3K et les
phosphatases SHP-2 (Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2) et PP2A
(protein phophatase 2A), limitant ainsi la formation des complexes Zap-70. Cette signalisation
entraine une inhibition de la production d'IL-2, se traduisant par une anergie des LT. Cette
compétition atténue également les signaux costimulateurs délivrés par CD28 au sein des
organes lymphoides secondaires et dans les tissus périphériques. La signalisation CTLA4
constitue donc une tres forte voie de rétrocontréle négatif de la réponse immune (Figure 3).
L’engagement de CTLA-4 peut avoir lieu aussi bien au sein des LT CD8 que T CD4,
néanmoins, il semble que CTLA-4 influence plus majoritairement la biologie des cellules T
CD4+ en induisant notamment les capacités immunosuppressives et la prolifération des
lymphocytes T régulateurs. En effet, CTLA-4 est également exprimé de fagon constitutive par
les Tregs, indispensable a ses fonctions immunosuppressives. Ainsi, il réduit le niveau des
ligands B7 sur les cellules présentant I'antigene aux effecteurs, inhibant davantage I'immunité
des cellules T effectrices (Park et al., 2018; Topalian et al., 2015). De plus, I'équipe de Qureshi
a montré que les cellules exprimant CTLA-4 trans-endocytosait CD80 et CD86 exprimés sur
les cellules voisines, empéchant ainsi la co-stimulation CD28 (Qureshi et al., 2011).
CTLA-4 existe également sous une forme sécrétée qui pourrait également interagir avec B7,
mais les mécanismes autour de cette forme soluble ne sont pas encore totalement élucidés.
En raison de son réle central dans la régulation de I'activation des LT, CTLA-4 est nécessaire
dans le maintien de la tolérance. En témoigne sa suppression génétique conduisant a une
lymphoprolifération massive létale.
Une corrélation négative entre les niveaux d'/ARNm ou de protéine CTLA-4 et les résultats
cliniques ont été observés dans les tumeurs leucémiques et solides (Schnell et al., 2020).

Dans le cancer du poumon, I'expression dans les tumeurs primaires prédit une amélioration
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de la survie des patients, tandis que son expression dans le ganglion lymphatique sentinelle

est en corrélation avec un mauvais résultat clinique (Paulsen et al., 2017).

Trans-endocytose des
ligands CD80/CD86

L

4

Intensité du
signal activateur CD80/CD86
TCR

active non activé

Figure 3 : Mécanisme d’inhibition de CTLA-4. Apres stimulation antigénique, CTLA-4 se lie aux
ligands B7 avec une affinité de liaison plus élevée que CD28, permettant de diminuer I'activation des
LT. CTLA-4 est exprimé constitutivement par les Tregs et contribue a raréfier la disponibilité des
molécules B7. Egalement, CTLA-4 est capable de trans-endocytose, permettant la capture des
molécules CD80/CD86 avoisinantes.

b. PD-1

PD-1 est un régulateur négatif dominant de la fonction effectrice lymphocytaire T. En condition
physiologique, ce mécanisme est essentiel au maintien de 'homéostasie immunitaire ; une
invalidation du géne de Pdcd1 codant pour PD-1 chez la souris, a montré la survenue de
pathologies auto-immunes (lupus, cardiomyopathie auto-immune) (Nishimura et al., 1999,
2001).

Le récepteur PD-1 est exprimé sur les lymphocytes T activés mais également sur les NK et
les lymphocytes B (Fanoni et al., 2011; Terme et al., 2011). Il posséde deux ligands, le PD-L1
(ou B7-H1 ou CD274) et le PD-L2. Le PD-L1 est exprimé sur une grande variété de type
cellulaire incluant les cellules tumorales, les cellules immunitaires, endothéliales, et
épithéliales (Sharma and Allison, 2015). PD-L2 est majoritairement exprimé sur les cellules
dendritiques (DC). Lorsqu'il est engagé par son ligand, grace a l'activité des phosphatase SHP-
1 et 2, PD-1 inhibe les voies de signalisation de la kinase qui conduisent normalement a
I'activation des lymphocytes T. Ainsi, PD-1 régule directement le signalement du TCR pour
diminuer I'activation du LT. Contrairement a la voie CTLA-4/B7, PD-1 inhibe principalement
l'activité des lymphocytes T effecteurs dans la phase effectrice des tissus et des tumeurs.

De plus, PD-1 peut également étre exprimé par les Tregs et accroitre I'environnement
immunosuppressif (Francisco et al., 2010), et sur les macrophages associés aux tumeurs, il

est a l'origine d’'un défaut de phagocytose des cellules tumorales (Gordon et al., 2017) (Figure

22



4). Le mécanisme de signalisation impliqué dans l'activation de PD-1 n’est pas encore
totalement élucidé, néanmoins des équipes ont identifié le costimulateur CD28 comme une
cible de l'inhibition médiée par PD-1 (Hui et al., 2017; Kamphorst et al., 2017).

Treg

Figure 4 : Mécanisme d’inhibition de PD-1. En réponse a I'activation cellulaire, PD-1 est exprimé par
le LT puis va interagir avec ses ligands PD-L1 et PD-L2 exprimés par les cellules tumorales et les DC
provoquant une chute de I'activation. Les Tregs exprimant PD-1 et les macrophages exprimant RGMB
(repulsive guidance molecule B) contribuent également a la diminution de I'activation cellulaire.

Du fait de I'exposition chronique des lymphocytes T aux antigénes de tumeurs, PD-1 est
exprimeé par une grande proportion de lymphocytes infiltrant les tumeurs (TILs) dans différents
cancers. Le ligand de PD-1, PD-L1 est surexprimé a la surface des cellules tumorales dans
de nombreuses tumeurs solides (Pardoll, 2012). Deux mécanismes sont impliqués dans la
régulation de PD-L1 sur les tumeurs. Une expression constitutive (intrinseéque) engendrée par
des voies de signalisations aberrantes ou des altérations chromosomiques, non liée a la
présence de TILs. C’est par exemple le cas pour le glioblastome, avec une altération de PTEN
(Tran et al., 2014). Le second mécanisme a été initialement décrit dans le mélanome, il est
extrinseque, de résistance immunitaire adaptatif induit par I'lFN-y sécrété par les TILs. Dans
ce cas, I'expression de PD-L1 fait suite a I'activation de la réponse immunitaire anti-tumorale.
Ce paradoxe s'explique par un mécanisme dans lequel les lymphocytes T cytotoxiques
infiltrant la tumeur régulent positivement I'expression de PD-1 et sécrétent I'lFN-y lorsqu'ils
rencontrent des antigénes tumoraux, 'engagement consécutif de PD-1 sur les LT par PD-L1
induit I'inhibition des T et promeut la tolérance immunitaire (Topalian et al., 2016). Ces deux
mécanismes peuvent coexister au sein de la méme tumeur (Lyford-Pike et al., 2013; Skoulidis
et al., 2015).
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L’expression de PD-L1 a été observée dans plusieurs tumeurs solides dont les cancers du
sein, poumon, estomac, colon, foie, rein, testicules, thyroide et sa surexpression est
généralement associée a un mauvais pronostique (Qin et al., 2015; Ameratunga et al., 2016;
Wou et al., 2006; Rosenbaum et al., 2016; Kan and Dong, 2015; Shin et al., 2016; Chowdhury
et al.,, 2016; Cierna et al., 2016). Plusieurs méta-analyses ont confirmé cette association
négative avec le pronostique des patients (Wang et al., 2015; Wu et al., 2015). Néanmoins,
dans certaines études, il a été rapporté que des taux élevés de PD-L1 correspondaient a un
pronostique favorable chez des patients atteints de cancers du poumon (Cooper et al., 2015;
Ishii et al., 2015), estomac (Boger et al., 2016), pancréas (Wang et al., 2018) et amygdales
(Hong et al., 2016).

De maniére générale, un nombre élevé de TILs CD8*PD-1* est associé a un mauvais
pronostique des patients dans plusieurs cancers incluant le rein (Giraldo et al., 2015;
Thompson et al., 2007), le foie (Garnelo et al., 2017),le pancréas (Shen et al., 2017), téte et
cou (Kansy et al., 2017), I'estomac (Jin et al., 2017).

Dans le sang périphérique de patients, bien que beaucoup moins étudié que dans le TME,
PD-1 est retrouvé en quantité plus importante sur les LT de patients atteints de cancers par
rapport a des donneurs sains (Malaspina et al., 2011; Shimauchi et al., 2007). Une équipe a
montré qu’un taux élevé de PD-1 sur les LT CD4 était associé a une meilleure survie comparé
a un taux faible, alors qu’une association significative avec la survie n’a pas été retrouvée avec
les LT CD8 exprimant PD-1 (Waki et al., 2014). L'expression de PD-1 a été regardée sur les
LT spécifiques de Melan-A dans le sang périphérique de patients atteints de mélanome, cette
expression est augmentée aux stades métastatiques mais n’est pas associée a la survie des
patients.

Ce qui est dorénavant démontré, c’est I'impact de la co-expression des checkpoints sur la
survie des patients. En effet, il a été montré que des patients qui présentaient une co-
expression de PD-1, LAG-3 et TIM-3 par les LT CD8 caractérisaient un groupe de patients
présentant un risque élevé de récidive (Giraldo et al., 2015). Plus récemment chez des patients
atteints de cancer du foie lié au virus de I'hépatite B, la co-expression de PD-1 et de TIGIT sur
les LT CD8 circulants est associée a la progression de la maladie et au sombre pronostique
des patients (Liu et al., 2019).

c. TIM-3
En 2002, TIM-3 (T cell Immunoglobulin mucin domain-3) a été caractérisée comme une
protéine membranaire sélectivement exprimée par les lymphocytes producteurs d'IFN-y (CD4
Th1, CD8) (Monney et al., 2002). On sait maintenant que TIM-3 peut étre exprimé par d’autres
types cellulaires de 'immunité adaptative tels que les Tregs, les B, et aussi par les cellules de

limmunité innée (NK, DC, monocytes). Le premier ligand de TIM-3 a étre identifié est la
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galectine-9 (gal-9), qui est une molécule soluble largement exprimée et notamment au niveau
des cellules tumorales (Granier et al.,, 2017). D’autre ligands de TIM-3 ont été identifiés,
comme Ceacam-1 (Huang et al., 2015b), HMGB1 (Chiba et al., 2012), la phosphatidyle sérine
(DeKruyff et al., 2010) et plus réecemment FGL-1 (Wang et al., 2019a; Wolf et al., 2019).
TIM-3 posseéde un domaine intracytoplasmique constitué de 5 tyrosines. En I'absence de
signalement, les résidus tyrosines intracytoplasmiques de TIM-3 interagissent avec une
protéine chaperonne Bat-3 qui bloque son activité. Lorsque les ligands Gal-9 et Ceacam-1 se
lient a TIM-3, cela induit la phosphorylation des tyrosines libérant Bat-3 et permettant ainsi a
une kinase inhibitrice, Fynn, de lier TIM-3 (Huang et al., 2015b). Ainsi, 'engagement de TIM-
3 inhibe la signalisation du TCR des lymphocytes T CD8 entrainant une perte des fonctions
effectrices (Granier et al., 2018). Au niveau des Tregs, TIM-3 augmente leur activité
suppressive (Sakuishi et al., 2013), et sur les cellules dendritiques, en liant HMGB1, il interfére
avec la reconnaissance d’ADN par celles-ci (Figure 5). Egalement, différents groupes ont
montré que TIM-3 était exprimé sur les lymphocytes T CD8 résidents mémoires, représentant
une population active de T effecteurs a activité anti-tumorale (Djenidi et al., 2015; Nizard et
al., 2017).

Expansion MDSC

Interférence avec
les signaux de
dangers

AQ/TCR
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Figure 5 : Mécanisme d’inhibition de TIM-3. TIM-3 exerce son mécanisme tolérogéne sur
différents types cellulaires. Sur les LT, la liaison & son ligand Gal-9 entraine sa phosphorylation. TIM-3
est également exprimé sur les Tregs, et les MDSC renforgant leurs fonctions immunosuppressives. Il
est aussi exprimé par les DC ou sa liaison a HMGB1 entraine une interférence avec les signaux de
dangers diminuant I'activité de la réponse immunitaire innée. Adapté de (Anderson, 2014).

Les premiéres fonctions de TIM-3 liées a I'inhibition des réponses T ont d’abord été décrites

dans les infections virales chroniques (Jin et al., 2010a) puis dans les cancers, ou il est
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dorénavant clairement établit que TIM-3 est exprimé sur les lymphocytes T épuisés ou non
fonctionnels (Anderson, 2014). Son expression sur les LT est caractéristique d’un fort état
d’épuisement, caractérisé par des défauts de prolifération et de production de cytokines
effectrices, au-dela de I'expression seule de PD-1 (Wolf et al., 2019). Aussi bien dans des
modéles murins que dans des cancers humains, les TILs coexprimant TIM-3 et PD-1
apparaissent fortement non fonctionnels avec des défauts de production d’'IFN-y, TNF-a et IL-
2 comparé aux TILs exprimant seulement PD-1 (Sakuishi et al., 2010; Granier et al., 2017).
TIM-3 exprimé seul mais trés souvent en co-expression avec PD-1 sur les CD8 intra-tumoraux
est associé a un mauvais pronostique dans les cancers du rein (Giraldo et al., 2017; Granier
et al., 2017), lymphomes folliculaires (Yang et al., 2012), cancers du foie (Li et al., 2012),
cancer du poumon (Thommen et al., 2015; Guo et al., 2018). Dans le cancer du poumon, il a
été rapporté que 60% des Tregs infiltrant la tumeur expriment TIM-3 et sont associés a un
mauvais pronostique (Gao et al., 2012).

Dans le sang périphérique de patients atteints de mélanome, il a été montré que les
lymphocytes T CD8 spécifiques de NYESO-1 détectés exprimaient TIM-3 (Fourcade et al.,
2010).

d. Conséquences de I'épuisement lymphocytaire

C’est 'accumulation de plusieurs de ces récepteurs inhibiteurs sur les LT qui va étre 'une des
causes de I'épuisement lymphocytaire (Koyama et al.,, 2016). Cet état d’exhaustion va
entrainer I'altération ou la diminution des fonctions effectrices, telles que la diminution de la
sécrétion des cytokines, la réduction des capacités prolifératives, menant les LT a un état non
fonctionnel (Blank et al., 2019). Plusieurs recherches ont été menées ces dernieres années
dans l'exploration de cet état d’épuisement afin d’en identifier les causes et suggérer de
nouvelles opportunités thérapeutiques. On sait maintenant qu’il existe plusieurs degrés
d’épuisements fonctionnels, au-dela de la caractérisation des récepteurs inhibiteurs, cet état
se caractérise aussi sur la base de I'expression de facteurs de transcription, et récepteurs de
chimiokines (Figure 6). Récemment le facteur de transcription TCF1 (T cell Factor 1) a été
décrit pour son expression sur les progéniteurs exhausted, en revanche il ne I'est pas sur les
cellules T exhausted terminales (Buchholz and Busch, 2019). Le régulateur transcriptionnel
TOX, a été nouvellement décrit dans les changement épigénétiques liés a I'épuisement
lymphocytaire T (Khan et al., 2019; Scott et al., 2019). Les LT épuisés en différentiation
terminale ne seraient plus susceptibles de revenir en arriére par blocage des récepteurs
inhibiteurs.

26



LT effecteur
meémoire

PD-1 faible .
EOMES. / EOMES+

T-bet+
4 |
IFN-y
TNF-a
— | b - 5 Granzymes
LT naif LT mémoirea LT effecteur LT effecteur
court terme
A
D <. |PD1 fort 4 _
. ) ' \ | EOMES- Cytokines effectrices
e Blocage _ —» 3 O ) | Tbets/- — (IFN-y, TNF-q, IL-2)
E QE’ g PD-1/PD-L1 m o peEs Prolifération
528 LT épuisé LT €puiseé | TimMa+ Cytotoxicité
% 3'5- précurseur terminal | LAG3+
- g PD-1+ Perte du contréle de
EOMES+/- fa croissance
4 TT%?: i tumorale

N :>

Stimulation persistante de l'antigéne

Figure 6 : Phases de différentiation d’un LT conduisant a un état d’épuisement lymphocytaire
terminal. Aprés exposition et activation par un antigéne, les lymphocytes T mémoires a court terme
proliférent et se différencient en lymphocytes T effecteurs, mémoires et en lymphocytes T cytotoxiques.
En cas d’exposition prolongée a un antigene, les cellules T effectrices vont s'épuiser progressivement
et vont présenter des altérations des facteurs de transcription et vont exprimer plusieurs régulateurs
négatifs tels que PD-1. Les lymphocytes T précurseurs expriment modérément T-bet, PD-1, et
expriment TCF1 et conservent une capacité de prolifération modérée et un certain potentiel de
production de cytokines effectrices. Ces lymphocytes T, toujours soumis a la stimulation antigénique,
seraient ensuite emmenées vers un stade de différentiation terminal non réversible par le biais de TOX,
Adapté de (Chen and Mellman, 2017; Buchholz and Busch, 2019).

2. Les inhibiteurs de checkpoints

L’anticorps anti-CTLA-4, l'ipilimumab a été le premier inhibiteur de checkpoints approuvé par
la FDA en 2011 pour le traitement des cancers avancés. Il a permis de doubler la survie a 10
ans pour le mélanome métastatique (Havel et al., 2019). Les anticorps ciblant le PD-1 ou son
ligand le PD-L1 ont suivi peu de temps aprés. Leur utilisation est associée a des réponses
objectives durables chez des patients atteints de cancer, accompagnée par une survie
améliorée comparé aux thérapies conventionnelles. lls sont utilisés en clinique en premiére ou
deuxiéme ligne d’une liste toujours croissante de différents types de cancers, incluant les
mélanomes, lymphomes, cancer du poumon, cancer téte et cou, rein, foie, et cancer de
'cesophage (Hirsch et al., 2019). Le champ d'action des anticorps monoclonaux ciblant les
checkpoints s’étend rapidement et devrait continuer a se développer a mesure que de

nouveaux agents deviennent disponibles (par exemple anti-LAG3). De surcroit, les
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combinaisons thérapeutiques des anticorps ciblant les checkpoints sont actuellement testées
dans de nombreux essais cliniques et montrent des résultats intéressants sur le bénéfice
clinique des patients (Assi et al., 2018).

Cependant, malgré les résultats spectaculaires de ces immunothérapies chez certains
patients, leur taux et durée de réponse reste toutefois variable, un bénéfice clinique n’est
observé en moyenne que chez environ 30 % des patients traités. Alors que certains cancers,
les plus sensibles répondent aux immunothérapies dans 20 a 50% des cas, d’autres moins

sensibles ne répondent au maximum qu’a 15% (Figure 7).
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Figure 7 : Indications actuelles des immunothérapies anti-CTLA4, anti-PD-1 et anti-PD-L1 avec
le taux de réponses objectives a ces traitements. Adapté de (Hirsch et al., 2019) et du site internet
InfoCancer.

Ce taux de réponse objective aux immunothérapies relativement faible s’explique car des
résistances aux traitements sont fréquemment observées. Ces résistances peuvent étre
présentes avant l'initiation du traitement (innées), aucun bénéfice clinique ne sera apporté aux
patients, ou elles peuvent apparaitre aprés une période de réponse clinique (acquises)
(Pardoll, 2012; Sharma et al., 2017).

Des résistances sont constatées au niveau de la présence, de l'activation et du recrutement
de LT anti-tumoraux. La pression de sélection exercée par le systéme immunitaire oblige les
cellules tumorales a des changements qui vont leur éviter leur élimination (immuno-édition)
(kuksza et al., 2017; McGranahan and Swanton, 2017). Cela peut entrainer la perte des
mutations les plus immunogénes et étre ainsi a l'origine d'une faible immunogénicité
(Schumacher and Schreiber, 2015). Des mutations ou des diminutions dans I'expression des

géenes impliqués dans la voie de présentation antigénique peuvent étre aussi constatées ainsi

28



que des délétions spécifiques des molécules HLA de classe | ainsi que la perte de la 2-
microglobuline (Ribas and Wolchok, 2018).

D’un autre c6té, il peut y avoir également un manque de reconnaissance des antigénes par
les cellules T via I'expression de certains génes oncogeniques, comme la voie Wnt dont
l'activation est liée a une exclusion des LT et a des résistances aux anti-PD-1 et CTLA-4
(Spranger et al., 2015).

La voie de signalisation des interférons est également un élément clé des mécanismes de
résistance (Pardoll, 2012; Ribas, 2015; Gao et al., 2016; Shin et al., 2016; Zaretsky et al.,
2016). L’IFN-y est produit par les LT spécifiques aprés reconnaissance de I'antigéne et
participe a la mise en place de la réponse anti-tumorale mais une exposition continue a I'lFN-
y va étre la cause de mutations ou répressions des molécules impliquées dans la signalisation
de I'lFN-vy telles que les molécules JAK1 et 2 ou des mutations les inactivant sont associées a
la non réponse aux anti-PD-1 (Shin et al., 2017; Sucker et al., 2017).

Un autre mécanisme connu de résistance aux immunothérapies est la forte infiltration des
tumeurs en MDSC (Meyer et al., 2014; Bellone and Elia, 2017) ainsi que la présence de
récepteurs inhibiteurs outre PD-1 et CTLA-4.

Enfin, des facteurs de résistance propres a I'hote sont également décrits. On sait que certains
parameétres tels que I'age, I'environnement, les polymorphismes génétiques, les modes de vie,
le type de HLA ainsi que le microbiome peuvent entrer en jeu (Pitt et al., 2016; Chen and
Mellman, 2017; Daste et al., 2017).

La compréhension et lidentification de ces phénoménes de résistance est un point
fondamental dans le contexte des immunothérapies qui ne fonctionnent pas chez tous les
patients. La problématique des cliniciens se situe donc au niveau de la sélection des patients
et sur le choix du meilleur schéma thérapeutique, les méthodes d’évaluation créées pour
évaluer la chimiothérapie ne peuvent s’appliquer au mécanisme des thérapies ciblant les
inhibiteurs de checkpoints.

Dans cette nouvelle ére de traitement des cancers, appartenant a ce que 'on appelle « la

médecine de précision » la recherche d’'un biomarqueur constitue donc un enjeu majeur.

B. Principaux biomarqueurs des inhibiteurs de checkpoints
1. Qu’est-ce qu’un biomarqueur ?

Un biomarqueur est défini comme étant une caractéristique mesurable, fiable et reproductible
liée a un processus pathologique ou non dont il n’est pas la cause directe (Dancey et al., 2010).
Il a plusieurs fonctions, il peut étre pronostique, s’il prédit lissue de la maladie,

indépendamment de tout traitement. Plusieurs biomarqueurs pronostiques de la survie ont été
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décrits, ils permettent de comprendre certains mécanismes et de faciliter ainsi le
développement de thérapies innovantes (par exemple les vaccins). Un biomarqueur peut étre
prédictif s'il est associé a une probabilité de bénéfice d’un traitement ou d’une toxicité et dans
ce cas il va permettre de sélectionner les patients les plus a méme de répondre. Par exemple,
dans le cadre de la thérapie ciblée des cancers du poumon, sein, mélanome, ovaire,
I'existence de biomarqueurs permet de sélectionner le traitement. Ainsi, 'absence de mutation
EGFR (récepteur du facteur de croissance épidermique) ou du géne ALK est prédictif d'une
non réponse aux traitements par inhibiteurs de tyrosine kinase.

Le biomarqueur permettrait aussi de suivre la réponse du patient pendant le traitement afin de
I'orienter, de le combiner ou de I'arréter. En effet, ni 'arrét des traitements, ni les combinaisons
thérapeutiques en association avec les inhibiteurs de checkpoints ne sont actuellement
rationnalisées par un biomarqueur.

Au-dela de la réponse au traitement, des biomarqueurs permettraient aussi d’anticiper la
tolérance aux thérapies afin d’en diminuer les toxicités.

Devant ces enjeux majeurs aussi bien en terme d’efficacité des traitements qu’en terme
d’enjeux économiques, I'identification de biomarqueurs est aujourd’hui source de nombreuses
recherches.

Les recherches de biomarqueurs se font a différents niveaux. Les caractéristiques de I'héte
(génétique, tabac, nutrition, microbiote et autres facteurs environnementaux) font maintenant
partie du paysage car on sait qu’elles peuvent affecter les réponses aux immunothérapies. Sur
le plan biologique, les biomarqueurs peuvent provenir de la tumeur elle-méme (mutation
EGFR, KRAS, neoantigénes, ...), du microenvironnement tumoral (cellules
immunosuppressives, TILs, contexture immunitaire, expression de PD-L1,...) et du

compartiment sanguin (LT effecteurs, immunosuppressifs,...) (Figure 8).
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Figure 8 : Biomarqueurs potentiels prédictifs de réponse aux inhibiteurs de points de
contréle immunitaire. Les biomarqueurs potentiels des immunothérapies (encadrés jaunes) peuvent

étre présents au niveau de la tumeur, du sang périphérique et de I'héte. Schéma inspiré de (Frelau et
al., 2018).

2. Biomarqueurs associés au microenvironnement tumoral

Parmi les acteurs du microenvironnement tumoral (TME) pouvant étre modulés par les
traitements, et pouvant étre des potentiels biomarqueurs, les principaux sont : 'expression de
PD-L1, la charge mutationnelle TMB, tous deux validés dans des essais cliniques de phase I
et actuellement les seuls biomarqueurs prédictifs d’'une immunothérapie anti-PD-1 approuvé
par les autorités de santé, les TILs et la signature génique.

a. Expression de PD-L1

PD-L1 est retrouvé surexprimé dans plusieurs types de tumeurs, y compris le mélanome,
cancer du poumon non a petites cellules, et carcinomes épidermoides de la téte et du cou.
Son expression peut étre homogéne dans certains cancers ou les tumeurs vont étre positives
ou négatives (cancer du poumon), mais son expression peut étre focale (cancer de I'ovaire).
En raison du mécanisme d’action des anti-PD-1/PD-L1, I'expression de PD-L1 sur la cellule
tumorale et/ou sur les cellules du TME, a été I'un des premiers biomarqueurs étudiés,
principalement par immunohistochimie (IHC). Une méta analyse regroupant plus de 6000
patients montre clairement I'existence d’'un bénéfice clinique de 'immunothérapie associé a
une expression positive du PD-L1 dans différents types de cancers incluant le cancer de la

vessie, du rein, le mélanome, cesophage, téte et cou, Merkel, et cancer bronchiques non a
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petites cellules (Mino-Kenudson, 2016). L’évidence d’'une association entre une expression
élevée de PD-L1 par la tumeur et la réponse clinigue aux anti-PD-1/PD-L1, a mené a
'approbation de ce biomarqueur par les autorités de santé en tant que test compagnon des
thérapies anti-PD-1/PD-L1 (Gibney et al., 2016; Reck et al., 2016). Par exemple, dans le
cancer bronchique, le Pembrolizumab (anti-PD-1) est prescrit en 1° ligne si I'expression de
PD-L1 par IHC est supérieure a 50%. En 2°™¢ ligne, il est prescrit lorsque PD-L1 est supérieur
a 1%. En effet, chaque thérapie est associée a son seuil de positivité de PD-L1 par la tumeur
(Table 1). Néanmoins, dans d’autres types de cancer, I'expression de PD-L1 n’apparait pas

comme étant un marqueur déterminant pour la décision thérapeutique (cancer de 'ovaire).

L’expression de PD-L1 est un biomarqueur important mais son analyse souléve encore
quelques difficultés. En plus de I'hétérogénéité d’utilisation de seuil (Table 1), la valeur
prédictive de réponse aux immunothérapies de PD-L1 reste imparfaite. Des patients dont leurs
tumeurs n’expriment pas PD-L1 peuvent répondre au traitement (Fusi et al., 2015; Teng et al.,
2015). Et inversement, des patients potentiellement répondeurs peuvent étre exclus.
Plusieurs raisons peuvent en étre la cause. Tout d’abord, on peut citer son expression focale
pouvant conduire a des faux négatifs, puis une I’homogénéité temporo-spatiale du PD-L1
(Stroncek et al., 2017), causée par une régulation via deux mécanismes différents, énoncés
précédemment (I.A.1.b). Tandis qu’une expression constitutive de PD-L1 induite par les voies
oncogéniques engendrera plutét son expression a la surface des tumeurs, et sera plutét
corrélée a un pronostic sombre. Une expression induite par I'INF-y, en réaction a la réponse
immunitaire, implique la présence de PD-L1 sur les cellules tumorales et les cellules
immunitaires surtout le long de la marge d’invasion de la tumeur, semble étre associée a un
meilleur pronostique dans les cancers du poumon, sein, larynx, mélanome (Taube et al.,
2012).

D’autres facteurs limitants se situent au niveau méthodologique, généralement la biopsie n’est
pas réalisée au moment du traitement, et il existe une hétérogénéité d’un point de vue de la
qualité des prélevements. De plus, PD-L1 représente un marqueur analysé a un temps t, donc
statique, qui ne permet pas un monitoring permettant d’ajuster le traitement. Bien qu’il soit
admis que sa seule expression n’est certainement pas suffisante dans la sélection des
patients, il reste néanmoins un des seul biomarqueur compagnon utilisé a ce jour (Teng et al.,
2018).
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Molécules Indication Test PD-L1 associé  Approbation AMM Seuil de positivité

Nivolumab 2¢m¢ ligne 28-8 Dako Test complémentaire Cellules tumorales = 1,5 10%
(BMS)
El ...........................................................................................................................................................................................................
= . 1% lighe 22-C3 Dako Test compagnon Score de proportion tumorale = 50%
= Pembrolizumab
(MSD)
2¢me ligne 22-C3 Dako Test compagnon Score de proportion tumorale > 1%
Atezolizumab g ; :
2¢me ligne SP142 Ventana  Test complémentaire Cellules tumorales = 1. 5, 10%
3 (Roche) n
=
| O @Bl & [l L
£ | Durvalumab post RTCT SP263 Ventana  Test compagnon Cellules tumorales = 1 %
< | (AstraZeneca) stade Il

Table 1 : Seuil de positivité de ’expression de PD-L1 par IHC pour le traitement par anti-PD-1/PD-
L1 dans le cancer du poumon. Ligne de traitement, clone d’'IHC et type de test compagnon ou
complémentaire utilisé. Adapté de (Prelaj et al., 2019).

b. La charge mutationnelle de la tumeur (TMB)

La charge mutationnelle de la tumeur ou TMB (Tumor Mutational Burden), est définie comme
le nombre de mutations par mégabase (Mb) d'ADN codant. L’évaluation de la charge
mutationnelle s’effectue principalement par séquengage haut débit (NGS) de panel de génes
ciblés, ou de séquengage complet de 'exome ou du génome (35 Mb). En pratique, il s’agit
d’un ratio établi entre le nombre de génes tumoraux mutés et le nombre total de génes étudiés,
une charge mutationnelle élevée est définie comme étant supérieure a 10 ou a 20 mutations/
Mb, néanmoins le seuil est variable selon les études (Chan et al., 2019). De plus en plus de
preuves attestent du réle bénéfique de la libération d’antigénes mutés par la tumeur dans la
mise en place d'une réponse T anti-tumorale effective, favorable a [laction des
immunothérapies. Etant donné qu’il existe une corrélation entre la charge mutationnelle et la
charge en néoantigenes, I'intérét du TMB comme biomarqueur potentiel des immunothérapies
s’est positionné (Schumacher and Schreiber, 2015; Van Allen et al., 2015). Plusieurs études
ont montré que l'efficacité des immunothérapies était en lien avec des tumeurs solides ayant
des taux élevés de TMB (Alexandrov et al., 2013; Yarchoan et al., 2017a; Klempner et al.,
2020). C’est notamment vrai pour les tumeurs qui ont une forte charge mutationnelle telle que
le cancer du colon de type instabilité microsatellite qui présentent un défaut des protéines de
réparation de 'ADN, le cancer du poumon (signature mutationnelle de type tabac) ou encore
le mélanome (« lésions UV). Il existe une forte corrélation entre le taux de réponses sous anti-
PD-1/PD-L1 et la fréquence des mutations somatiques (Rizvi et al., 2015; Yarchoan et al.,
2017b). Néeanmoins, on sait aussi que des patients avec une charge mutationnelle élevée
peuvent ne pas répondre a 'immunothérapie, (qui peut étre due a un défaut de présentation
antigénique), ou inversement des patients avec une charge mutationnelle basse et qui

répondent a 'immunothérapie (Truesdell et al., 2018). Bien que son utilisation en tant que
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biomarqueur soit approuvée par la FDA via deux tests réglementaires Américains : le test
FoundationOne, et le MSK-IMPACT, ce biomarqueur reste peu utilisé dans la pratique
courante en France. En effet, le TMB reste confronté a certaines difficultés liées premiérement
au niveau du nombre de genes analysés, actuellement étant donné le colt du séquencage
d’'un exome complet, il s’agit plutét de quelques Mb qui sont séquencées (0,3 a 1 Mb), or une
analyse modélisée plaide plutdt en faveur de I'analyse d’un panel constitué de plus de 300
geéenes, soit de plus de 1 Mb afin de garantir une corrélation entre le séquengage complet de
'exome et le panel de génes ciblés (Garofalo et al., 2016). Le probleme se pose d’autant plus
lorsque la charge mutationnelle est intermédiaire ou faible. Dans ce contexte, la notion de seuil
souléve donc encore des questions ; car un échantillonnage du génome peut étre difficilement
défini par un seuil établi sur une variable continue telle que le TMB. Un travail d’'uniformisation
des panels et de définition du seuil doit étre réalisé pour identifier de maniere fiable la charge
mutationnelle des patients.

c. Infiltrat immunitaire intra-tumoral

Une quantité de preuve supporte que la composition et la distribution de linfiltrat immunitaire

a un impact important sur la survie des patients (Fridman et al., 2012, 2017).

Les TILs CD8+

De par leur capacité cytotoxique, le réle des LT CD8 dans I'élimination du cancer a été trés
largement étudié dans les modéles expérimentaux et chez ’homme. Les études menées chez
la souris indiquent clairement qu’une déficience en lymphocytes T CD8 induisait une plus
grande fréquence de tumeurs spontanées ou induites par des carcinogénes (Dunn et al.,
2004). Chez 'homme, une forte infiltration en LT CD8 cytotoxiques est associée a un
pronostique favorable dans la majorité des cancers humains (Fridman et al., 2017). Les
travaux princeps de Coukos et al dans le cancer ovarien a montré que la présence d’un infiltrat
tumoral riche en LT CD8 était associé a une meilleure survie globale (Zhang et al., 2003). Les
études de Galon et Pages et al dans le cancer colorectal ont confirmé ces données et ont
montré la relevance clinigue de sous populations de TIL CD8 de phénotype mémoire
CD8+CD45R0O+ dans le cancer colorectal. Ces données ont été confirmées dans de larges
cohortes internationales de plus de 1000 patients (Pages et al., 2018). Dans le cancer du
poumon non a petite cellules, une méta analyse de plus de 5000 patients montre qu’un infiltrat
T riche en CD8 est associé a de meilleures caractéristiques cliniques en terme de survie
globale et survie sans progression (Zheng et al., 2016).

Le cancer du rein fait figure d’exception avec le cancer du foie, lymphome folliculaire et
lymphome de Hodgkin avec des CD8 intra-tumoraux qui sont associés a un pronostique
deéfavorable (Giraldo et al., 2015; Remark et al., 2013; Che et al., 2014).
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Il a aussi été montré que les TILs de type Th1 étaient également associés a une meilleure
réponse a la chimiothérapie (Ladoire et al., 2008, 2011a; Mori et al., 2019).

Comme les immunothérapies anti-PD1 et anti-PD-L1 agissent de fagon a revigorer la réponse
immunitaire anti-tumorale préexistante, la densité de TILs peut étre un facteur prédictif de
réponses aux immunothérapies (Tumeh et al., 2014; Topalian et al., 2015). Des études ont
montré que la présence de TlLs CD8+ était associée a la réponse aux anti-PD-1 chez des
patients atteints de mélanome, et cancer colorectaux (Le et al., 2015; Chen et al., 2016). Chez
des patients répondant favorablement a un anti PD-L1, une augmentation concomitante du
taux de TIL CD8+ et de I'expression du PD-L1 sur la tumeur corréle avec la réponse a
I'atezolizumab et a la survie des patients (Garon et al., 2015; Fehrenbacher et al., 2016).
Cependant, a la différence du PD-L1, la caractérisation des TlLs n’est pas encore validée en
tant que biomarqueur prédictif d’'un traitement. Sa valeur prédictive de réponses aux
immunothérapies reste actuellement basée sur des études rétrospectives. De plus, des
données attestent que les cellules immunitaires du microenvironnement tumoral sont
phénotypiquement et fonctionnellement différentes entre la tumeur primitive et les tissus
métastatiques (Bedard et al., 2013; Murtaza et al., 2015).

Les structures lymphoides tertiaires (TLS)

Les TLS sont des structures composées de cellules immunitaires ayant une organisation
similaire a celle des organes lymphoides secondaires. lls sont constitués d'une zone riche en
lymphocytes T contenant aussi des DC matures, adjacents a un follicule de lymphocytes B, le
tout entouré de plasmocytes. Les TLS sont présents au niveau du stroma, de la marge
d’invasion, ou au centre de plusieurs tumeurs (Sautés-Fridman et al., 2019). Les TLS
représentent des sites privilégiés pour la présentation locale des antigénes tumoraux aux
cellules T ainsi que dans la promotion de I'activation cellulaire B et T. Leur organisation spatiale
supporte le développement de réponses B dépendantes des LT. Leur présence est associée
a un pronostique favorable dans plusieurs cancers (poumon, colon, sein, téte et cou, pancréas,
estomac, rein, ou mélanome), et défavorable dans le cancer du foie (Fridman et al., 2017).
Récemment trois études publiées dans la revue Nature, ont démontrées que les TLS présents
dans la tumeur avant traitement augmentaient les chances de réponses a I'immunothérapie
(Cabrita et al., 2020; Helmink et al., 2020; Petitprez et al., 2020).

Les macrophages

On distingue deux type de macrophages, les macrophages M1 activés sous IFN-y, qui
expriment fortement les molécules HLA de classe Il et les molécules de costimulation

CD80/CD86 et son caractérisés par la production de cytokines pro-inflammatoires IL-1B3, TNF-
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a et produisent des ROS et des NO. Les macrophages de type M2 sont induits pas les
cytokines IL-4, IL-10 et IL-13 produites par les Th2, ils expriment I'arginase | et aussi beaucoup
de molécules HLA de classe Il mais qui ne permettent pas une présentation antigénique
efficace. lls produisent les cytokines TGF-f et IL-10 (Rhee, 2016). Tandis que les
macrophages de type M1 ont été identifiés comme étant associés a un bon pronostique, les
macrophages M2 qui prédominent dans les tumeurs (TAM, tumor associated macrophages)
sont quant a eux associés a un mauvais pronostique dans plusieurs cancers (Galon and Bruni,
2020). En 2017, une étude a montré que les TAM de modéles murins et humains exprimaient
PD-1 et que le blocage de PD-1/PD-L1 in vivo augmentait la phagocytose des macrophages,
et réduisait la croissance tumorale permettant d’allonger la survie des modeles de souris
porteuses de cancer d'une maniére dépendante des macrophages (Gordon et al., 2017). Dans
une cohorte de patients atteint de mélanome, une corrélation entre la présence de TAM et une
réponse défavorable a I'anti-PD1 a été retrouvée (Neubert et al., 2018).

d. Signature Interféron

Le séquencage de I'ARN est utilisé pour caractériser le profil des génes de la tumeur et du
microenvironnement tumoral. Plusieurs plateformes de technologie génomique de haute
sensibilité se sont développées ces dernieres années (PCR a temps réel, microarray,
NanoString n-Counter).

La signature de génes validée dans de nombreux essais cliniques est la signature IFN-y (Havel
et al., 2019). L’ IFN-y, produit en grande partie par les lymphocytes T activés est une cytokine
qui joue un role de régulation important dans 'immunité anti-cancéreuse (Shankaran et al.,
2001). Les genes clés de la signature inflammatoire IFN-y incluent des marqueurs des LT
cytotoxiques (CD8, granzyme, perforine), des cytokines Th1, des chimiokines (CXCLS9,
CXCL11, ou CXCR3), des molécules HLA de classe Il et d’autres génes liés a la réponse
immunitaire (IDO1) (Gibney et al., 2016). Tout d’abord, il a été montré dans différents types
de cancers que la signature immunitaire IFN-y+ est associée a un pronostique favorable (Havel
et al., 2019). Chez des patients traités par immunothérapie (poumon, mélanomes, téte et cou,
estomac), il a été rapporté qu’un taux élevé d’ARNm d'IFN-y était associé a une meilleure
réponse aux thérapies anti-PD-1/PD-L1 (Gao et al., 2016; Ayers et al., 2017; Karachaliou et
al., 2018). Une étude de phase I/ll a montré qu’une signature IFN-y composée par une forte
expression des ARNm des 4 génes suivant IFN-y, LAG3, CXCL9, et PD-L1, analysés avant
traitement, était associée a un meilleur taux de réponse clinique de patients atteints de cancers
du poumon et de cancers urothéliaux (Higgs et al., 2018).

Au-dela de la signature IFN-y, d’autres signatures géniques peuvent étre aussi constituées

des pistes dans la recherche de biomarqueurs des immunothérapies, notamment toutes celles
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impliquant des génes associés dans la résistance aux traitements. Par exemple, des mutations
de la voie B-cathénine, de JAK1/2, de la 2 microglobuline, de SKT11 sont associés a une
résistance aux immunothérapies (Spranger et al., 2015; Zaretsky et al., 2016; Skoulidis et al.,
2018). Des mutations dans les génes SERPINB3 et B4 qui codent pour des inhibiteurs de
protéases ayant un role dans I'apoptose, sont associés a des réponses cliniques favorables
sous anti-CTLA4 (Riaz et al., 2016).

A noter que ce type d’analyse génique nécessite d’avoir accés a du tissu frais et de 'ARN, ce

qui peut se révéler complexe pour certaines tumeurs tel que le cancer bronchique.

La table 2 ci-dessous résume les principaux biomarqueurs identifiés dans le

microenvironnement tumoral.

A & Validation en essai clinique Association avec une Type de
Biomarqueurs Méthodes ; ..
de phase Il réponse clinique favorable cancers
' i Immunohistochimie ' Positive pour un ;
Expression de PD-L1 Oui seuil de PD-L14> 50% Plusieurs
Séquencage haut débit NGS de ) Positive pour un Mélanome, Cancer du
T™MB génes sélectionnés ou génome  OUi TMB élevé pourmon, rein
entier
""""""""" munohistochimie surle  Positive pourune T
u 1 i u s :
densité forte de Tils CD8+ ;
TiLs parempchyme de la tumeur et Nen Negai Plusieurs
front d'invasion egative pour
un infiltrat FoxP3+, Macrophages
Signature de génes iti
SRS = el Microarray ou RNAseq du Non Positive;paur ung Plusieurs
immunitaire . signature IFN-y ou
transcriptome ) .
detype IFN-y de cellules T inflammées
Séquencage haut débit NGS de Non Négative pour des mutations ~ Cancerdu
Signature de génes génes sélectionnés ou génome B cathénine, JAK1/2, B2 poumon et
immunitaire entier microglobuline, SKT11 mélanome
de type mutation
Séquencage génome entier Non Positive pour des mutations ~ Mélanome
SERPINB3/4
Clonalité du TCR RNAseq du TCR Non Positive pour une )
stabilité du clonotype du TCR ~ Mélanome
5 . Sgati t
idrozyaoted Non Négative pour une perte P

HLA de classe |

Polysolver

d'hétérozygothie de l'allele
HLA-I

Table 2: Biomarqueurs potentiels prédictifs de réponses aux inhibiteurs de checkpoints
identifiés au sein du microenvironnement tumoral. Méthode de détection, Validation en essai
clinique de phase lll, association positive ou négative avec une réponse favorable aux immunothérapies
et dans quels types de cancers.
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Les observations cliniques de l'utilisation potentielle de ces facteurs en tant que biomarqueur
prédictif de réponses aux immunothérapies, ont amené les chercheurs a proposer des outils
de stratification des patients rationnalisés sur la base de la présence de plusieurs de ces
facteurs au sein du microenvironnement tumoral.

Un concept nommé Immunoscore pour la stratification des patients est venu avec l'observation
que le type, la densité et I'emplacement des cellules immunitaires au sein du site tumoral
pourrait prédire la survie de patients atteints de cancer colorectal (Galon et al., 2006, 2012).
Pour la premiere fois une classification immunitaire des tumeurs a été proposée, sur la base
de leur infiltration immunitaire, introduisant la notion de «chaud» (hautement infiltré et
inflammatoire) et de «froid» (non infiltré) (Chen and Mellman, 2017; Galon and Bruni, 2020;
Galon et al., 2012). Aujourd’hui, en plus de la composante TILs, la classification des tumeurs
integre d’autres paramétres comme I'expression de PD-L1, la signature génique, la charge
mutationnelle, la préexistence de réponses T anti-tumorale. Les tumeurs dites chaudes sont
infiltrées par des cellules immunitaires, des LT CD8, des chémokines favorisant le recrutement
des LT dans la tumeur, une signature de génes de type IFN-y, une expression de PD-L1 induite
par I'IFN-y, une expression de néoépitopes. Les tumeurs froides qui comprennent les tumeurs
« immune desert », ne sont ni inflammatoires, ni infiltrées, contiennent donc trés peu de LT
CD8, expriment peu PD-L1, et peu/pas de CMH I, ont une charge mutationnelle faible et sont
infiltrées plutdt par des cellules immunosuppressives telles que les macrophages et les MDSC
(De Guillebon et al., 2020).

Un troisiéme type de tumeur a été décrit, il s’agit des tumeurs « immune excluded », qui sont
caractérisées par un nombre important de cellules immunitaires mais qui ne pénétrent pas
dans la tumeur (Chen and Mellman, 2017; Cristescu et al., 2018) (Figure 9).

Ce type de classification rétrospective a montré que les réponses aux immunothérapies varient
en fonction du type de groupe auquel appartiennent les tumeurs. Les tumeurs chaudes étant
les plus @ méme de répondre aux immunothérapies, alors que les tumeurs froides ne
répondent pas. Les tumeurs « immune excluded » quant a elle, seraient plus susceptibles de
répondre a des stratégies thérapeutiques de combinaison (Sharma et al., 2017; Galon and
Bruni, 2019).
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Figure 9 : Classification des tumeurs selon Pinfiltrat immunitaire préexistant. Trois grandes
catégories peuvent étre identifiées : Immunité optimale (tumeurs chaudes), immunité altérée
(phénotype immunodéprimé ou exclusion des cellules immunitaires), et immunité absente (tumeurs
froides). Les cellules immunitaires et facteurs solubles sont illustrés pour ces 3 catégories (Galon and
Bruni 2020).

3. Biomarqueurs systémiques

Comme nous venons de le décrire, les principaux biomarqueurs de réponses aux inhibiteurs
de checkpoints les plus avancés pour une utilisation clinique sont issus de biopsie réalisée
avant tout traitement. Ce sont des biomarqueurs statiques qui sont difficilement évaluables de
maniére réitérative dans le temps, a la différence d’'un biomarqueur dynamique qui permettrait
de pouvoir manager le traitement. Le sang périphérique représente donc un site d’intérét pour
I'identification de biomarqueurs potentiels dynamiques et non invasifs. On distingue la encore

plusieurs types de biomarqueurs cellulaires, moléculaires et solubles.

a. LDH
Les cellules cancéreuses consomment beaucoup de glucose, impliquant une augmentation
de l'activité de 'enzyme lactate déshydrogénase (LDH) dont un taux sérique important avant
traitement est fréquemment associé a un mauvais pronostique (Zhang et al., 2015). Dans le
mélanome avancé, le taux de LDH est un puissant facteur pronostique (Balch et al., 2009).

Concernant sa valeur prédictive de réponses aux immunothérapies, il a été montré que de
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faibles taux de LDH avant traitement étaient associés a une meilleure survie sous anti-PD-1
et sous anti-CTLA-4 de patients atteints de mélanome (Weide et al., 2016; Zhao et al., 2019).

b. Les taux de lymphocytes, neutrophiles et éosinophiles, et le NLR

Il a été rapporté a plusieurs reprises qu’un taux de lymphocytes élevé avant traitement est
associé a une amélioration de la survie des patients traités par inhibiteurs de checkpoints
atteints de mélanome et cancer du poumon non a petites cellules (Manson et al., 2016; Prelaj
et al., 2019). Dans le cadre d’'une thérapie par anti-CTLA-4, 'amélioration de la survie a été
souvent rapportée comme étant associée a des valeurs faibles avant traitement de
neutrophiles, de monocytes et de fort taux d’éosinophiles (Ferrucci et al., 2016; Martens et al.,
2016; Prelaj et al., 2019). Des changements dynamiques de ces marqueurs aprées traitement
ont aussi été rapportés en lien avec des effets cliniques bénéfiques, par exemple,
laugmentation sous anti-CTLA-4 du taux de lymphocytes et du taux d’éosinophiles améliore
la survie des patients (Delyon et al., 2013; Weide et al., 2016).

Le NLR correspond au rapport du taux de neutrophiles sur le taux de lymphocytes. Son
augmentation s'est révélée comme un signe avant-coureur d'un pronostic plus sombre dans
différents cancers (Bowen et al., 2017). Dans le cadre du traitement par immunothérapie, sa
faible valeur est souvent présentée comme un facteur prédictif de réponses favorables aux
anti-CTLA4, un ratio inférieur a 5 étant associé a une augmentation de la survie globale et
sans progression de patients traités pour un mélanome métastatique (Ferrucci et al., 2015;
Nakamura et al., 2016; Moschetta et al., 2017). Une récente méta-analyse a montré qu’un
NLR élevé correspondait a de sombres survies globales et sans progressions de patients
traités par différentes immunothérapies (anti-CTLA-4, anti-PD-1 ou les deux) pour trois
cancers différents ; poumon, mélanome et cancers uro-génitaux (Sacdalan et al., 2018). Des
changements dynamiques de ce marqueur ont aussi pu étre analysés, et deux études dans le
cancer du rein et du poumon ont mis en évidence le role prédictif de la mesure du NLR sous
traitement. En effet, il a été montré qu’'une augmentation de ce taux aprés 6 semaines de
traitement par inhibiteur de checkpoint par rapport a la baseline était associée a des
diminutions de la réponse objective au traitement, de moins bonnes survies globales et sans
progression contrairement aux caractéristiques cliniques observées aprés une baisse de ce
taux (Lalani et al., 2018; Suh et al., 2018).

c. Marqueurs fonctionnels et d’activation des lymphocytes T

Plusieurs marqueurs caractérisant les lymphocytes T ont été étudiés par cytométrie en flux :
la molécule de costimulation ICOS (Inducible T cell co-stimulatory), le marqueur de
prolifération Ki67, les marqueurs d’activations CD28 et PD-1, des marqueurs de différenciation

tel que CCR7. Leur augmentation sous immunothérapie pourrait traduire I'efficacité des
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traitements. Par exemple, ICOS et Ki67 sont retrouvés surexprimés sur les lymphocytes T
CD4 et CD8 apres traitement par anti-CTLA-4 (Wang et al., 2012). En effet, sous anti-CTLA-
4, la liaison B7-CD28 permet I'activation des lymphocytes T ICOS+. Plusieurs études ont
montré que I'augmentation aprés thérapies, des cellules CD4 exprimant ICOS est associée a
une efficacité de I'anti-CTLA-4 aprés une ou deux cures (Ng Tang et al., 2013; Di Giacomo et
al., 2015).

La diminution du taux sanguin de ces marqueurs d’activation traduit surtout une baisse de
I'efficacité des thérapies associé a des rechutes. Par exemple, les patients présentant une
faible concentration de lymphocytes T CD8+ Ki67+ avant traitement présentent un risque
accru de rechute. Un faible taux de LT CD8+ naives et centrales mémoires exprimant CCR7
analysées avant traitement, est associé a un risque de récidive chez des patients atteints de
cancers de la téte et du cou (Czystowska et al., 2013).

Une autre étude a montré que les lymphocytes T CD8 PD-1+ sont retrouvés en plus grande
quantité aprés traitement par anti-PD-1 (Kamphorst et al., 2017). Dans cette étude, les patients
atteints de cancers du poumon non a petites cellules a un stade avancé et répondant
partiellement a I'anti-PD-1, présentaient a 80% des lymphocytes T CD8+ exprimant PD-1 et
Ki67 dans les 4 semaines suivant le début du traitement. En revanche, 70% des patients
présentant une progression de la maladie arboraient des taux de CD8+PD-1+Ki67+
tardivement augmentés voir pas du tout aprés traitement. Malgré la taille de la cohorte
relativement faible, 'lhypothése émise par les auteurs suggére que le blocage de la voie PD-1
conduit a I'expansion des LT CD8 PD-1+ spécifiques de tumeur, résultant en leur détection
transitoire, et serait suivie d’'une augmentation de ces cellules T spécifiques au niveau du site
tumoral constatée dans plusieurs études expliquant la réponse favorable aux traitements.
L’expression des marqueurs CD27 et CD28 qui permet de déterminer I'état de différentiation
des LT a récemment été étudié comme biomarqueur prédictif de réponse aux
immunothérapies. La présence de fort taux dans le sang de LT CD4+ tres différenciés
caractérisés phénotypiqguement par CD27-CD28""- avant traitement permet d’identifier des
patients répondeurs a une thérapie par anti-PD-1/anti-PD-L1 (Zuazo et al., 2019). Ces patients
sont également caractérisés par une forte expression de Ki67 sur les LT CD4 avant traitement.

d. Les cellules myéloides suppressives

Les cellules myéloides suppressives (MDSC) correspondent a une population hétérogene de
cellules immatures constituées de progéniteurs myéloides et qui peuvent se différencier en
macrophages, granulocytes ou cellules dendritiques (Veglia et al., 2018). Les MDSC jouent
un réle fondamental dans la résolution de l'inflammation et le maintien de ’homéostasie des
réponses immunitaires. Ce sont des cellules suppressives impliquées dans de nombreuses

situations pathologiques dont le cancer.
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Chez 'homme, on distingue deux grands types de MDSC, les MDSC monocytaires (M-MDSC)
proche des monocytes et les MDSC polymorphonucléaires (PMN-MDSC) qui ont une
morphologie et un phénotype de neutrophile. Récemment une sous-population de M-MDSC
immatures, appelée e-MDSC (« early-stage MDSC »), et représentant moins de 3%, a été
décrite comme étant composée de progéniteurs et de précurseurs myéloides (Gabrilovich,
2017).

Dans la plupart des cancers, les PMN-MDSC sont majoritaires représentant plus de 70%,
comparée au M-MDSC qui représentent a peine 20% des MDSC totales.

Du fait de I'hétérogénéité de ces cellules, et a cause du manque de marqueur spécifique, leur
caractérisation phénotypique s’avere complexe. En effet, différentes combinaisons de
marqueurs myeloides sont utilisées et les stratégies pour identifier les MDSC sont en
conséquence trés variable d’'un laboratoire & un autre (Damuzzo et al., 2015). Jusqu'a 10
phénotypes différents sont ainsi décrits pour caractériser les M-MDSC et les PMN-MDSC.
L’existence de ce grand nombre de phénotype souligne le manque de standardisation dans
ce domaine et a conduit a plusieurs programmes d’harmonisation qui ont permis récemment
de définir des marqueurs phénotypiques requis pour distinguer les sous-populations de MDSC
(Bronte et al., 2016; Mandruzzato et al., 2016; Veglia et al., 2018) (Table 3).

Ainsi, les M-MDSC, peuvent étre identifiées grace a [I'expression des marqueurs
membranaires suivants : CD14, CD11b et une faible expression de HLA-DR.

Les PMN-MDSC peuvent étre caractérisés par I'expression de : CD11b, CD15 ou CD66b, et
'absence d’expression du CD14. Récemment, un récepteur au lectine, LOX-1, lectin-type
oxidized LDL receptor 1, a été identifié comme un potentiel marqueur des PMN-MDSC pouvant
les distinguer des neutrophiles sans gradient de ficoll (Condamine et al., 2016).

Table 3: Marqueurs phénotypiques
minimaux d’identification des MDSC.
Adapté de (Bronte et al., 2016; Veglia et
al., 2018)

Type de MDSC Phénotype minimal
M-MDSC CD11b*CD14*HLA-DR"-CD15

PMN-MDSC CD14CD11b*CD15* (ou CD66b")
e-MDSC Lin (CD3/14/15/19/56) HLADRCD33*

Ces cellules sont caractérisées par un fort pouvoir immunosuppresseur qu’elles exercent sur
les acteurs de 'immunité anti-tumorale comme les NK, les LB mais surtout les LT par divers
mécanismes pouvant aboutir a la survie des cellules tumorales, I'angiogenése et l'inhibition de
l'immunité anti-tumorale. Ainsi, elles sont trés souvent associées négativement a la survie des
patients. Malgré I'hétérogénéité de phénotypes permettant de les décrire, de maniére

générale, quelque soit le sous-type, une accumulation de MDSC est retrouvée dans le sang
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de patients atteints de différents cancers (poumon, mélanome, colon, rein, thyroide,
myélome...) et est associée a un impact négatif sur la survie des patients (Vetsika et al., 2014;
Diaz-Montero et al., 2014; Angell et al., 2016; Yang et al., 2017) (Table 4). Une méta-analyse
confirme que les MDSC en quantité importante dans le sang constitue un facteur indépendant
de mauvais pronostique chez les sujets atteints de tumeurs solides (Zhang et al., 2016). Dans
le mélanome et le cancer du sein, les quantités de PMN-MDSC et de M-MDSC corrélent avec
le stade de la maladie et les métastases (Jordan et al., 2013). Les MDSC sont également
retrouvées associées a la résistance aux traitements, notamment, a la résistance a une
chimiothérapie a base de sels de platine pour des patients atteints de cancer du poumon
(Huang et al., 2013).

Phénotype MDSC Type de cancer ou le pronostique est défavorable
CD14+HLA-DRlow/- Mélanome: Téte et gou, Poumon, Foie, Rein, Vessie,
Cancers hématologiques, Gastro-intestinaux
CD14+IL-4Ra+ Mélanome, Rein, Cancers gastro-intestinaux
O
é CD14+HLA-DR-L-4Ra+ Glioblastome
= CD34+CD14+CD11b+CD33+ Cancer de |‘Ovaire‘ poumon
CD11b+CD14+CD33+ .
Cancer du rein
CD33+HLADR-
Lin-HLADR-CD33+CD11b+ Mélanome, Cancers gastro-intestinaux
CD14-CD15+
o CD11b+CD14-CD33+ Cancers téte et cou, poumon, hématologiques
é’ CD33+HLADR-CD15+ Cancers gastro-intestinaux, rein
= |CD15+IL-4Ra+ Mélanome, Rein, Cancers gastro-intestinaux
=
o CD11b+CD15+CD66b+ Cancer du rein
CD11b+CD14-CD15+ Cancer du rein, téte et cou, poumon, vessie et urtére
CD11b+CD15+ Cancer du pancrés

Table 4 : Association entre plusieurs phénotypes de MDSC et le pronostique des patients
atteints de cancer. Différents phénotypes caractérisant les M-MDSC et les PMN-MDSC ont été décrits
comme étant de mauvais pronostique dans plusieurs cancers. Adapté de (Solito et al., 2014)

Etant donné leur forte association négative avec la survie des patients, leur valeur prédictive
de réponse aux immunothérapies a été étudiée dans plusieurs études. Ces études ont
rapporté que des taux relativement faibles de MDSC mesurés avant traitement corrélent a une
meilleure survie des patients traités par inhibiteurs de checkpoints (Kitano et al., 2014; Meyer
et al., 2014; Martens et al., 2016). Chez des patients atteints de cancer du poumon non a
petites cellules, les M-MDSC présentes en quantité élevée avant traitement sont associées a
une mauvaise survie des patients traités par nivolumab (Delaunay et al., 2018). En revanche
aucun impact pronostique n’a été identifié avec le taux de PMN-MDSC ou e-MDSC. Une autre

43



étude a pourtant montré que les taux de PMN-MDSC exprimant LOX-1 étaient en quantité plus

faibles chez les patients de cancers du poumon répondeurs a I'anti-PD-1 (Kim et al., 2019).

e. _Les cytokines
Les cytokines inflammatoires, ou de type activatrices produites par les L T cytotoxiques et Th1

(IFN-y, TNF-a), les cytokines inhibitrices (TGF-B et IL-10) ou encore les cytokines pro-
angiogéniques peuvent étre étudiées en tant que biomarqueur potentiel de réponse aux
immunothérapies. Par exemple, il a été montré que I'lFN-y, I'lL-18 et la chimiokine inductible
par 'lFN-y, ITAC, qui attire les LT activés étaient augmentés lors d’une thérapie anti-PD-L1.
Cependant, aucune association n’est retrouvée avec l'efficacité clinique (Herbst et al., 2014;
Powles et al., 2014).

Une étude récente a démontré la valeur prédictive d'un niveau élevé de I'lL-8 plasmatique
associée a l'efficacité de I'immunothérapie. Une diminution rapide de I'lL-8 circulante aprés le
début du traitement a été observée chez les répondeurs a l'immunothérapie dans une petite
cohorte de patients atteints de mélanome et de cancer du poumon non a petites cellules
(Sanmamed et al., 2017).

En outre, il a été rapporté que des concentrations sériques élevées avant traitement
d'angiopoiétine-2 étaient corrélées avec une survie inférieure chez les patients atteints de
mélanome traités par inhibiteurs de checkpoints. Cependant, cet effet n'a atteint une valeur
significative uniquement chez les patients traités par ipilimumab en association avec le
bevacizumab (anticorps anti-VEGF), mais pas chez les patients traités par ipilimumab seul
(Wu et al., 2017). Ainsiles cytokines, intervenant dans I'activation ou l'inhibition de la réponse
immunitaire anti-tumorale, ont probablement un impact sur la réponse aux immunothérapies,
mais leurs actions sont complexes et ne sont pas encore clairement identifiées en tant que

biomarqueur.

f. PD-L1 soluble
Dans le sang, on trouve le PD-L1 sous différentes formes, il peut étre soluble ou extracellulaire,
exprimé a la surface des exosomes et des microvésicules. Des niveaux élevés de PD-L1
soluble (sPDL1) ont été associés a un pronostic plus sombre dans plusieurs types de cancers
tels que les cancers du rein, myélome multiple, lymphome B, cancer du poumon, et
hépatocarcinome (Zhu and Lang, 2017). Les patients dont les concentrations de sPD-L1 avant
traitement étaient les plus élevées avaient tendance a présenter une maladie rapidement
évolutive apres un traitement a base d'ipilimumab. Les augmentations de sPD-L1 aprés 5 mois
de traitement anti-PD-1 et anti-CTLA-4 étaient corrélées a des réponses partielles chez les

patients atteints de mélanome (Zhou et al., 2017).
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g. Les exosomes

Les exosomes sont des nano-vésicules extracellulaires dont la taille varie de 40 a 100nm. On
sait maintenant qu’elles influencent le systéme immunitaire et 'environnement extracellulaire
car elles transportent des molécules actives comme des protéines et acides nucléiques
spécifiques du tissus dont elles sont originaires (Chaput and Théry, 2011). A leur surface, les
exosomes expriment des protéines qui sont cruciales pour la signalisation des lymphocytes T
comme les molécules du CMH (Daassi et al., 2020).

Les exosomes peuvent exprimer PD-L1 et sont ainsi capable de supprimer les réponses T
anti-tumorales. Par conséquent, il a été démontré que des concentrations plus élevées de PD-
L1 exosomale avant un traitement anti-PD-1 étaient associées a un pronostic défavorable chez
les patients atteints de mélanome (Chen et al., 2018; Poggio et al., 2019). L’augmentation des
exosomes exprimant PD-L1 aprés 2 mois d’'immunothérapie correspond aux patients qui vont
pouvoir répondre au traitement (Chen et al., 2018). En effet, le blocage de la voie PD-1
augmente la production d'IFN-y par les cellules T PD1* CD8* et cet IFN-y induit a son tour
I'expression de PD-L1 par diverses cellules dans le microenvironnement tumoral; cependant,
cette expression accrue de PD-L1 ne devrait pas étre inhibitrice car les thérapies anti-PD-1
bloquent toute interaction entre PD-1 et PD-L1.

h. ADN tumoral circulant

L’ADN tumoral circulant (ctDNA ,circulating tumor DNA ou cfDNA, cell free DNA) permet
d’identifier des altérations génétiques spécifiques de la tumeur, telles que les mutations
somatiques, la perte d’hétérozygotie, les fusions de génes, la variation du nombre de copies
de genes et les changements de méthylation de 'ADN (Snyder et al., 2019). L’ADN tumoral
circulant est analysé par séquencage a partir de plasma ne contenant pas de leucocytes. Les
mutations drivers telles que EGFR, KRAS, Braff, peuvent étre identifiées a partir de ctDNA.
Ce test est utilisé en pratique courante dans le cadre du diagnostic et du suivi des thérapies
ciblées dans plusieurs types de cancers (Merker et al.,, 2018). Il a été montré dans le
mélanome et le cancer colorectal, que le niveau de ctDNA mesuré dans le plasma augmentait
en fonction de la charge tumorale et pouvait prédire la récidive des patients aprés traitement
(Lipson et al., 2014; Tie et al., 2015; Santiago-Walker et al., 2016). Des études portant sur des
patients traités par anti-PD-1 ou anti-CTLA-4 ont rapporté qu’un niveau élevé de ctDNA avant
thérapie et qui était maintenu pendant le traitement, était associé aux plus mauvaises
caractéristiques cliniques en terme de survie globale et de survie sans progression des
patients (Cabel et al., 2017; Lee et al., 2017).

De maniere intéressante, le TMB peut aussi étre identifié a partir de ctDNA, représentant un
outil intéressant pour avoir accés de maniére simplifiée a la charge mutationnelle. Récemment,

il a été montré I'existence d’'une corrélation entre la charge mutationnelle mesurée dans la
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tumeur et dans le sang de patients atteints de cancers bronchiques non a petites cellules
(Gandara et al., 2018; Wang et al., 2019b). Les auteurs ont montré chez ces cohortes
rétrospectives, que le TMB mesuré dans le plasma était associé au bénéfice clinique sous

traitement par atezolizumab.

i. Diversité du TCR

Dans le sang, il a été montré qu’'une immunothérapie a base d’anti-CTLA-4 entraine une

by

diversification du répertoire TCR, laquelle est associée a une réponse au traitement. La
stabilité des clones apreés immunothérapie correspond a de meilleures survies, ce qui a été
également montré dans la tumeur (Cha et al., 2014; Tumeh et al., 2014).

Malgré de nombreuses associations entre la mesure de ces facteurs sanguins et la réponse
clinique des patients sous immunothérapie, aucun n’est a ce jour validé pour une utilisation en

clinique (Table 5).

idati i clini Association avec une Type de
Biomarqueur Méthodes Val'dat";" e?l essai clinique réponse clinlque favorable matériel
e phase lll P q biologique
ADN tumoral circulant S?quelnq:ag’e de gene? Non Negapve !:)our an Plasma
sélectionnés ou du génome taux élevé avant IT
Taux de o ) N Positive pour un SarciiEal
lymphocytes, Numération sanguine on NLR peu élevé avant IT angtol
éosinophyles, NLR
o Positvepourun Sang/fotal
LT eEiiEs Cytométrie en flux Ly taux de CD4+ICOS+ élevé PBMC
avant IT
iul Négative pour un s |
Cellules £is Non HVE | ang tota
immunosuppressives Gytametieianfiie taux élevé avant IT PBMC
Positive pour un
Cytokines ELISA, Multiplex, Luminex Non taux élevé d'IFN-y, IL-18, ITAC Shrut
Négative pour un
taux élevé de TGF-B
LDH Dosage enzymatique Non NégaFive POUT un Sérum
taux élevé de LDH
, Positi
Diversité du TCR ImmunTraCeR Non ositlve pour une Sang total

diversité du TCR riche

Table 5: Biomarqueurs potentiels prédictifs de réponses aux inhibiteurs de checkpoints
identifiés au sein du compartiment sanguin. Méthode de détection, validation en essai clinique de
phase lll, association positive ou négative avec une réponse favorable aux immunothérapies et dans
quels types de cancers.
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4. Le microbiote

Le microbiote constitue une interface entre I'environnement, le régime alimentaire, 'immunité
de I'héte, et 'immunité anti-tumorale. Le microbiote intestinal est beaucoup étudié depuis ces
dernieres années et notamment plusieurs études ont montré une association entre la présence
de certaines bactéries intestinales et la réponse aux inhibiteurs de checkpoints (Chaput et al.,
2017; Gopalakrishnan et al., 2018; Matson et al., 2018; Routy et al., 2018). Les différentes
espéces de bactéries commensales n’ont pas le méme impact sur le statut répondeur ou non
des patients traités par immunothérapies (Chaput et al., 2017). Ainsi, les bactéroides seraient
enrichies chez les non répondeurs, alors que les ruminococus ou les firmicutes et notamment
les bactéries de type Akkermansia muciniphila seraient associées aux patients qui répondent
aux inhibiteurs de checkpoints (Chaput et al., 2017; Routy et al., 2018). De plus, la diversité
accrue du microbiote, indépendamment de l'identité de I'espece de bactérie, a été associée
avec une réponse améliorée aux immunothérapies. A I'heure actuelle, les mécanismes précis
des interactions qui modulent la réponse aux immunothérapies restent encore tres
hypothétiques et doivent encore étre élucidés mais il est possible que l'existence de
mimétisme moléculaire entre les motifs antigéniques des bactéries et les néo-antigenes
tumoraux puisse expliquer une meilleure réponse immunitaire anti-tumorale face a certaines
bactéries (Vétizou et al., 2015). La compréhension de ces interactions pourrait permettre de
modifier la flore intestinale d’'un patient afin de favoriser ses chances de répondre aux

immunothérapies.

5. Evolution vers un biomarqueur composite

Comme ainsi constaté, aussi bien dans le TME que dans le compartiment sanguin, une
multitude de facteurs ont été étudiés pour leur valeur prédictive de réponse aux
immunothérapies. Néanmoins, a ce jour, seule I'expression de PD-L1 est utilisée en clinique.
Pour les autres biomarqueurs bien que I'existence d'un lien entre leur présence avec la
réponse aux traitements soit démontrée dans certaines études, plusieurs problématiques ne
permettent pas a ce jour de les déployer en pratique :

- absence de validation prospective mais identification rétrospective sur des petits groupes
de patients issus d’essai clinique

- valeur pronostique faible

- standardisation difficile

- Applicabilité a la pratique clinique compliquée
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Cette longue liste de potentiels biomarqueurs s’agrandissant sans cesse, refléte la complexité
de la réponse immunitaire anti-tumorale. En effet, dans un contexte tumoral multifactoriel,
associant des données relatives a la tumeur et son microenvironnement, a I'’h6te et a son
immunité, l'intérét d’'un biomarqueur composite associant plusieurs biomarqueurs se
positionne maintenant dans les perspectives futures.

Etant donné la faible valeur prédictive négative du PD-L1, plusieurs études se sont intéressées
a le combiner avec un autre biomarqueur. Par exemple, dans le cancer bronchique, la
combinaison de I'évaluation de I'expression de PD-L1 avec les TIL CD8*en tant que signature
prédictive de la réponse aux immunothérapies semble surpasser la valeur prédictive de
réponse de ces deux biomarqueurs analysés séparément (Fumet et al., 2018). En outre, en
associant le taux de PD-L1 au taux de mutation TMB, il est possible d’obtenir une valeur de
prédiction de réponse plus forte, d’autant que ces deux biomarqueurs ne sont pas corrélés
entre eux (Ready et al., 2019).

De plus, il devient évident que pour pallier aux limites liées aux biomarqueurs statiques, leur
combinaison avec des biomarqueurs pouvant étre réitérés dans le temps, permettrait un suivi
dynamique du statut immunitaire des patients. Ensemble, les biomarqueurs statiques et
systémiques pourraient augmenter le pouvoir de sélection des patients répondeurs (tumeur
chaude, peu de cellules immunosuppressives circulantes, et expression de marqueur
d’activation) ou au contraire identifier les patients réfractaires. Aussi, I'analyse de la signature
immunitaire adaptative dans des échantillons prélevés au cours du traitement (biomarqueur
systémique) pourrait permettre d’orienter le traitement différemment, de le poursuivre ou de

larréter (immunosuppression tres forte, immunité T trop faible...) (Figure 10).

Cancer Figure 10 : Intérét de la combinaison
Biomarqueurs statiques des biomarqueurs statiques et
r ' - dynamiques dans la prise en charge
thérapeutique des patients atteints
Biomarqueurs de cancers : scénarios de réponses.
dynamiques Le traitement est initié sur la base de
'analyse des biomarqueurs statiques et
\ dynamiques, puis le traitement est
\__ Pointde adapté sur la base des biomarqueurs
— ) basculement dynamiques, modifiant ainsi la réponse
\ thérapeutique des patients (exemple
patients 2 et 4). Le patient 1 a une
résistance intrinséque et ne présente
aucune réponse au traitement. Adapté

de (Lesterhuis et al., 2017)

Etat du tissus

o Tissus normal
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Dans ce sens, I'équipe de Blank, a émis I'hypothése d'un concept appelé « cancer
immunogramme » qui prend en compte I'analyse de 7 paramétres différents (associés au TME
ou systémiques) pour visualiser le statut dynamique des interactions immunitaires d’'un patient,
afin d’établir un score qui permettrait d’adapter la stratégie thérapeutique (Figure 11) (Blank et
al., 2016). Sur cette base, d’autres équipes ont développé leur propre immunogramme en
considérant d’autres paramétres, par exemple, une étude a évalué les parameétres
immunologiques impliqués dans les différentes étapes du cycle de la réponses anti-tumorale
chez 20 patients atteints de cancer du poumon (Karasaki et al., 2017).

En conclusion, méme si le cancer immunogramme reste pour l'instant a son état de concept,
il ouvre les perspectives de la combinaison entre les différents types de biomarqueurs,

remettant fortement en cause I'avenir d’'un biomarqueur seul et unique.

Tumeur "étrangére”
™B

Sensibilité de la tumeur aux
effecteurs immuns
Expression du CMH,

sensibilité IFN-y

Statut immunitaire général
Taux de lymphocytes

Infiltration cellule
immunitaire
TiLs

Absence d'inhibiteurs du
méatbolisme tumoral
LDH

Absence d'inhibiteurs Absence de checkpoints
solubles PD-L7
IL-6, CRP

Figure 11 : Le cancer immunogramme. Radar plot de 7 parametres représentant des biomarqueurs
du TME ou systémiques. La caractérisation de I'ensemble de ces biomarqueurs chez un patient
permettrait de tracer une ligne dans le cercle connectant les 7 valeurs et représentant I'état immunitaire
d’'un patient. La couleur bleue correspond aux états les plus bénéfiques alors que le rouge correspond
aux états indésirables. Adapté de (Blank et al., 2016).
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Il.Outils d’analyse des réponses T spécifiques
d’antigenes de tumeurs dans le sang

A. Sang périphérique, carrefour de circulation des cellules immunitaires

Le cycle de la réponse immunitaire anti-tumorale ou « Cancer-Immunity cycle » en anglais, est
défini comme une série d'événements fonctionnels nécessaires a l'aboutissement d’un
contrdle efficace de la croissance du cancer par le systéme immunitaire (Chen and Mellman,
2013) (Figure 12). L’'activation d’'une réponse immunitaire appropriée est un processus
extrémement orchestré, essentiel au maintien de la tolérance et a la protection contre les
Iésions tissulaires induites par le systéme immunitaire.

Le processus est d’abord initi€ au niveau de la tumeur via la libération d’antigenes générés
par les cellules tumorales (étape 1). Les antigeénes de tumeurs sont ensuite capturés par les
cellules dendritiques qui, lors de la migration vers les ganglions lymphatiques, présentent les
antigénes capturés sous la forme de peptides fixés aux molécules HLA de classe | et de classe
Il aux lymphocytes T (étape 2). Il en résulte une activation des effecteurs de la réponse T
contre les antigenes de tumeurs (étape 3). Ces cellules activées vont rejoindre la circulation
sanguine puis attirées par un gradient de chimiokines vont atteindre le site tumoral (étape 4)
ou elles vont pouvoir s’infiltrer dans la tumeur (étape 5). Ces lymphocytes T activés vont
pouvoir reconnaitre et lier les cellules tumorales par une interaction avec leur TCR et 'antigéne
en question présenté par le CMH (étape 6). La synapse immunologique va étre renforcée par
les molécules d’adhésions. Les cellules cancéreuse cibles sont ensuite éliminées par
différents mécanismes faisant intervenir des cytokines comme ['IFN-y, des couples de
récepteurs/ligands et le systéme perforine/granzyme (étape 7). La mort de ces cellules
cancéreuses entraine le relargage d’autres antigéenes de tumeurs, ré-initiant le cycle de la
réponse et permettant a chaque cycle d’augmenter la diversité et l'intensité des réponses
immunitaires.

Les étapes de ce cycle sont contrélées par de nombreux événements activateurs et inhibiteurs
qui régulent les réponses T anti-tumorales, et lorsque I'équilibre entre ces facteurs est rompu,
la balance va pencher en faveur de la prolifération tumorale.

Intervenant dans toutes les étapes du cycle, les lymphocytes T au cceur de I'induction de la
réponse anti-tumorale sont détectables au niveau de trois compartiments : la tumeur, le sang
et les ganglions (Chen and Mellman, 2017). Un processus dynamique existerait entre ces trois
compartiments (Figure 12). Plusieurs études soutiennent cette hypothése, en effet, il a

recemment été montré que certains clones T identifiés dans la tumeur pouvaient étre retrouvés
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également au niveau du sang (Huang et al., 2017; Guo et al., 2018). Le sang pourrait donc
étre un reflet de ce qu’il se passe au niveau de la tumeur. Dans ce sens, I'analyse de la
réponses T spécifique d’antigenes de tumeurs mesurée dans le sang constitue un potentiel

biomarqueur systémique attractif.

Etape 4
_ Trafficking des LT

Etape 3
Priming et ;
activation des LT/

b Etape 5
M @& |nfiltration tumorale
& /deslT

Etape 2 I a. E

Présentation des

antigénes tumoraux \ °
[ ®

| Etape 6
/ Reconnaissance des
cellules tumorales

Etape 1 ' T N ~Etape 7

Relargage des Lyse des cellules
antigénes tumoraux tumorales

Figure 12 : Le cycle de la réponse T anti-tumorale. Le cycle est caractérisé par 7 étapes consécutives
qui se répétent et ménent a I'établissement de la réponse T anti-tumorale. Un processus dynamique
existe entre la tumeur, a 'origine de I'activation des LT au niveau du ganglion, la migration des LT des
ganglions vers le sang, leur infiltration dans la tumeur et leur efflux vers le sang.

Adapté de (Chen and Mellman 2013 et 2017)

B. Les antigénes associés aux tumeurs

L’existence d’'une réponse immunitaire anti-tumorale spécifique du cancer repose sur la
présence d’antigénes de tumeurs surexprimés par les cellules tumorales et reconnus
spécifiguement par les lymphocytes T (DuPage et al., 2011, 2012).

Les antigénes de tumeurs sont exprimés par les cellules cancéreuses qui lorsqu’elles
subissent une transformation maligne, acquiérent souvent des antigénes associés a la tumeur

(TAA, tumor associated antigens) qui résultent soit de mutation de genes codant pour des
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protéines (qui créent des néo-antigénes) soit d’altération épigénétiques (menant a une
expression ectopique d’antigénes qui sont normalement exprimé durant le développement
embryonnaire ou dans les testicules) (Fridman et al., 2017). Le premier antigéne de tumeur a
été découvert en 1991 par I'équipe de Thierry Boon (van der Bruggen et al., 1991), qui a
montré que MAGE-A1 pouvait étre reconnu par les lymphocytes T CD8 d’un patient atteint de
mélanome. Ce n’est ensuite que 8 ans plus tard, que le premier antigéne reconnu par des
lymphocytes T CD4 a été décrit (Wang et al., 1999). Depuis, de nombreux autres TAA ont pu
étre identifiés dans la plupart des cancers humains (Vigneron and Stroobant, 2013).

Les antigénes de tumeurs peuvent étre regroupés en difféerentes familles selon des critéres
d’expression dans les tumeurs et les tissus sains, et en fonction de la nature des épitopes

issus de ces antigenes. On peut les classer en 5 grandes familles.

1. Les antigénes cancer/testis

Les antigenes du groupe cancer/testis ou cancer/germline sont codés par des genes de la
ligne germinale. lls sont ainsi exprimés dans les cellules germinales durant le développement
foetal et sont ré-exprimés dans différents types de cancers mais le plus souvent leur expression
est limitée (ou réduite) dans les tissus normaux adultes. Les antigenes cancer/testis sont
considérés comme des antigénes partagés ou publics car leur expression est partagée par
différents types histologiques de cancers. Ce groupe contient de nombreux antigénes, qui sont
classés en famille, parmi elles, la famille des génes MAGE qui contient a elle seule 25 génes
et qui, avec I'antigéne NYESO-1, représentent deux exemples d’antigénes trés bien étudié
(Coulie et al., 2014). Ces antigénes sont connus pour leur grande immunogénicité capables
d’induire des réponses T et des réponses B (Lim et al., 2012). lls présentent un faible risque
d’auto-immunité car les cellules germinales n’expriment pas ou trés faiblement les molécules
HLA de classe | (Simpson et al., 2005). Leur expression est différente entre les cancers,
certains cancers comme le cancer de la vessie, mélanome, ovaire et poumon ont une forte
expression de ces antigeénes, alors que d’autres expriment des niveaux intermédiaires voir

faibles (cancers du rein et du colon) (Salmaninejad et al., 2016).

2. Les antigénes de différenciation

Les antigenes de différentiation sont issus de génes de différenciation exprimés de fagon
limitée par les tissus sains, mais surexprimés ou amplifiés dans les tissus cancéreux

correspondants. lls représentent un groupe trés diversifié de protéines, de glycoprotéines et
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de glycolipides. La tyrosinase, Melan-A/MART-1 et gp100 sont des exemples d’antigénes de
différenciation du mélanome (Cox et al., 1994; Bakker et al., 1995; Kawakami et al., 1994). Le
plus étudié est Melan-A/MART-1, reconnu pour son immunogénicité, contre lequel les
réponses T spécifiques sont reportées dans 10 a 75% des patients atteints de mélanome
(Nagorsen et al., 2003). Le groupe des antigénes de différentiation comprend également des
antigénes issus de la prostate, 'antigéne prostatique spécifique (PSA) et la phosphatase acide
prostatique (PAP), qui sont surexprimés par la tumeur. De plus, I'expression de plusieurs
antigénes oncofcetaux semblent augmenter dans de nombreux tissus cancéreux adultes,
notamment, I'antigéne carcinoembryonnaire CEA qui est fortement exprimé dans le cancer du
cblon. Plusieurs antigénes de ce groupe ont été utilisés comme cible thérapeutique dans de
nombreux essais cliniques, mais s’agissant d’antigéne du soi, un éventuel risque d’auto-

immunité existe et a été constaté a plusieurs reprises avec le CEA (Parkhurst et al., 2011).

3. Les antigénes surexprimés

Les antigenes surexprimés sont présents en plus forte quantité dans la tumeur par rapport aux
cellules saines qui les expriment également. Ce groupe englobe plusieurs antigénes parmi
lesquels on peut citer les protéines anti-apoptotiques (survivine), les protéines suppresseurs
de tumeurs (p53), la télomérase (développée dans la partie 1V). Suivant le type de tumeur, ils
sont surexprimés a différents niveaux par les cellules tumorales. Par exemple, tandis que la
télomérase est surexprimée chez plus de 90% des cancers humains (Shay and Bacchetti,
1997), 'oncogéne HER2/neu est surexprimé dans 20 a 25% des cancers du sein (Goebel et
al., 2002). lls ont la spécificité de conférer la plupart du temps un avantage essentiel a la survie
des cellules tumorales, cela fait partie des mécanismes d’échappement de la tumeur au
systeme immunitaire (Parmiani et al., 2007). Leur surexpression dans le tissu tumoral par
rapport au tissus sain est également variable entre les antigénes. Le facteur de transcription
WT-1 est exprimé de 10 a 1000 fois plus dans les cellules leucémiques que dans les cellules
normales (Cilloni et al., 2002). C’est cette différence de niveau d’expression entre les cellules
tumorales et les cellules normales qui est responsable de la mise en place d’une réponse

lymphocytaire T spécifique contre I'antigéne.

4. Les antigénes mutés et les néoantigénes

Les antigénes mutés et les néoantigénes sont issus de mutations synonymes et d’altérations
génétiques accumulées par les cellules tumorales au cours de la cancérogénése. Les

antigénes mutés correspondent a des mutations drivers qui comprennent des mutations
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inactivatrices des génes suppresseurs de tumeurs et des mutations activatrices dans les
oncogenes (HER2, ALK, ROS-1, EGFR ou KRAS). En général, ces mutations sont
essentielles a la croissance tumorale et sont partagées par plusieurs types de tumeurs
(Heemskerk et al., 2012).

Les néoantigénes, quant a eux proviennent pour la plupart de mutation unique (Ward et al.,
2016; Yarchoan et al., 2017b). Ces mutations qui altérent la séquence codante, sont la cause
de l'expression de protéines mutées par les cellules cancéreuses uniguement. De plus,
comme ces antigenes ne sont pas présents dans les cellules normales, ils sont protégés des
mécanismes de tolérance périphérique et centrale (Schumacher and Schreiber, 2015).
L’identification de ces néoantigénes nécessite le séquencage du génome entier de chaque
tumeur individuelle afin d'identifier les génes mutés et de sélectionner les peptides dont les
motifs devraient étre présentés par les alleles HLA du patient. Il a été montré que ces
néoantigénes pouvaient étre reconnus par les lymphocytes T (Robbins et al., 2013; Linnemann
et al., 2015). Néanmoins, seule une petite fraction de ces peptides mutés est en effet
présentée par le CMH. De plus, la fréquence des mutations et donc le potentiel de
néoantigénicité des tumeurs difféere dramatiquement entre les différents types de cancers ainsi
qu’entre les patients eux-mémes (Schumacher and Schreiber, 2015). L'hétérogénéité
génétique au sein des tumeurs peut rendre une partie des cellules tumorales moins
dépendante d'une mutation oncogéne donnée, I'expression de ces néoantigénes peut donc
étre perdue au cours du temps (Gerlinger et al., 2012). Bien que les immunothérapies
personnalisées a base de néoantigénes sont techniquement possible, cette approche est de
telle envergure qu'il est pour l'instant difficilement envisageable de I'utiliser pour une thérapie

a large échelle.

5. Les antigénes viraux

Les antigénes viraux sont dérivés de virus associés aux tumeurs (virus Epstein Barr,
papillomavirus, virus des hépatite B et C). Les tumeurs viro-induites représentent 10 a 15%
des cancers humains. Les protéines virales sont produites au sein de la cellule tumorale et
donnent lieues a des peptides antigéniques qui peuvent étre reconnus par les lymphocytes T.
Dans le cas du virus HPV, les protéines virales E6 et E7 sont exprimées continuellement au
cours de l'infection associée au cancer du col de I'utérus et du canal anal et sont impliquées

dans la tumorigénese, ce qui les rend a priori indispensable pour le virus (Tindle, 1996).

54



Type d'antigénes Exemples Expression tumorale Expression tissus normal
. MAGE, RAGE, GAGE, mélanome, lymphome, myélome, Cellules germinales,
D Cancer/testis . . )
o NYESO-1 poumon, vessie, colon, sein placenta, cellules ovarienne
<
= Mélanome .
< Melan-A/MART-1, gp100 Mélanocytes, prostate, colon
a e Cancer de la prostate . R
n Différentiation PSA, PAP, PSMA tissus épithélial
w ) Cancer du colon
z CEA, mamaglobine-A .
= Cancer du sein
E - Oeophage, foie, pancréas, o .
> L, Her2/neu, p53, TERT, survivine, . . . Ubiquitaire a de faibles
= Surexprimés colon, sein, ovaire, vessie, prostate, .
WT-1 niveaux
lymphomes

O 7
2 HPV E6/E7 Col de I'utérus, canal anal, ORL
g Viraux HBV, HCV Hepatocarcinome, Absent
8 EBV Lymphome de burkitt
(%] . .
z Mutés o B-cathénine Mélanome, foie
i u u 4
g Neommon Kras Poumon, colon, pancréas Absent
<Z( 8 EGFR Poumon

Table 6 : Les cinq grandes familles d’antigénes de tumeurs. Exemples d’antigénes de tumeur pour
chaque famille et expression dans la tumeur et dans le tissu sain. Adapté de (Buonaguro et al., 2011;
Tartour et al., 2011).

C. Les techniques de détection des réponses T spécifiques d’antigénes de

tumeurs dans le sang

Les T spécifiques d’antigenes de tumeurs ont été détectés dans le sang de patients depuis la
découverte des premiers antigenes de tumeur en 1991 par T Boon et son équipe (Coulie et
al., 2014). Durant les années qui ont suivi, plusieurs stratégies ont été développées dans le
but d’identifier des antigénes de tumeurs, de déterminer leur immunogénicité et d’analyser les
réponses T capables de les reconnaitre, justifiant une possible utilisation en thérapeutique. En
répertoriant une liste non exhaustive d’environ soixante-dix études s’étant intéressée a la
réponse T spécifiques naturelle contre différents antigénes tumoraux dans le sang de patients
atteints de cancer, on peut constater que les techniques majoritairement utilisées dans ces
études sont 'ELISpot, le marquage des cytokines intracellulaires (ICS) et les multiméres de
peptide de CMH (p-MHC). La prolifération ainsi que les dosages de cytokines par ELISA sont
trés rarement employés (Annexe 1 et Figure 13).

Nous allons détailler ces trois principales méthodes ci-dessous et présenter leurs avantages
et limites dans la détection des réponses T anti-tumorales spécifiques d’antigénes de tumeurs.
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40 A
Figure 13 : Méthodes utilisées pour I’analyse

des réponses T spécifiques d’antigénes de
tumeur chez des patients atteints de
cancers. Fréquence des méthodes utilisées
dans les études listées en annexe 1 ayant
analysé les réponses T circulantes spécifiques
de TAA avant tout traitement et non dans un but
d’identification peptidique.
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1. Les multimeéres p-MHC

«Tétramére» est le terme courant utilisé pour désigner des molécules HLA multimérisées (de
classe | ou Il) portant un peptide spécifique et marquées avec une sonde fluorescente. Cette
méthode a été initialement mise en place pour étudier les réponses T CD8 spécifiques de virus
dans le cadre des infections virales (Altman et al., 1996). Elle a ensuite été développée pour
analyser les réponses lymphocytaires T notamment T CD8 spécifiques d’antigénes tumoraux
dans des essais de vaccins anti-cancer et d'immunothérapies, en particulier chez des patients

atteints de mélanome et de leucémies myéloides chroniques (Davis et al., 2011).

a. Principe
Les multiméres peptide-MHC constituent une méthode d’analyse directe des LT basée sur la
capacité du récepteur du LT (TCR) a reconnaitre un peptide antigénique présenté sur une
molécule HLA.
Il existe donc deux grands types de multiméres, ceux qui sont composés de molécules HLA
de classe | permettant la reconnaissance de lymphocytes T CD8 et ceux reconnaissant les
lymphocytes T CD4, qui sont composés des molécules HLA de classe Il (Figure 14).

Multiméres du CMH de classe |
Les multiméres de classe | sont les plus répandus. lls sont constitués d’'un complexe molécules
CMH HLA de classe |-peptide composé d’'une chaine légere invariante (B2-microglobuline),
une chaine lourde polymorphe et un peptide.
Le format le plus classique et le plus courant du multimere de classe | consiste en un complexe

de 4 monomeres de CMH recombinante qui sont byotinylés et qui vont pouvoir se lier a la
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strepatvidine (tétramere) (Altman et al., 1996) (Figure 14). L'utilisation d’une streptavidine
conjuguée a une molécule fluorescente va permettre la détection de ce complexe par
cytométrie en flux.

La plupart des fluorochromes utilisés pour marquer les tétrameres sont la phycoérythrine (PE)
et I'allophycocyanine (APC), choisis pour leur brillance et pour leur qualité de marquage. Du
fait de leur instabilité, les molécules du CMH doivent étre multimérisées pour augmenter leur
demi-vie. Il existe donc des variantes dans la multimérisation de ces molécules, cela peut étre
des dimeéres, des streptameéres, des pentameéres et plus récemment décrits les dextraméres
(complexes du CMH fixés a un squelette de dextrane) et les dodecameéres (Dolton et al., 2014;
Huang et al.,, 2016). Les dodecameres sont constitués d’une protéine centrale liee a 4
molécules de streptavidine, elle-méme composé de 3 molécules de CMH soit au total 12
molécules de CMH, ce dodécamere présente une forte sensibilité avec une forte avidité et une
demie vie prolongée.

La construction de tétrameres, tres fastidieuse a ses débuts, a subi de profondes
améliorations, I'équipe de T. Schumacher, a notamment introduit I'utilisation de peptides
photolabiles, sensibles aux UV qui, aprés exposition a une lumiére de 350nm, sont clivés. La
structure du complexe CMH n’est pas endommagée par cette exposition aux UV et peut de
nouveau lier un autre peptide (Rodenko et al., 2006). Cela permet de créer plus facilement de
nombreux multiméres différents.

Aujourd’hui de nombreux multiméres de classe | sont disponibles dans le commerce mais de
nombreuses équipes fabriquent eux-mémes leurs tétrameres. La question de la stabilité des
multimeéres « fait-maison » est a prendre en considération, et plus particulierement lors d’'une
analyse des réponses T spécifiques sur une longue période (Gouttefangeas et al., 2019). Des
recommandations concernant les procédures de cryopréservation des multiméres ont été
établies a la suite d’expériences menées dans trois laboratoires différents et soulignent I'intérét
d’'une congélation en glycérol en évitant les cycles répétitifs de congélation-décongélation
(Hadrup et al., 2015).

Multimeres du CMH de classe Il
Les multimeres de CMH de classe Il, contrairement a ceux de classe |, sont formés d’'un
hétérodimeére composé de deux chaines distinctes qui forment le sillon de liaison a I'antigéne,
rendant leur construction beaucoup plus délicate (Wooldridge et al., 2009) (Figure 14). Du fait
des difficultés techniques lors de leur production, ces multimeéres sont beaucoup moins
répandus que les multiméres de classe . Néanmoins, depuis leur découverte, des progrés ont
été fait au niveau de leur construction permettant d’améliorer les rendements et la stabilité des
multimeres pMHC |l (stabilisation des chaines a et B par ajout d’'un motif leucine-zipper a la

place des domaines transmembranaire et cytoplasmique, ajout d'un tag histidine His en C-
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terminal, pour purifier les complexes,...) (Vollers and Stern, 2008; Ayyoub et al., 2010; Schmidt
et al., 2013).
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Figure 14 : Schématisation de la fabrication d’un tétramére de classe | et de classe II.

b. Méthode

Les multimeres p-MHC sont liés a des fluorochromes, de ce fait leur utilisation repose sur la
cytométrie en flux conventionnelle. En général, le marquage de multiméres se fait a partir de
PBMC. 1 a 3 millions de PBMC sont incubés avec les tétraméres pendant 1 a 2h a 37°C ou a
température ambiante (a la concentration de 10ug/ml). Bien qu'il n’y ait pas de véritable
consensus sur la température optimale de marquage, il a été montré que les interactions TCR/
multiméres seraient améliorées a température ambiante ou 37°C par rapport a un marquage
sur glace (Rockinger, Jandus en révision dans JITC). Un cocktail d’anticorps anti-CD3, anti-
CD4 et anti-CD8 membranaire peut ensuite étre ajouté au marquage (Figure 15).

En raison du nombre et de la fréquence souvent faibles des cellules spécifiques détectées par
p-MHC et de leur analyse par cytométrie en flux, I'utilisation de contrbles est fortement
recommandée (Sims et al., 2010). Pour discriminer le bruit de fond de la positivité, un
tétramére contréle de méme allele que le tétrameére d’intérét mais chargé d'un peptide
irrelevant peut étre utilisé. Le contrble Fluorescence minus one (FMO) peut aussi étre utilisé
(Jansen et al., 2018). La disponibilité des clones de lymphocytes T pour disposer d’un contrdle
positif de la qualité des multiméres est cependant limitée (Hadrup et al., 2015).

Le seuil de positivité de cette technique n’est pas clairement défini, les auteurs se basent sur

un nombre de cellules multimeres positives.
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Préparation des cellules Dosage Lecture/Analyse

PBMC [1a 3.70° cellules] Marquage multimére + PBMC : Acquisition au cytométre
€ Température [RT, 37°C] Controle irrelevant multimeére
l : Durée: 45 a1h

Concentration multimere : 10pg/ml ' ’

+ PKl inhibiteur {? l & ==

50nM 30'a 37°C | I

Anticorps secondaire anti-fluorochrome multimere
20' sur glace
Conceptration : 0,5ug Positivité :
I - Nombre de cellules multiméres

positives détectées
Marqueur de viabilité
+
Marqueurs de surface membranaires
(CD3/ CD4/ CD8) autres....
20'a4°C —_—

ﬁ Protocole optimisé (optionnel)

Figure 15 : Schématisation de la technique de multimére pMHC. De la préparation des cellules, au
dosage et a I'analyse des résultats. Les optimisations de la technique se situent au niveau de I'ajout
d’'un inhibiteur de protéines kinases (PKI), de I'ajout d’un anticorps secondaire anti-fluorochrome (Cf
optimisation de la technique).

c. Sensibilité
La sensibilité de cette technique dépend de la sensibilité de la cytométrie en flux qui est de
'ordre de 0.01% soit une sensibilité se situant autour de 1 pour 10 000 cellules (Davis et al.,
2011).

d. Points forts
- Une analyse directe ex vivo sans étape d’amplification et hautement spécifique des
lymphocytes T spécifiques d’'un antigéne tumoral.
- Information possible sur le phénotype (effecteur, mémoire, épuisé...) des LT spécifiques en
combinant le marquage multimére avec des anticorps qui caractérisent les LT.
- Possibilité de trier les cellules tétrameres positives qui sont viables aprés marquage et
peuvent étre triées pour réaliser des analyses complémentaires comme l'analyse de
I'expression génique par PCR quantitative, ou I'analyse du répertoire T (Sarkar et al., 2008).
- Information sur l'avidité du TCR pour le peptide en question porté par les molécules HLA
(Dutoit et al., 2002).
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e. Limites
- Le principal inconvénient de cette technologie est qu’elle ne fournit pas d’informations sur la
fonctionnalité des cellules détectées.
- Du fait de sa grande spécificité, I'analyse par tétramére se limite a un épitope donné, qui peut
ne pas étre représentatif de la réponse globale dirigée contre I'antigéne donné. L’analyse de
'ensemble des épitopes nécessiterait une quantité de cellules trop importante.
- L’analyse de pMHC multimeéres reste actuellement essentiellement restreinte a I'analyse des
réponses T CD8 spécifiques d’antigenes de tumeurs. En effet, plusieurs raisons rendent le
tétramere de classe Il complexe a utiliser : i) I'affinité entre le TCR et les molécules HLA de
classe Il est faible (Cole et al., 2007), ii) la contribution des co-récepteurs a l'avidité du binding
PMHC de classe Il est modérée, contrairement au CD8, le CD4 ne coopere pas dans cette
liaison (Jénsson et al., 2016), iii) la diversité conformationnelle des multimeres de classe Il iv)
le haut polymorphisme des molécules HLA-DP, DQ, DR de classe Il, restreignant 'analyse
aux individus présentant un haplotype de classe |l pour lesquelles sont disponibles les
multimeres de classe Il (allele DRB1 principalement) et enfin v) la faible qualité des multimeres
de classe Il liée aux difficultés technique de leur production (Vollers and Stern, 2008).
- L’affinité du TCR requise pour le marquage du multimere pMHC est supérieure a celle requise
lors de lactivation cellulaire T, pouvant entrainer une sous-estimation du nombre de LT
spécifiques détectés (Laugel et al., 2007; Dolton et al., 2015). Ce qui est notamment le cas
avec les réponses T spécifiques de tumeurs qui correspondent généralement a des
interactions TCR-pMHC de faibles affinités, les LT de fortes affinités ayant été éliminés par les
mécanismes de tolérance (Dolton et al., 2018). Plusieurs études récentes ont rapporté que les
multiméres pMHC standard ne permettaient pas de détecter la majorité des cellules T
spécifiques et notamment des LT CD4 (Sabatino et al., 2011; Tungatt et al., 2015; Huang et
al., 2016; Rius et al., 2018).

f. Optimisation

Afin de pallier aux limites de cette technique, plusieurs optimisations se sont développées ces
derniéres années :

- Possibilité de combiner le marquage multimére pMHC avec d’autres techniques pour avoir
acces a la fonction. Récemment, un protocole permettant de détecter des LT CD4 spécifiques
fonctionnels en combinant les techniques de multimeres et de marquage intracellulaire (ICS)
a été publié (Pastore et al., 2019). La difficulté étant que la restimulation in vitro avec I'antigéne
peut induire une internalisation du TCR, perdant ainsi la possibilité de détecter par multiméres
les lymphocytes T CD4 spécifiques de I'épitope (Liu et al., 2000). En comparant plusieurs
protocoles de marquages différents, les auteurs ont montré que le plus optimal consistait en
une stimulation préalable des cellules in vitro avec le peptide pendant 1h a 37°C, puis de la
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fixation et de la perméabilisation des cellules, suivie de la réalisation des marquages
successifs de multiméres puis d’anticorps membranaires et des cytokines intracellulaires. Ce
protocole permet de détecter a la fois les TCR exprimés a la surface et internalisés.

- Plusieurs protocoles ont été derniérement développés dans le but d’améliorer la détection
des cellules T spécifiques par méthode multimeres p-MHC.

Par exemple, afin de prévenir linternalisation du TCR et sa « downrégulation », des
inhibiteurs de protéines kinases tel que le dasatinib peuvent étre ajoutés. En prétraitant les
cellules avec cette molécule, plusieurs études ont montré une augmentation du marquage
(Lissina et al., 2009; Dolton et al., 2015, 2018). Cependant I'accés a la fonctionnalité des LT
n’est plus accessible aprées cette étape.

Des anticorps anti-fluorochrome qui cross-link avec le multimére p-MHC a la surface des T
améliore le marquage en permettant la stabilisation de la liaison et limitant la dissociation
durant les lavages (Tungatt et al., 2015).

- Afin de palier a une des limitations majeures de cette technique qui retreint 'analyse a une
spécificité unique, des marquages combinatoires ont été développés (Newell et al., 2009;
Hadrup et al., 2009; Andersen et al., 2012). Le concept repose sur l'utilisation simultanée de
plusieurs multimeres conjugués avec des fluorochromes distincts pour analyser le méme
échantillon. La combinaison distincte des fluorochromes fait en sorte que chaque population
puisse étre identifiée individuellement et par le biais des combinaisons d’analyses, le nombre
de spécificités analysées augmente de facon exponentielle (Davis et al.,, 2011). Cette
approche combinatoire a été validée avec des multimeres de classe Il dans la détection de LT
CD4 spécifiques de 6 épitopes du virus influenza (Uchtenhagen et al., 2016). Cette approche
permet également d’augmenter la limite de détection du test, augmentant les chances de
détecter des LT spécifiques d’antigénes de tumeur (Andersen et al., 2012).

- Des techniques d’enrichissement des cellules multiméres positives avec des billes
magnétiques ont été développées pour améliorer la détection de cellules T spécifiques. Aprés
marquage des LT avec le multimére, des anticorps spécifiques du fluorochrome du multimére
couplés a des billes magnétiques sont ajoutés. lls vont lier les cellules multimeres positives et
par le bais de I'utilisation de colonnes magnétiques vont étre retenu. Cet enrichissement de
50 a 100 fois plus par rapport a la population initiale améliore la sensibilité de la technique
(Davis et al., 2011). Ce concept a été validé avec des lymphocytes T CD4 spécifiques de
NYESO-1 et du virus Influenza (Lemaitre et al., 2004). Cette méthodologie a également été
utilisée dans des études de monitoring pour augmenter la fréquence de détection de
lymphocytes T CD8 spécifiques de PRAME (Giriffioen, 2006).

- Récemment, des plateformes de miniaturisation se développent pour détecter les interactions
CMH-TCR a l'aide de puces microarray (Dey et al., 2019). Ces microarray se basent sur le

méme principe que pour I'expression de genes. Permettant de screener jusqu'a 30 a 40
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cellules T réactives de différents antigenes (Brooks et al., 2015). Néanmoins cette nouvelle
technologie nécessite d’avoir des réponses T spécifiques de I'antigéne en fréquence

relativement élevées (>0.1%) car l'efficacité de capture des cellules ciblées est trés faible.

2. La détection de cytokines intracellulaires

La production de cytokines intracellulaires a tout d’abord été démontrée par I'équipe de Sander
et al. par une technique d'immunofluorescence a l'aide d'anticorps monoclonaux spécifiques
des cytokines a analyser (Sander et al., 1991). Plus tard, une méthode utilisant la cytométrie
en flux a été développée pour améliorer le marquage intracellulaire des cellules productrices
de cytokines (Jung et al., 1993).

a. Principe
Le marquage intracellulaire de cytokines (ICS, Intracellular Cytokine Staining) consiste a
détecter, grace a des anticorps couplés a un fluorochrome, les cytokines accumulées dans le
cytoplasme des LT aprés stimulation avec un antigéne d’intérét. Le protocole d’'ICS consiste
donc a réaliser un marquage intracellulaire de cytomeétrie en flux. Compte tenu du réle de la
réponse Th1 dans l'immunité anti-tumorale, la caractérisation des cellules produisant les
cytokines Th1, IFN-y, IL-2 et TNF-a, va permettre de détecter les LT fonctionnels spécifiques

de I'antigéne tumoral ayant un role protecteur contre le cancer.

b. Méthode

Dans la plupart des cas, une étape de stimulation in vitro des lymphocytes avec I'antigéne
tumoral est réalisée avant le marquage ICS afin de permettre la détection des LT spécifiques
(développée dans une partie suivante, 1.C.5).

Au cours de cette étape, l'utilisation d’inhibiteurs de transports golgiens comme la monensine
ou la brefeldine A sont indispensables afin de permettre 'accumulation des cytokines dans le
golgi de la cellule. L’incubation des cellules en leur présence doit se situer entre 4 et 12h
maximum, car au-dela ces inhibiteurs sont toxiques pour les cellules. Si la période de
stimulation des cellules avec I'antigéne tumoral nécessite une période plus longue, il est
possible de réaliser une premiére incubation des cellules avec le stimulis, puis d’ajouter
quelques heures plus tard, l'inhibiteur de golgi. La sécrétion d'IFN-y par les LT Th1 est
généralement analysé par ICS apres 6h de stimulation peptidique, ou elle se situe proche de
son pic maximal de production qui est situé a 24h. La sécrétion d’IL-2 est également
culminante a 24h (Duechting et al., 2017).
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Apres la stimulation, les LT peuvent étre récupérés pour I'étape de marquage avec les
différents anticorps. Généralement, 1.10° de cellules par condition sont marquées avec, dans
un premier temps, les anticorps membranaires anti-CD3, anti-CD4 et anti-CD8 fluorescents.
D’autres marqueurs peuvent aussi étre ajoutés afin de pouvoir caractériser les LT spécifiques
(mémoires, activés, épuisés). Puis les cellules sont fixées et perméabilisées avant I'ajout des
anticorps intracellulaires fluorescents dirigés contre les cytokines d’intéréts. Les LT marqués
sont ensuite analysés au cytométre de flux (Figure 16).

Le seuil de positivité du marquage est déterminé en prenant référence a un contréle négatif
de cellules non stimulées ou stimulées a I'aide d’un peptide irrelevant. Ce contréle négatif ou
bruit de fond s’avere indispensable pour I'ICS, en effet le bruit de fond est dépendant des
conditions de stimulations et du type de cytokine analysée.

Une approche courante consiste a déterminer la positivité a partir d’un seuil (par exemple, au
moins 0,05% de LT IFN-y*, IL-2* ou TNF- a *) et a exiger qu'une réponse stimulée soit au
moins 3 fois (ou 4 fois) supérieure a celle du bruit de fond contréle (De Rosa, 2012). Une autre
méthode beaucoup moins utilisée consiste a se référer a la valeur p d’un test statistique pour
comparer le nombre de cellules T productrices de cytokines entre les échantillons stimulés ou
non par I'antigéne (Horton et al., 2007).

Généralement la positivité est définie lorsqu’il y a production d’au moins une cytokine parmi

toutes celles qui sont mesurées (Horton et al., 2007).

c. Sensibilité
La détection de cellules T spécifiques par marquage intracytoplasmique de cytokines requiére
généralement des fréquences de cellules T spécifiques assez importante, avec une sensibilité
estimée a 40 cellules spécifiques pour 1 million de PBMC, soit autour des 0,04% (Letsch and
Scheibenbogen, 2003). La sensibilité de cet essai est fortement dépendante du niveau de bruit

de fond détecté dans les conditions non stimulées ou stimulées avec un peptide irrelevant.
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Figure 16 : Schématisation de la technique ICS. De la préparation des cellules, au dosage et a
'analyse des résultats. Les optimisations de la technique se situent au niveau de I'ajout d’'un marqueur
de viabilité dans le panel de marquage, et de la stratégie de fenétrage des cellules T exprimant CD4 ou
CD8 de facon intermédiaire.

d. Points forts

- Le principal avantage de I'ICS est I'analyse multiparamétrique qui permet a la fois de
distinguer le type de réponse T spécifique fonctionnelle (CD4 ou CD8) et de caractériser
d’autres propriétés des LT spécifiques (effecteurs, mémoires, épuisés) grace a I'ajout de
différents marqueurs d’intérét. La validation de panels ICS multicouleur de plus de 8
fluorochromes en méme temps a été démontrée dés 2006 (Lamoreaux et al., 2006; Horton et
al., 2007).

- La quantification des LT spécifiques et fonctionnels contre I'antigene tumoral. En outre, I'ICS
permet de déterminer la polyfonctionnalité des cellules T spécifiques. La polyfonctionnalité est
décrite comme la capacité pour une méme cellule d’effectuer plusieurs fonctions de facon
concomitante, notamment analysables via la sécrétion de différentes cytokines. Le caractéere
multidimensionnel de I'analyse doit étre pris en compte dans I'exploitation des résultats de
polyfonctionnalité. Pour cela différentes méthodes et représentation graphiques existent,
notamment la possibilité de calculer un index de polyfonctionnalité (Roederer et al., 2011;
Larsen et al., 2012).

e. Limites
- L'ICS est une technique composée de plusieurs étapes qui peuvent influencer fortement la
sensibilité de la technique et il n’existe pas de kit d’analyse « prét a I'emploi ». Notamment, les
pourcentages d'événements positifs rapportés dans I'ICS étant faibles (entre 0,1 et 1%)
soulignent la nécessité d'obtenir des résultats hautement reproductibles et standardisés.
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- La conception et l'interprétation des données de cytométrie en flux nécessitent une certaine
expertise. Le choix des anticorps et fluorochromes doit étre réalisé en prenant en compte les
aspects relatifs a la fluorescence, par exemple l'ajout de nouveaux réactifs fluorescents a
tendance a créer davantage de débordement spectral et peut impacter la sensibilité de
'analyse (Maecker et al., 2004).

- La quantité de PBMC a analyser est non négligeable, en prenant en compte les contrbles
positifs et négatifs.

- Le choix des inhibiteurs de transporteurs intracellulaires, des tampons de
perméabilisation/fixation doit étre fait en fonction des marqueurs analysés, puisque certains
marqueurs ou épitopes reconnus par les anticorps sont sensibles a I'acidification du milieu ou

a la fixation/ permeéabilisation.

f. Optimisation

Le principal inconvénient de I'lCS se situe au niveau de la multiplicité des étapes nécessaires
a sa réalisation et qui nécessitent une validation interne préalable a la réalisation de I'essai.
Plusieurs groupes ont alors travaillé depuis plusieurs années sur I'élaboration de protocoles
standardisés a tous les niveaux de la technique (Lamoreaux et al., 2006; Maecker et al., 2010;
Jaimes et al., 2011; Welters et al., 2012; Davies et al., 2016).

- Préparation de I'échantillon cellulaire. Dans le contexte des réponses T spécifiques
d’antigénes de tumeurs, il est préférable d’enrichir la population lymphocytaire T par ficoll plutét
que de réaliser I'ICS sur sang total (Freer and Rindi, 2013). Cependant, les PBMC isolées
peuvent étre utilisées fraiches ou décongelées. Bien que certaines études aient montré une
perte de sensibilité en utilisant des cellules préalablement cryoconservées (Smith et al., 2015)
de nombreuses raisons pratiques d’harmonisation et de standardisation appliquées au
monitoring des réponses T spécifiques sont en faveur de I'utilisation de PBMC décongelées
(centralisation des analyses, analyse longitudinale d’un patient). Dans ce cas, I'ajout d’'un
marqueur de viabilité est primordial (Horton et al., 2007).

- Utilisation de réactifs lyophilisés. Dés 2011, un programme s’intéressant aux variations inter-
laboratoires d’'une méthode ICS de détection de LT CD4 et CD8 spécifiques de virus a fait
réaliser cette technique dans 16 laboratoires a l'aide de peptides et de panel d’anticorps
lyophilisés (Jaimes et al., 2011). Ainsi les variations observées entre les laboratoires étaient
limitées aux problémes liés a I'analyse par cytométrie en flux. Aujourd’hui, il existe toujours la
possibilité d’utiliser des anticorps lyophilisés ou séchés permettant de s’affranchir des
variabilités liées aux étapes de marquage. Par exemple, la société Beckman Coulter propose
des mix d’anticorps intracellulaires et membranaires séchés pour la réalisation de I'ICS

(Duraclone®).
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-Standardisation de la stratégie d’analyse. Concernant le fenétrage d’analyse des cellules T
positives en condition stimulées, celui-ci peut étre déterminé a I'aide du contrdle « cellules non
stimulées », cela induit moins de variabilité par rapport a des contrbles isotypiques ou a des
Fluorescence minus one (FMO) (Jaimes et al., 2011).

En 2012, le programme Européen, CIMT immunoguiding programm (CIP), ayant pour but
d’optimiser et d’harmoniser les protocoles d’analyses des LT s’est penché sur les stratégies
d’analyse de 9 centres participant a I'optimisation de I'lCS. Etant donné que Il'activation
cellulaire downrégule les corécepteurs CD4 et CD8, I'analyse des LT producteurs de cytokines
doit étre réalisée aussi en prenant en compte ces populations de LT exprimant de maniere
intermédiaire le CD4 et le CD8 (Welters et al., 2012). En 2013, le consortium « Cancer
Immunotherapy Consortium CIC/CRI » a également publié une étude ayant analysé les
variabilités d’analyses de I'ICS entre 100 laboratoires. Quelques régles d’uniformisation au
niveau de I'analyse ont pu ressortir de cette étude, notamment au niveau du fenétrage des
populations (population CD4 et CD8 intermédiaire, fenétre de cellules positives placée de
maniére a ne pas inclure de cellules négatives pour optimiser le ratio signal sur bruit de fond,
fenétrage de la population lymphocytaire sans inclure les débris) (McNeil et al., 2013).

- Des marqueurs de dégranulation comme le CD107a (pour I'analyse des CTL) et d’activation
tel que le CD154 (pour I'analyse des CD4) peuvent étre analysés conjointement a I'lCS
permettant de déterminer d’autres fonctions relatives aux cellules T spécifiques d’antigénes.
Cela reste cependant trés peu utilisé dans la pratique quotidienne du suivi des réponses T

spécifiques d’antigénes de tumeurs.

3. L’ ELISpot

L’ELISpot est un test fonctionnel, permettant de mesurer I'activation des lymphocytes T par le
biais de la production de cytokines induites aprés stimulation antigénique. Le premier dosage
ELISpot a été réalisé en 1983 pour la numération de lymphocytes spécifiques sécréteurs
d’anticorps dans des maladies auto-immunes ou pathologies infectieuses (Czerkinsky et al.,
1983; Sedgwick and Holt, 1983). Actuellement, le test ELISpot est utilisé dans le cadre du
diagnostic de plusieurs pathologies infectieuses bactériennes ou virales (tuberculose, CMV,

EBV). La technique a été introduite dans le domaine de 'immunologie anti-tumorale en 1996.

a. Principe
Basée sur le principe de 'ELISA, le test repose sur la mesure d’'une cytokine sécrétée par les
LT activés en présence d’antigene. La cytokine majoritairement analysée en ELISpot est I'lFN-

y. Les lymphocytes T effecteurs stimulés par I'antigéne tumoral produisent de I'lFN-y qui se
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traduit par un spot visible sur la membrane support. Le nombre de spots peut ensuite étre

compté a I'aide 'un lecteur spécifique.

b. Méthode

Le test est généralement réalisé a partir d’'un kit commercial consistant en une plaque 96 puits
de nitrocellulose ou PVDF (polyfluorure de vinylidéne) coatée avec un anticorps de capture
dirigé contre la cytokine a analyser. Aprés une étape de saturation des membranes, les PBMC,
généralement préalablement stimulées in vitro par I'antigéne tumoral, peuvent étre ajoutées a
raison de 100 000 cellules/puits en ftriplicat en présence de I'antigéne. Les plaques sont
ensuite incubées pendant 10 a 15h a 37°C, 5%COQO.. Apres avoir retiré les cellules, les
complexes anticorps-cytokines sont détectés par l'addition successive d’un anticorps
secondaire de détection couplé a la biotine, du conjugué enzymatique et du substrat. La
transformation enzymatique du substrat permet la visualisation de spots colorés
correspondant a 'empreinte laissée par la cellule ayant produit la cytokine. Les spots peuvent
étre comptés a I'aide d’'un analyseur d’ELISpot et la fréquence des LT spécifiques peut étre
calculée (Figure 17). La taille des spots donne l'information sur la quantité et la cinétique de
production des cytokines, mais elle est tres peu étudiée (Gouttefangeas et al., 2019).

Les critéres permettant de définir la positivité d’'une réponse immunitaire par ELISpot ont été
revu et publié en 2010 par Moodie et al (Moodie et al., 2010). Deux tests peuvent servir de
criteres permettant de définir la positivité d’'une réponse par ELISpot : la méthode la plus
communément utilisée est une méthode empirique définie selon les deux critéres suivants :
positivité de plus de 5 spots pour 100,000 PBMC dans les puits expérimentaux et le double de
spots dans les puis expérimentaux par rapport aux puits controles. La deuxieme méthode
basée sur un test statistique t non paramétrique compare le nombre de spots des puits
contréles par rapport au nombre obtenu dans les puits expérimentaux mais elle nécessite un

nombre de réplicats élevé (six) (Moodie et al., 2010).

c. Sensibilité
C’est une technique qui présente une limite de détection tres faible, située entre 4 et 7 cellules
T spécifiques pour 100 000 cellules (Schmittel et al., 1997). La limite supérieure de
quantification dépend de la capacité du lecteur ELIspot a dénombrer les spots, elle est située
autour entre 800 a 1000 spots/puits.

67



Préparation des cellules Dosage Lecture/Analyse

Kit ELISpot * Lecture & 'analyseur

Plaques ELISpot précoatées Peptide prt{d:& PMA/iono
irrelevant  d'intérét

de 4h a15h s Anticorps de capture
437°C, 5%C0, N 1| ' antiFNy
ou Ajout des PBMC [0,1.10° /puits] @

"Resting" des PBMC si
PBMC décaongelés

Stimulation /n vitro et des peptides [1 a 5pg/ml] % (x3)
avec peptides antigéniques w en triplicat o
[1 a 5pg/ml] .. IFN-y Positivité :
(15h-->12) ¥ o7 8ot SéCrété - Minimum de 10 spots dans le puits d'intéret
i - Supériorité par rapport au bruit de fond de 2 a
— 3 fois
Révélation suivant la procédure du kit
Anticorps détection +Substrat ou test statistique entre les deux conditions
anti-IFN-y couplé
enzyme

ﬁ Protocole optimisé

Figure 17 : Schématisation de la technique d’ELISpot. De la préparation des cellules, au dosage et
a l'analyse des résultats. Les optimisations de la technique se situent au niveau de I'ajout d’'une étape
de « resting » /repos des cellules, et de l'utilisation d’un kit commercial.

d. Points forts
L’ELISpot est de loin le test le plus standardisé a I'’heure actuelle :
- Existence de Kit ELISpot commerciaux validés selon des normes (Mabtech, Diaclone)
contenant des plaques (précoatées ou non), anticorps de capture et de détection, réactifs de
révélation (phosphatase alcaline-BCIP ou Peroxydase-AEC) : robustesse, simplicité
d’utilisation, reproductibilité et comparabilité des résultats inter-laboratoires.
- Analyse des spots a I'aide d’un analyseur spécifique.
- Technique trés sensible, et précise permettant la détection de LT spécifiques d’antigenes a
de faibles fréquences grace a un procédé immuno-enzymatique, utilisant un systéeme de
sandwich avec deux anticorps reconnaissant différents épitopes du méme analyte et
I'amplification du signal par le systéme enzyme-substrat.
- Technique peu consommatrice de cellules. Le nombre de cellules déposées dans les puits
ELISpot est en général de 1.10° cellules/puits en triplicat, nécessitant a minima 7.10° cellules
pour tester un antigéne. Il existe une relation entre le nombre de PBMC déposés et le nombre
de spots comptés dans les puits d’ELISpot, cette relation est linéaire dans un intervalle de
2,5.10* a 1.10® PBMC/puits (Karulin et al., 2015), une trop forte densité de LT effecteurs
entrainerait un recouvrement des spots les uns sur les autres, ne permettant pas de quantifier

la quantité de cellules T spécifiques.
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e. Limites
- Technique nécessitant la plupart du temps une étape préalable d’amplification des cellules
T spécifiques d’antigénes de tumeurs.
- Contrairement a I'analyse des réponses T spécifiques par cytométrie en flux (multimére et
ICS), 'ELISpot ne permet pas de caractériser phénotypiquement les LT spécifiques.
- Bien que l'analyse de 2 a 3 analytes en simultanée soit possible, 'ELISpot est trés souvent
employé en condition monoparamétrique.
- Le résultat de 'ELISpot est dépendant de la qualité de I'échantillon cellulaire étudié. Plusieurs
de ces parameétres ont été mis en évidence par des groupes de travail s’intéressant a la
standardisation de I'ELISpot dans le domaine du cancer (Britten et al., 2008; Janetzki et al.,
2008). Des différences inter-laboratoires qui peuvent étre attribuées a I'échantillon cellulaire
en lui-méme (viabilité, numération, repos des cellules), au type de milieu et de sérum utilise,
le suivi d’'une procédure établie par du personnel qualifié et enfin I'évaluation des plaques
ELISpot.

f. Optimisation
- Pour distinguer les réponses T CD4 des réponses CD8 spécifiques lorsque des PBMC sont
utilisés pour le test, certains auteurs trient les cellules d’intérét avant la réalisation du test,
complexifiant néanmoins la méthode (Flecken et al., 2014; Locke et al., 2015).

Un autre moyen permettant de distinguer le type de réponse se base cette fois sur le design
des peptides HLA de classe | ou de classe Il. En effet, comme il existe des différences dans
la longueur des peptides présentés par les alléles HLA de classe | et de classe I, il existe une
spécificité de liaison propre aux lymphocytes T CD4 et CD8 permettant une activation sélective
de chacun d’eux (Kiecker et al., 2004). Ainsi des peptides de 9 acides aminés de fortes affinités
de liaison devront étre privilégiés pour cibler les réponses T CD8 puisque la fixation d’'un
peptide pour les classe | limite le décrochage de ces derniers de la poche alors que des
peptides de plus de 15 acides aminés seront a privilégier pour les réponses CD4. Cependant,
étant donné que la distinction de la longueur du peptide n’est pas absolue, il peut tout de méme
arriver que les lymphocytes T CD8 soient stimulés par I'antigéne présenté sur les molécules
HLA de classe Il, et il existe une promiscuité importante dans la liaison du récepteur des
lymphocytes T au complexe HLA—peptide. De maniére plus s(re, il existe maintenant plusieurs
méthodes bioinformatiques qui permettent d’identifier des antigénes reconnus par les
lymphocytes T CD8 et CDA4.

- Le Fluorospot, est une variante de 'ELISpot qui permet de détecter plusieurs cytokines a la
fois. Comme son nom l'indique, le systéme de détection utilise cette fois des anticorps couplés

a des molécules fluorescentes. Les spots sont dénombrés a I'aide d’un lecteur ELISpot a
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fluorescence et jusqu’a 4 cytokines différentes peuvent étre détectées dans le méme puits
(Janetzki et al., 2014).

D’autres kits commerciaux non basés sur la fluorescence sont également développés pour
détecter jusqu’a 4 cytokines dans le méme puits. En mélangeant plusieurs systéemes de
révélations avec plusieurs combinaisons enzyme-substrat (Phosphatase alcaline-BCIP ou
peroxydase-AEC) pour obtenir des précipités de couleurs différentes, différentes cytokines
produites par la cellule peuvent étre distinguées.

Cependant, du fait de leur complexité par rapport a 'ELISpot classique, ces techniques ne
sont pas utilisées dans I'évaluation des réponses T spécifiques d’antigénes de tumeurs.

- Optimisation de la méthode : les optimisations de la méthode concernent principalement
deux niveaux : la qualité de I'échantillon cellulaire de PBMC déposé utilisé pour le test et la
lecture des plaques ELISpot ; deux parametres responsables de la variabilité inter-laboratoire
et inter-essai (Britten et al., 2008; Janetzki et al., 2008).

Etant donné que le test repose sur une analyse quantitative du nombre de LT producteurs
d’'IFN-y, la quantité et la qualité des PBMC utilisés pour le test doivent étre optimales. Pour
des PBMC décongelées, Il a été décrit qu’'une période de repos des cellules sur la nuit ou
pendant quelques heures permettaient d’augmenter de maniére significative la sensibilité de
I'ELISpot (Janetzki et al., 2008; Kutscher et al., 2013; Santos et al., 2014).

Concernant I'évaluation et I'interprétation de la lecture des plaques ELISpot, des guidelines
ont été publiées en 2015 (Janetzki et al., 2015). En effet, les impuretés liées aux PBMC
(cellules mortes ou apoptotiques, autres types cellulaires contaminants tels que les
granulocytes, plaquettes, globules rouges, précipités de protéines ou d’ADN...) peuvent
interférer avec le test et créer du bruit de fond ou des artefacts visibles a la lecture des plaques.
Il est important de savoir les identifier, en premier lieu pour les éviter, par exemple, un défaut
d’élimination des cellules lors des lavages peut étre la cause de spots présentant un aspect
anormal, désintégré, avec un centre de couleur blanche. Dans un second temps, les
parameétres de définition de taille, et de contraste du lecteur ELISpot peuvent étre ajustés en
fonction de ces artéfacts.

- Des kits ELISpot existent pour analyser des T effecteurs qui produisent d’autres types de
cytokines que I'lFN-y (IL-2, IL-10, TNF-a, granzyme B). Dans le cadre de I'évaluation de
lymphocytes T spécifiques d’antigénes de tumeurs, les cytokines majoritairement étudiées en
plus de I'FN-y sont I'lL-2 et le TNF-a. La sécrétion de granzyme B permet de mesurer I'activité
lytique des lymphocytes T CD8. Elle peut étre analysée dans certaines études mais une
réponse T spécifique peut exister sans qu’il n'y ait nécessairement de granzyme B sécrété.
Ainsi, Babiak et al, ont reporté des fréquences de patients répondeurs proches mais inférieurs

par méthode ELISpot Granzyme B comparé a I'lFN-y (Babiak et al., 2014).
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4. Analyse comparative des techniques

Des études se sont intéressées a comparer les fréquences des réponses T spécifiques
d’antigénes viraux et tumoraux obtenues entre les différentes techniques. Par exemple, dans
une étude publiée par Britten et al (Britten et al., 2008), les techniques d’ELISpot et tétrameres
ont été comparées dans 13 centres Européens avec deux phases de tests. Une premiére
phase ou les techniques n’étaient pas standardisées entre les centres, suivie d’'une phase ou
certains points techniques considérés comme étant de forte influence ont été harmonisés. |
s’agissait notamment du nombre de cellules analysées (1 million pour les tétraméres et 4.10°
cellules par puits pour I'ELISpot IFN-y). lls ont ainsi pu montrer que la capacité des centres a
détecter les réponses T anti virales (Flu et CMV) de fortes fréquences était la méme entre les
2 phases et entre les deux techniques. En revanche, I'harmonisation des procédures lors de
la deuxiéeme phase, a permis d’améliorer la détection des réponses T spécifiques de
fréquences faibles et modérées, passant ainsi de 54 a 77% pour les tétrameres et de 40 a
50% de détection pour 'ELISpot. Cependant, les fréquences de réponses T spécifiques
restent différentes entre les deux techniques, pouvant s’expliquer par une surestimation
possible des réponses T spécifiques par I'analyse par tétramére car aucune fonctionnalité
n’est mesurée par cette technique.

Une étude comparative des réponses T CD8 spécifiques de linfluenza détectées par
ELISpot et par ICS chez un petit nombre de sujets (n=6) a montré une corrélation positive
entre ces deux tests (Asemissen et al., 2001).

En 2003, Casati et al, ont également trouvé une corrélation des réponses T spécifiques
de survivine obtenues par ELISpot et tétraméres chez des patients atteints de cancer
colorectal (Casati et al., 2003).

Une équipe a pu montrer dans le mélanome que des réponses CD8 anti-PRAME non
détectables par analyse tétrameres ex vivo le devenaient aprés isolation des tétrameres par
billes magnétiques. Ainsi les auteurs retrouvent la méme fréquence de 4 /11 réponses CD8
spécifiques que celle obtenue avec I'ELISpot (Griffioen, 2006).

L’équipe de Dannenmann et al s’est notamment intéressée aux réponses T spécifiques de
cycline D1 chez des patients atteints du cancer du rein. Bien qu’ils ont étudiés un faible nombre
de patients, les 5/6 réponses T anti-cycline D1 identifiées avec I'lCS aprés 9 jours d’IVS ont
toutes pu étre détectée ex vivo a I'aide de tétraméres A2 (Dannenmann et al., 2013).

Ainsi, le tableau ci-dessous résume les principaux avantages et inconvénients des trois

méthodes de détection des réponses T spécifiques de tumeurs (Table 7).
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Multiméres ICS ELISpot

Sensibilité ++ ++ +++
Specificité +++ + +
Dépendance au typage HLA Oui Non Non
Détection de cellules T fonctionnelles Non Oui Oui
Acces au phénotype des cellules T Oui Oui Non
spécifiques

Automatisation Non Non Oui

Table 7 : Caractéristiques des trois techniques majoritairement utilisées pour la détection des
réponses T spécifiques d’antigénes de tumeurs.

5. Amplification in vitro des lymphocytes T spécifiques

La difficulté majeure de la détection des réponses T spécifiques d'antigene dans le sang est
liée a leur faible fréquence qui s’explique notamment par la grande diversité du répertoire de
lymphocytes T. En particulier, dans le répertoire naif, cette fréquence est estimée autour de
60 lymphocytes T pour 1 million de cellules T naives (1/17 000). Les réponses CD4 naives
spécifiques d’'un antigéne sont encore moins fréquentes, se situant entre 2 a 20 cellules pour
1 million de cellules T CD4 (Kwok et al., 2012). En revanche, les réponses antivirales
mémoires en I'absence d’infections aigués sont trouvées a des fréquences de I'ordre de 1%
(Geiger et al., 2009; Bacher and Scheffold, 2013) (Figure 18).

La fréquence des réponses spécifiques d’antigénes de tumeur chez un individu sain se situe,
pour les réponses CD4 entre 1 a 97 lymphocytes T spécifiques de I'antigéne par million de
lymphocytes T CD4 naifs (Costa-Nunes et al., 2019). Chez des patients atteints de cancer,
cette fréquence est en général plus importante (Figure 18).

Par conséquent, I'analyse des lymphocytes T spécifiques de tumeurs concerne la détection
d’événements rares qui peut étre améliorée grace a une étape préalable d’amplification.
L’amplification in vitro (IVS) des lymphocytes T spécifiques est trés souvent utilisée pour
'analyse des réponses T naturelles spécifiques d’antigeénes tumoraux détectées par ELISpot
ou IVS, tandis qu'elle est trés peu utilisée dans le cadre de l'analyse des réponses T

spécifiques par multimere (Table 8).
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Figure 18 : Fréquence de détection des réponses T spécifiques dans le répertoire T humain
détectées par méthode directe. Adapté de (Bacher and Scheffold, 2013).

L’amplification de lymphocytes T spécifiques d’antigénes se base sur la culture cellulaire in
vitro en présence de peptides antigéniques supplémenté par des cellules ou molécules
exogenes permettant de favoriser la croissance des lymphocytes T spécifiques et d’optimiser
la présentation peptidique.

Plusieurs techniques d’expansion in vitro ont été explorées dans les années 2000 (Oelke et
al., 2003; Montes et al., 2005).

a. Meéthode classique d’'IVS

La méthode classique, la plus simple de mise en ceuvre consiste a cultiver les PBMC in vitro
avec les peptides tumoraux et en présence de cytokines a de faibles doses pour assurer un
environnement favorable a la prolifération des LT spécifiques.

Les cytokines majoritairement utilisées afin d'accroitre la sensibilité du test sont I'lL-2 et I'lL-7
(Nagorsen et al., 2004). L’IL-2 est un facteur de croissance des lymphocytes T et I'lL-7 est un
facteur de survie, elle inhibe I'apoptose par suppression de 'activité pro-apoptotique (Mackall
et al., 2011). L'IL-7 et I'IL-2 sont généralement ajoutées en début de culture a la concentration
respective de 0,5 ng/ml et 20 Ul/ml.

Il a été montré que I'lL-7 ajoutée dans la culture in vitro réalisée en milieu AIM-V permettait
d’augmenter la détection des LT CD8 spécifiques de peptides dérivés d’'une enzyme
pancréatique impliquée dans le diabéte (Martinuzzi et al., 2008).

D’autres cytokines peuvent étre utilisées lors de I'lVS : I'lL-15 ; et associée a I'IL-7, il a été

montré qu’elle permettait 'amplification des CD4 et CD8 spécifiques de la tuberculine détectés
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par ELISpot IFN-y notamment pour des échantillons de PBMC décongelés (Jennes et al.,
2002).

Dans le glioblastome, une combinaison d’IL-2, d’IL-15 et d’IL-21 a été décrite comme une
stimulation efficace permettant d’'augmenter la réactivité des lymphocytes T spécifiques de la
survivine (Liu et al., 2018).

La durée de la stimulation in vitro peut varier, elle peut étre courte entre 2 et 4 jours (Welters
et al., 2006) et peut aller jusqu’a 12 jours (Zelba et al., 2014; Bailur et al., 2015).

b. Utilisation de cellules présentatrices d’antigénes

En plus de la stimulation cytokinique, les lymphocytes T spécifiques d’antigénes de tumeurs
peuvent étre amplifiés en ajoutant dans la culture cellulaire in vitro, des cellules permettant
d’augmenter la présentation peptidique. Dans le cas de réponses T spécifiques envers une
protéine entiére, cette étape est absolument nécessaire.

Les cellules dendritiques sont les cellules présentatrices par excellence, elles sont donc
souvent utilisées lors de la stimulation in vitro pour amplifier des réponses T CD8 spécifiques
(Wolfl and Greenberg, 2014). Les DC peuvent étre différentiées a partir de monocytes et
maturées par différents facteurs de croissance et cocktails de cytokines, GM-CSF, IL-4, CD40-
L, LPS, poly | :C/TNF-a PGE2, pendant plusieurs jours (W6lfl and Greenberg, 2014). Il a été
montré que I'addition de DC maturées avec du PGE2 a I'essai permettait d’'observer davantage
de réponses T spécifiques de la toxine tétanique sans augmenter le bruit de fond (Navarrete
et al., 2013). Afin de réduire ces étapes consommatrices de temps, une approche stimulant
directement les PBMC par du GM-CSF et de I'lL-4 pendant 24h en présence du stimulis
antigénique et pendant 24h supplémentaire avec le cocktail de maturation des DC permet de
s’affranchir de la génération préalable des DC et a montré 'augmentation de la détection de
LT spécifigues de MAGE avant et apres vaccination (Martinuzzi et al., 2011).

Des cellules présentatrices d’antigenes artificielles, des lignées cellulaires immortalisées
telle que des K562 ou des fibroblastes, ou encore des cellules T2 TAP-déficientes exprimant
la molécule HLA-A2 peuvent aussi étre utilisées ainsi que des monocytes et des PBMC
autologues irradiés ou marqués avec un traceur comme le CFSE (Flecken et al., 2014; Zelba
et al., 2014).

Ces techniques d’amplification in vitro a base de cellules présentatrices d’antigénes sont
toutefois plus complexes a mettre en ceuvre, nécessitent plus de temps et introduisent de la

variabilité entre les différentes études (Wo6Ifl and Greenberg, 2014; Zhenjiang et al., 2018).

c. Utilisation de molécules de costimulation

Des stimulis comme des anticorps agonistes des molécules de costimulation CD3 ou CD28

ont déja été rapportés comme moyen d’amplification in vitro. lls délivrent un signal non-
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physiologique et bypass le besoin d’apporter des cytokines additionnelles. L’anticorps anti-
CD28 a été utilisé dans plusieurs études portant sur I'analyse des réponses spécifiques
antivirales (Waldrop et al., 1997; Betts et al., 2001; Rosen et al., 2002; Ott et al., 2004;
Martinuzzi et al., 2008). Des résultats, néanmoins contradictoires sont décrits, Ott et al
rapporte une augmentation de la fréquence des réponses T spécifiques productrices d'IFN-y,
sans entrainer d’avantage de bruit de fond, alors que Martinuzzi et al n‘ont observé aucun
bénéfice de cette stimulation. Ce type d’activation reste tout de méme controversée car elle
entraine la stimulation simultanée de toutes les cellules, elle reste trés peu utilisée dans le

contexte de détection des LT spécifiques d’antigéne de tumeurs.

Parmi ces différentes méthodes d’IVS, il s’agira de trouver la plus appropriée et chaque
laboratoire devra optimiser cette méthode. Une étude comparative de différentes techniques
d’IVS entre 5 laboratoires Européens a montré I'existence de variabilité inter-laboratoires au
niveau de la détection des réponses T spécifiques d’antigénes viraux détectés par ELISpot et
tétrameére (Chudley et al., 2014). Dans cette article, I'utilisation d’'une culture cellulaire IVS de
13 jours standardisée utilisant 4 millions de cellules, 1ug/ml de peptides, et une
supplémentation en IL-2 a 20 Ul/ml montre la réduction des variations inter-laboratoires, et
I'obtention d’'une corrélation des réponses T spécifiques obtenues entre la technique ELISpot

et tétramere.

D. Valeur pronostique des réponses T spécifiques d’antigénes de tumeurs

Les réponses T spécifiques d’antigénes de tumeur ont été étudiées dans le sang de patients
atteints de cancers depuis plusieurs années et dans de nombreuses études. En effet, les
réponses T spécifiques d’antigénes ont été beaucoup utilisées dans le but d’identifier des
antigénes de tumeurs pouvant apporter la preuve de leur utilisation en thérapeutique. Elles ont
€galement été analysées dans le cadre des essais thérapeutiques de vaccination anti-cancer.
Nous avons répertorié en annexe, une liste non exhaustive d’études s’étant intéressées a la
réponse T spécifique analysée chez des patients atteints de cancer avant tout traitement et or
identification peptidique (Annexe 1). Le but étant tout d’abord de répertorier les techniques
utilisées (présentées dans la section II.C) et d’avoir une représentation de la part des études
s’étant intéressées a la valeur pronostique des réponses T spécifiques d’antigénes de
tumeurs. Parmi ces 74 études répertoriées, la relevance clinique de la réponse T spécifique
d’antigene de tumeurs n’a été abordée que chez 22 études listées dans la table 8, chez qui

nous allons nous focaliser ci-dessous (Table 8).
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- Les deux techniques majoritairement utilisées dans ces études abordant I'association avec
la clinique des patients sont I'lCS et 'ELISpot avec respectivement 8 et 7 études. Parmi ces
études, une seule a utilisé des multimére p-MHC de classe | pour la détection de LT CD8
spécifigues de MART-1, et tyrosinase et n’a pas trouvé d’association significative avec la
survie des patients atteints de mélanome avancés mais juste un lien entre la présence de T
anti-MART-1 et la progression rapide des patients (van Oijen, 2004). Comme abordé au
chapitre précédent, la technique de tétramére ne permet pas de déterminer la fonctionnalité
des T spécifiques, son utilisation pour une association avec la survie reste donc de faible
intérét.

Quatre études ont utilisés des techniques non conventionnelles, de type ELISA IFN-y,
prolifération et marquage CD137 (Vasquez et al., 2017; Seresini et al., 2007; Zhenjiang et al.,
2018; Israyelyan et al., 2013).

La stimulation in vitro (IVS) a été utilisée pour la majorité des études (17/22).

- Les antigenes de tumeurs majoritairement ciblés dans ces études appartiennent aux groupes
surexprimé et cancer/testis comptabilisant 16 études. Seulement 4 études ont regardé les
réponses T spécifiques contre des antigénes de différentiation et parmi elle une seule étude
ne I'a pas associé avec un autre antigéne appartenant a une autre famille.

Les antigénes viraux HPV ont été analysés dans 4 études ciblant le cancer du col de I'utérus.
Dans la majorité des études, les antigénes tumoraux utilisés correspondent a des pools de
peptides.

- Les fréquences de réponses T spécifiques d’antigénes de tumeurs se situent en moyenne

pour toutes ces études autour de 30 a 50%.

- Les réponses T CD4 et T CD8 spécifiques ont été étudiées sans distinction dans 7 études.
Via l'utilisation de peptides restreints HLA classe | ou classe Il ou grace a I'lCS, les réponses
T CD8 et T CD4 ont été analysées séparément et concernent 10 études pour les LT CD8 et 5

études pour les réponses T CD4 spécifiques d’antigeénes de tumeurs.

- Un lien entre la fréquence ou la magnitude de la réponse T spécifique et le stade de la
maladie a été étudié chez 6 études sur 7. Dans la majorité des cas, sauf pour des études dans
le lymphome et le cancer colorectal, les réponses T spécifiques sont plus importantes aux
stades précoces de la maladie (Fleken 2014, Janssen 2017, Bailur 2015, Ma 2018).

- Parmi les 20 études s’intéressant au pronostique des patients, 3 études n’ont pas identifié
clairement de lien entre la présence de la réponse T spécifique et la survie, 17 ont retrouvé
une association favorable avec la survie et 2 études (de la méme équipe) une association
défavorable dans le cancer colorectal. Dans deux études différentes de la table 8, il a été
montré que la polarisation des réponses T CD4 spécifiques qui sont soit de type Th2 ou Th17,
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via la sécrétion d’IL-4 par les CD4 spécifigues de Melan-A et la sécrétion d’IL-5 par les T
spécifigues de MAGE-6 sont associées a un mauvais pronostique ou a un statut de maladie
active (Zelba et al., 2014; Tatsumi et al., 2002).

- Les auteurs qui ont analysé les réponses T spécifiques contre plusieurs antigénes tumoraux,
ont pu montrer I'existence d’une corrélation entre le nombre d’antigéne reconnus par les
lymphocytes T et la survie des patients (Flecken et al., 2014; Weide et al., 2012; Safi et al.,
2017). En effet, des patients atteints de mélanome présentant des réponses immunitaires T
spécifiques dirigées contre 2 antigénes ou plus parmi NYESO-1, MAGE-3, Melan-A, et
survivine ont une médiane de survie globale de 24 mois en comparaison aux patients
présentant des LT spécifiques d’'un seul antigéne (6 mois) (Weide et al., 2012). Dans le cancer
du foie, le méme constat a été fait avec les antigenes NYESO-1, MAGE-1, AFP et GPC3
(Flecken et al., 2014). La diversité des réponses T spécifiques contre plusieurs antigenes a

donc également un réle dans le contréle de la maladie.
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lll. Roles des lymphocytes T CD4 dans
Pimmunité anti-tumorale

La mise en place d’une réponse immunitaire adaptative de type humorale ou cytotoxique est
intimement liée a la fonctionnalité des lymphocytes T CD4 et a leur différenciation.

Depuis la description des deux sous-populations Th1 et Th2 en 1989, (Mosmann and Coffman,
1989), on dénombre actuellement 7 sous-populations distinctes de T CD4, LTh1, Th2, Th9,
Th17, Th22, Treg, TFH (follicular helper T cell).

Elles sont communément définies par leur production de cytokines mais également par
'expression de facteur de transcription et de récepteurs de chimiokines spécifiques (Figure
19). Ces sous-populations de CD4 sont caractérisées par une plasticité et une flexibilité de
leur polarisation influencée par différents facteurs tels que I'environnement cytokinique, et une
régulation épigénétique. En effet, a un stade précoce de différentiation, 'ensemble des LT
CD4 peut étre facilement redirigé vers un autre sous-type de polarisation. En revanche a un
stade tardif de la différenciation, seuls les Th1 et les Th2 sont différenciés de fagcon terminale,
les autres populations conservent encore leur plasticité (Zhu and Paul, 2008; Bluestone et al.,
2009; DuPage and Bluestone, 2016).
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0® % TGF-B,1L-1B %% 0°°%e

290, J\)Q\) Ooou JJJ‘J
o o o ® o ® o

Signal

PU-1

Programme

Th9 Th17 Treg
8 0"‘0 ..... .....
£ ® o0, ®e 0, e,
% o o ° o ® o
5‘ IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-9 IL-17,1L-21 IL-10, TGF-B IL-21

IL-2 IL-13

Figure 19 : Les différentes sous-populations de LT CD4 helper. Différents signaux de cytokines
permettent leur différentiation en Th1, Th2, Th9, Th17, Treg ou TFH. Ces sous-populations sont
caractérisées par I'expression de récepteurs de chimiokines, et des facteurs de transcription qui leur
sont propres et vont leur permettre de produire certaines cytokines a leur tour. Adapté de Dupage 2016.
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A. Lymphocytes T CD4 Th1 : un réle anti-tumoral majeur

Au cours de cette derniere décennie, le r6le des lymphocytes T CD4 dans I'immunité anti
tumorale a été clairement établi (Kennedy and Celis, 2008). Ainsi les différentes sous-
populations de CD4 helper vont avoir différents réles pro ou anti-tumoral par le biais de
différents mécanismes.

Les CD4 Th1 produisent de grande quantité d’IFN-y, de TNF-a et d’IL-2 et expriment le facteur
de transcription T-bet. Les Th1 sont également caractérisés par I'expression de certains
récepteurs aux chimiokines tels que CCR5 et CXCR3. L’IL-12 et 'IFN-y sont deux cytokines
importantes impliquées dans la différenciation Th1 (Kim and Cantor, 2014).

Le r6le anti-tumoral des lymphocytes Th1 a été bien établi depuis plusieurs années : ils
orchestrent I'immunité a médiation cellulaire anti-tumorale. Leur réle « helper » est le plus
étudié, il porte sur la régulation des LT CD8, critique pour maintenir les fonctions des LT CD8
et les aider a augmenter la réponse anti-tumorale. Plusieurs mécanismes de help ont été
décrits (Figure 20) :

- Les CD4 Th1 augmentent la présentation des antigenes et les capacités de costimulations
des cellules dendritiques. Un signal clé est délivré par linteraction entre le CD40 ligand
(CD40L) exprimé transitoirement par le LT CD4 activé et le CD40 exprimé par la DC.
Accompagné par la sécrétion d'IFN-y et de GM-CSF, cela conduit a I'activation des DC, et a
leur production de certaines cytokines comme I'lL-12 et I'lL-15 qui ont un r6le majeur dans la
réponse CTL (Filatenkov et al., 2005; Greyer et al., 2016). Les DC ainsi stimulées, expriment
le CD80 et/ ou CD86, ainsi que le CD70 qui par les voies respectives du CD28 et du CD27 sur
le CTL fournissent un signal d’initiation du cycle cellulaire, de survie et de métabolisme et de
différentiation des CD8 (Prilliman et al., 2002; Feau et al., 2012; van de Ven and Borst, 2015;
Ahrends et al., 2016, 2017).

- Les CD4 Th1 permettent I'activation et la maturation des DC, assurant une présentation
antigénique et une costimulation efficace pour les CTL, interaction appelée « le ménage a
trois » (Ridge et al., 1998).

- Les CD4 Th1 helper peuvent augmenter le potentiel migratoire et invasif des CTL.
L’interaction entre le CD4 Th1 activé, et la cellule dendritique induit la production de CCL3/4
qui attirent les CD8 exprimant CCRS5 au site de l'interaction entre le CD4 et la DC (Castellino
et al., 2006). Le CTL activé exprime a des niveaux importants les récepteurs de chimiokines
comme le CXCR4 et CX3CR1 qui soutiennent I'extravasion des CTL sur le site tumoral
(Ahrends et al., 2017). Cette fonction est soutenue par la production d’IFN-y par les Th1 qui

favorise I'expression des molécules du CMH par les cellules tumorales conduisant a une
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reconnaissance accrue de ces cellules par les lymphocytes T (CTL et Th1). De plus, il induit
la sécrétion de chimioattractants (ex : CXCL9, CXCL10, CCL5...) par les cellules épithéliales
tumorales et les cellules endothéliales qui vont pouvoir attirer les CTL spécifiques de la tumeur
sur le site de l'inflammation (Nakanishi et al., 2009; Bos and Sherman, 2010).

- Les CD4 Th1 helper peuvent augmenter l'activit¢ des CTL. Les CTL aidés par les CD4
expriment davantage de molécules effectrices comme le TNF-q, le granzyme B, et I'lFN-y et

de plus faibles taux de récepteurs inhibiteurs comme PD-1 et TIM-3 (Ahrends et al., 2017).

- Les CD4 Th1 helper peuvent augmenter la mémoire, la différenciation et la survie des CTL
effecteurs. Apres le priming, les CTL se différencient en plusieurs types de cellules effectrices,
dont des T effecteurs qui ont demi-vie trés courte, et des T mémoires persistants. Le role
helper des LT CD4 affecte I'expression de plusieurs facteurs de transcription incluant les génes
régulateurs impliqués dans la différentiation des CTL, telles que EOMES, t-bet, et ID3
impliqués également dans la régulation des modifications épigénétiques permettant
d’optimiser la longévité et les fonctions mémoires des CTL (Kaech and Cui, 2012; Weng et al.,
2012; Gray et al., 2014; Laidlaw et al., 2016). De plus, les CD8 activés surexpriment I'lL-2 et
'lL-2Ra, supportant leur différenciation, survie et métabolisme (Williams et al., 2006). L’IL-2
est montrée indispensable a I'expansion secondaire des CTL mémoires (Janssen et al., 2005).
Tres récemment le groupe de Schreiber a montré que les LT CD4 augmentaient a la fois le
priming des CD8 spécifiques de la tumeur et la maturation des CD8 en CTL spécifiques sur le
site de la tumeur. Dans des modéles de souris exprimant des tumeurs de sarcome non
reconnues par le systéme immunitaire, les auteurs ont élaboré un systeme permettant a ces
tumeurs d’exprimer une mutation dans 'intégrine 1 comme un néoantigene de CMH Il majeur
ou un néoantigene de CMH |. Les auteurs ont aussi mis en avant le fait que la tumeur devait
exprimer des néoantigénes reconnus a la fois par les CD4 et les CD8 pour induire une réponse
favorable aux immunothérapies (Alspach et al., 2019).
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Figure 20 : Role helper des CD4 Th1 sur les CTL. Différents mécanismes permettent au CD4 Th1
d’exercer un réle de help sur les CD8. Adapté de (Borst et al., 2018).

Autres fonctions
Les CD4 Th1 sont capables d’acquérir un phénotype cytotoxique et de médier la lyse des
cellules tumorales en absence de LT CD8 spécifiques de la tumeur. Les CD4 peuvent
reconnaitre directement I'antigéne sur la cellule tumorale dans le cas ou elles expriment le
CMH de classe Il. Leur action cytotoxique s'exerce par le biais de la sécrétion de cytokines
telles que le TNF-a ou en provoquant I'apoptose des cellules tumorales via les voies de
Fas/FasL ou TRAIL (TNF-related apotosis-inducing ligand) (Zanetti, 2015). L’IFN-y produit par
les CD4 peut aussi agir directement sur les cellules tumorales causant leur sénescence via un
mécanisme dépendant de STAT1 et TNFR1 (Bos and Sherman, 2010; Braumdiller et al., 2013;
Matsuzaki et al., 2015). Récemment, il a aussi été rapporté que les LT CD4 détectent
spontanément des mutations somatiques des cellules cancéreuses et favorisent le rejet de la
tumeur (Tran et al., 2014; Kreiter et al., 2015; Linnemann et al., 2015). L'IFN-y produit par les
Th1 induit la production de NO et de ROS par les macrophages impliqués dans I'élimination
des cellules tumorales. Via la sécrétion d’'IFN-y et d’IL-2, les Th1 participent a I'activation des

cellules NK.
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Les LT CD4 auraient également un rdle dans la vascularisation des tumeurs (De Palma and
Jain, 2017; Tian et al., 2017) (Figure 21).
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Figure 21 : Role anti-tumoral des CD4 Th1. Outre ses rbles helper, les CD4 Th1, via leur sécrétion
de cytokines ont d’autres fonctions anti-tumorales au niveau de I'activation des NK, des macrophages,
un effet anti-angiogénique et une reconnaissance directe des cellules tumorales.

Valeur pronostique des CD4 Th1

Etant donné limportance du rdle de ces cellules dans la contribution de la réponse anti-
tumorale, un infiltrat immunitaire de type Th1 dans la tumeur est associé a un pronostique
favorable des patients atteints de cancer. Cela concerne de nombreux types de cancers
incluant le mélanome, cancer du sein, cancer colorectal, ovaire, cesophage, rein, poumon,
foie, estomac (Fridman et al., 2012) (Figure 22).

Bien que la plupart des cellules tumorales n’expriment pas le CMH de classe I, I'expression
des molécules HLA-DR sur les cellules tumorales a été retrouvée associée a un bon
pronostique chez les patients atteints de cancers (Sconocchia et al., 2014) suggérant un effet
bénéfique de la reconnaissance directe des cellules tumorales par les CD4 Th1.

Il a également été montré dans les cancers du célon, que le profil d’infiltration tumoral
CD8+CD45R0O+ était associé a une orientation immunitaire des LT CD4 de type Th1 (Pages
et al., 2009).
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L’impact pronostique des LT CD4 Thi1 a également été étudié apreés traitement par
immunothérapie. Les CD4 circulants sont retrouvés augmentés chez les patients répondeurs
a 'immunothérapie (Spitzer et al., 2017) et la présence de CD4 fonctionnels trés différenciés
n’exprimant pas le CD28 est associée aux taux de réponse objective des patients atteints de
cancer du poumon et traités par anti-PD1/PD-L1 (Zuazo et al., 2019). Par ailleurs, il a été
montré que la restauration de I'efficacité des immunothérapies par le microbiote intestinal est
dépendante des CD4 Th1 (Pitt et al., 2016; Routy et al., 2018).
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Figure 22 : Association entre la présence de LTh1 intra tumoraux et le pronostique des patients
atteints de différents cancers. Inspiré de (Chraa et al., 2019; Galon and Bruni, 2020).

B. Lymphocytes Th2

Les lymphocytes Th2 sécretent les cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 et expriment le facteur de
transcription GATAS ainsi que les récepteurs de chimiokines CCR4, CRTH2. Les T CD4 naifs
se polarisent en Th2 sous linfluence de I'lL-2 et de I'lL-4 (Zhu et al., 2010; Walker and
McKenzie, 2018). Leur rble dans les cancers est mixte, de nature pro ou anti-tumoral selon le
type de cancer (Figure 23). Les cytokines Th2 sont souvent associées a une suppression des
réponses immunitaires anti-tumorales (Walker and McKenzie, 2018). Dans certains cancers
comme le cancer du rein, de I'ovaire, de I'estomac, pancréas, et le glioblastome, la présence
d’un environnement cytokinique Th2 est associée a un mauvais pronostique (Tatsumi et al.,
2002; Kusuda et al., 2005; Ubukata et al., 2010; Ochi et al., 2012; Shimato et al., 2012).
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ATinverse, un réle anti-tumoral a été rapporté dans les lymphomes, cancers du sein, et cancer

colorectal (Schreck et al., 2009; Yoon et al., 2010; Tosolini et al., 2011). Ce réle anti-tumoral
est attribué a I'lL-4, a travers le recrutement d’éosinophiles et macrophages infiltrant la tumeur
(Tepper et al., 1992).
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Figure 23 : Association entre la présence de LTh2 intra tumoraux et le pronostique des patients
atteints de différents cancers.
Inspiré de (Chraa et al., 2019; Galon and Bruni, 2020)

C. Lymphocytes Th17

Les CD4 Th17 produisent de I'lL-17A et de I'lL-22, et sont caractérisés par I'expression de
ROR-yT (Receptor-related Orphan Receptor gamma-T) et du récepteur aux chimiokines,
CCRG6. L’IL-6, I'lL-21, I'lL-23 et le TGF-B sont les cytokines indispensables a la différentiation
et au maintien de la polarisation Th17 (Zou and Restifo, 2010). Bien que le réle des Th17 varie
d’un type de modeéle a I'autre ou en fonction du type de cancer, ces cellules ont généralement
un réle pro-tumoral (Bailey et al., 2014; Asadzadeh et al., 2017) (Figure 24). Ainsi les cellules
Th17 stimulent le recrutement de macrophages en M2 et des LT régulateurs au sein de la
tumeur favorisant ainsi la progression tumorale et les métastases (Knochelmann et al., 2018).
D’un autre cbté, des fonctions anti-tumorales ont pu étre attribuées aux Th17, notamment via
le recrutement des neutrophiles, des cellules NK, des lymphocytes T dans le
microenvironnement tumoral (Asadzadeh et al., 2017). Cependant, le bon pronostique de ces
LTh17 n’a été montré que chez peu de cancers (cancer gynécologiques) (Chraa et al., 2019).
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Ce r6le ambivalent des Th17 peut étre expliqué par la grande plasticité de ces lymphocytes
qui peuvent étre convertis en Th1 ou Tregs (Asadzadeh et al., 2017; Knochelmann et al.,
2018).
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Figure 24 : Association entre la présence de LTh17 intra tumoraux et le pronostique des patients
atteints de différents cancers. Inspiré de (Chraa et al., 2019; Galon and Bruni, 2020)

D. Lymphocytes Th9

lls sont caractérisés par la production d’IL-9 mais également d’IL-10 et d’IL-21. Décrits en
2008, comme un sous-type de lymphocytes Th2 capable de se différencier en Th9 en présence
des cytokines IL-4 et TGF-B (Dardalhon et al.,, 2008; Veldhoen et al., 2008). Leur
différenciation implique les facteurs de transcription PU.1, IRF4 et STAT®6. Initialement, les
lymphocytes Th9 étaient décrits comme pro-inflammatoires et ayant un réle dans les maladies
auto-immunes et les allergies. Ce n’est que récemment que des études ont pu mettre en
évidence l'implication de I'lL-9 et des Th9 dans l'immunité anti-tumorale (Purwar et al., 2012;
Schmitt and Bopp, 2012; Végran et al., 2014). Méme si leur réle n’est pas encore véritablement
établi dans les cancers, il semblerait que le réle anti-tumoral des lymphocytes Th9 repose sur
leur capacité a recruter les LT CD8+ et les cellules dendritiques (Purwar et al., 2012).
Cependant, un réle pro-tumoral a été décrit dans le cancer du foie ou les patients avec un fort
infiltrat de cellules Th9 présentaient une moins bonne survie (Tan et al., 2017) (Figure 25).
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Figure 25 : Association entre la présence de LTh9 intra tumoraux et le pronostique des patients
atteints de différents cancers. Inspiré de (Chraa et al., 2019; Galon and Bruni, 2020)

E. Lymphocytes T helper follicullaire

Les lymphocytes T helper folliculaire (TFH) sont polarisés par les cytokines IL-6 et IL-21 et
expriment le facteur de transcription bcl-6 (Nurieva et al., 2008; Tangye et al., 2013). lIs
expriment le récepteur CXCR5 qui leur permet d’étre maintenus au niveau des follicules
lymphoides B et de participer a la différentiation et a la maturation des lymphocytes B via la
sécrétion d’IL-4 et d'IL-21. Le r6le des lymphocytes TFH dans le cancer est encore mal connu.
Cependant, deux études ont montré qu’ils étaient associés a un bon pronostic dans les

cancers du c6lon et du sein (Bindea et al., 2013; Gu-Trantien et al., 2013).

F. Lymphocytes T CD4 régulateurs

Les lymphocytes Tregs ont été découverts en 1995 par S Sakaguchi, ils sont impliqués dans
les phénoménes de maintien de la tolérance, d’auto-immunité et de contrdle de la réponse
immunitaire (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009; Sakaguchi et al., 2011). lls expriment de
facon constitutive le facteur de transcription FoxP3 (Forkhead boxP3) et sont caractérisés par
une forte expression de CD25 (chaine alpha du récepteur a I'lL-2) et une faible expression de
CD127.

Les Tregs peuvent étre recrutés au sein de la tumeur via CCL22 produit par les cellules
cancéreuses et les DC, lequel se lie au CCR4 fortement exprimé par les Tregs (Gobert et al.,
2009; Halim et al.,, 2017). Une fois dans la tumeur, les Tregs exercent leur réle
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immunosuppresseur dirigé contre les lymphocytes T et les autres cellules effectrices. Plusieurs
mécanismes suppresseurs contact cellulaire-dépendants, ou via la production de cytokines
inhibitrices ou encore a travers la perturbation métabolique sont décrits (Figure 26).
L’inhibition par contact cellulaire implique différents récepteurs de surface exprimés par les
Tregs et impliqués dans leurs fonctions tels que : le CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen
4), GITR (glucocorticoidinduced tumor necrosis factor family related gene), LAG-3
(Lymphocyte-activation gene 3) (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009; Pere et al., 2012). Les
ligands de ces récepteurs sont exprimeés par les cellules effectrices du TME et leur interaction
est a l'origine de signaux inhibiteurs. C’est notamment le cas pour CTLA-4 qui se lie aux
CD80/CD86 ou LAG-3 qui se lie au CHM-II (Park et al., 2018; Huang et al., 2004).

De plus, les ecto-enzymes CD73 et CD39 exprimées a la surface des Tregs catalysent la
dégradation de I'ATP en adénosine qui inhibe les T effecteurs et les DC (Ernst et al., 2010).
Les Tregs inhibent également les réponses immunitaires anti-tumorales via la production d’IL-
10, TGF-B, et IL-35 et peuvent exercer une action cytotoxique directe via le granzyme B et la

perforine.
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Figure 26 : Role suppressif des LT régulateurs. Les Tregs exercent leur role pro-tumoral via deux
grands mécanismes suppressifs, I'un contact dépendant et I'autre via des médiateurs solubles.
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En clinique, des études montrent une association favorable entre une infiltration riche en Tregs
et le bon pronostique des patients (Tosolini et al., 2011), tandis que d’autres montrent une
association défavorable (Adeegbe and Nishikawa, 2013; Whiteside et al., 2012) ou les deux
(Figure 27). Néanmoins, une récente méta-analyse de 17 types de cancers, a montré qu’'une
fréquence importante de Tregs dans les tumeurs était associée a un mauvais pronostique des

patients, quel que soit le type de tumeur (Shang et al., 2015).
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Figure 27 : Association entre la présence de LTregs intra tumoraux et le pronostique des patients
atteints de différents cancers. Inspiré de (Chraa et al., 2019; Galon and Bruni, 2020)
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IV. La télomérase

A. Latélomérase : enzyme responsable de 'immortalisation des
y

cellules cancéreuses

La télomérase est une reverse transcriptase qui intervient dans le maintien des télomeéres par
la synthése de séquence 5TTAGGG-3’ a I'extrémité des chromosomes. La télomérase a été
découverte en 1984 par Carol Greider et Elizabeth Blackburn qui ont regu le prix Nobel en
2009 (Greider and Blackburn, 1985). Cette enzyme est un complexe ribonucléoprotéique
constitué de 2 composants essentiels : une sous-unité catalytique appelée télomérase reverse
transcriptase (TERT) dont le réle majeur est la polymérisation des nucléotides et d’'un ARN
hTR (human Telomerase RNA component), ce dernier servant de matrice lors de I'extension
des télomeres. Ensemble, ces deux composants constituent I'activité de la télomérase reverse
transcriptase (Figure 28A)(Artandi and DePinho, 2010; Martinez and Blasco, 2011).

La cellule cancéreuse utilise ce mécanisme en surexprimant la télomérase afin d’échapper a
la sénescence engendrée par un raccourcissement des télomeéres des cellules somatiques en
division, la télomérase se retrouve au cceur du processus d’immortalisation cellulaire,
caractéristique propre aux cellules cancéreuses et aux cellules souches (Kim et al., 1994;
Shay, 2016) (Figure 28B).
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Figure 28 : Structure de la télomerase et horloge télomérique. A, Structure du complexe télomerase
composée de deux sous-unités, une matrice ARN hTR nécessaire a I'élongation des télomeres et une
sous-unité catalytique a transcriptase inverse. B, Modéle de I'horloge télomérique avec perte
progressive des teloméres au cours des divisions, vieilissement des cellules, crise et mort par
sénescence et d’autre part, activation de la télomérase et immortalité cellulaire.
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B. Role de la télomérase dans I’'oncogenése

Outre son réle canonique d’allongement télomérique, la télomérase posséde d’autres
fonctions oncogéniques télomeres-indépendantes, telle que la régulation d’expression de
génes, la prolifération, I'apoptose (Low and Tergaonkar, 2013; Li and Tergaonkar, 2014; Shay,
2016).

Parmi ces différents réles, certains sont directement lié a la régulation de la transcription de
facteurs oncogéniques tels que, Myc, NF-kB, Wnt/ B-cathenine (Choi et al., 2008; Park et al.,
2009). En effet, il a été montré que TERT en se liant a la sous-unité p65 de NF-KB dans le
noyau entraine la transcription des genes impliqués dans l'inflammation tels que IL-6, TNF-a
et IL-8 jouant ainsi un r6le critique dans la progression tumorale (Ghosh et al., 2012). Un
mécanisme similaire a été décrit pour la transcription des génes de la voie Wnt/ 3-cathenine.
De facon intéressante, ces facteurs oncogéniques de transcription Myc (Wu et al., 1999), NF-
kB (Yin et al., 2000) et B-cathenine (Hoffmeyer et al., 2012) participent a la réactivation de la
télomérase. |l existe donc une boucle de rétro-activation entre ces oncogenes permettant leur
amplification de maniére autonome (Low and Tergaonkar, 2013). La transcription de ces
géenes oncogéniques peut stimuler la prolifération cellulaire, contrecarrer la différentiation,
favoriser l'invasion et les métastases via la promotion de I'EMT et réguler I'inflammation
chronique et 'immunosuppression (Choi et al., 2008; Liu et al., 2013).

Il a été également, observé que TERT entrainait une expression accrue de géenes comme la
cycline D, la cycline A2 ou les protéines E2F1, propice au déclenchement de signaux de
prolifération (Mukherjee et al., 2011). De méme, une régulation positive des génes EGFR
(Epidermal Growth Factor Recepor) ou FGF (Fibroblast Growth Factor) stimulant la division
cellulaire accompagne la surexpression de TERT (Jin et al., 2010b; Mukherjee et al., 2011).
Parallélement, TERT protege les cellules de l'apoptose via linhibition de TRAIL (TNF-
apoptosis induction signal) et de la voie classique de mort cellulaire p53 dépendante (Jin et
al., 2010b; Listerman et al., 2013). Le role de TERT a également été montré dans la promotion
de l'angiogenese tumorale, ou TERT régule positivement I'expression du VEGF par des
interactions directes avec le géne Vegf et le facteur de transcription Sp1 (Liu et al., 2020).
L’ensemble de ces fonctions témoignent des propriétés oncogéniques de cette enzyme, la
hissant au rang des caractéristiques (ou hallmarks) du cancer décrite par Hanahan et
Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2011) (Figure 29).

92



Cellule tumorale
Role canonique

Maintenance des

Role non canonique = . lDTeres
= 2y
7 i 4 > Angiogénése
i _ VEGF
Promotion des — -
cellules souches ; TGF-g —p Resm_ance facteur
cancéreuses > | ‘ - de croissance

® : )
NF-kB e
' B-cathénine
Prolifération
Résistance apoptose * Prolifération
Invasion - - Invasion & métastases
Inflammation Meétabolisme ®
Prolifération

Figure 29 : Fonctions de la télomérase. Le premier rble de la télomérase est son réle canonique
qgu’elle assure au niveau du maintien et de l'allongement des téloméres. D’autres fonctions non
canoniques lui sont attribuées qu’elle exerce via la transcription de ses génes cibles : NF-xB, cMyc, B-
cathénine et VEGF. Plus récemment, son réle au niveau de la promotion des fonctions des cellules
souches cancéreuses a été décrit. Inspiré de (Low and Tergaonkar, 2013).

Etant donné le role essentiel de la télomérase dans la survie des cellules, son expression est
régulée a différents niveaux et par plusieurs mécanismes. La réactivation de la télomérase
dans les cellules cancéreuses est en grande partie la conséquence de la réexpression du gene
d’hTERT, et de sa régulation transcriptionnelle constituant un mécanisme critique dans
I'établissement de la tumorigénése (Martinez and Blasco, 2011). Bien que cette régulation
complexe ne soit pas encore totalement élucidée, plusieurs mécanismes ont été décrits a
différents niveaux : amplification génique, mutation/délétion du promoteur, régulation
épigénétique, régulation post transcriptionnelle (épissage alternatif), modifications post-
traductionnelles (Kyo and Inoue, 2002). Le mécanisme le plus important étant la régulation du
promoteur de TERT. En effet, il contient de nombreuses séquences consensus comprenant
des sites de fixations de facteurs de transcription qui peuvent étre soit activateurs, E6 du
papillomavirus (Park et al., 2001), Wnt/b-catenine (Hoffmeyer et al., 2012), soit inhibiteurs,
p53 (Yao et al., 2012) ou les deux, c-myc (Klingelhutz et al., 1996).

Récemment, plusieurs mutations du promoteur ont été décrites dans de nombreux cancers
(Min and Shay, 2016). Elles sont retrouvées en nombre trés fréquent dans le mélanome
(~85%), glioblastome (~84%), carcinome hépatocellulaire (~44%), liposarcomes (~79%), et
cancers urothéliaux (~47%) (Vinagre et al., 2013; Heidenreich et al., 2014; Romaniuk et al.,
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2019) (Figure 30). La mutation du promoteur de TERT est souvent associée a une forte
expression ou activité de la télomérase (Létsch et al., 2013; Huang et al., 2015a) et est
associée a un mauvais pronostique des patients (Killela et al., 2013; Eckel-Passow et al., 2015;
Melton et al., 2015; Borah et al., 2015). Une étude récente montre que les mutations de TERT
et 'hyperméthylation de la région THOR sont associées a un surexpression de TERT et a une

augmentation du risque de cancer de la vessie (Leao et al., 2019).
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Figure 30 : Fréquence des mutations du promoteur de TERT dans différents cancers. Issue de
(Killela et al., 2013).

C. La télomérase : un antigéne surexprimé dans la majorité des cancers

L'implication de la télomérase dans le développement de tumeurs a été mise en évidence en
2000, les auteurs ont pu montrer que des souris transgéniques ‘knockout’ pour le géne TERT
présentaient un nombre réduit de tumeurs cutanées comparé a des souris normales et a des
souris dont le géne TERT était surexprimé (Gonzalez-Suarez et al., 2000; Artandi and
DePinho, 2010). On sait depuis plusieurs années maintenant que la télomérase est
surexprimée dans 80 a 90% des cancers (Shay and Bacchetti, 1997). La télomérase permet
donc a la majorité des cancers humains de maintenir la longueur de leur télomére fournissant
ainsi aux cellules cancéreuses un potentiel prolifératif illimité. De plus, la télomérase est
retrouvée exprimée a chaque stade de I'évolution de la tumeur, avec une expression visible
dés la cellule souche cancéreuse et se poursuivant dans les métastases (Shay, 2016).
Récemment, des études ont démontré que les cellules souches cancéreuses expriment des
niveaux plus élevés de TERT, qui peuvent réguler plusieurs fonctions cellulaires telle que la
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pluripotence, la prolifération, 'invasion, I'expression des genes et la résistance aux traitements
(Terali and Yilmazer, 2016; Liu et al., 2020). Plusieurs preuves mettent en évidence que la
surexpression de la télomerase par les cellules souches cancéreuses est un important
mécanisme via lequel ces cellules acquiérent une durée de vie indéfinie et a l'origine de la
propagation des tumeurs (Clarke et al., 2006; Liu et al., 2013). Il a été rapporté que la
surexpression de TERT pouvait favoriser le caractére souche des cellules souches
cancéreuses gastriques, alors que son inhibition le supprimait. L'utilisation de siRNA de TERT
dans les cellules souches cancéreuses gastriques a montré I'inhibition du marqueur OCT-4,
bien connu pour son expression dans les cellules souches, suggérant que TERT a le potentiel
de maintenir la pluripotence des cellules souches cancéreuses (Liu et al., 2013; Zhang et al.,
2017). En revanche, I'expression de TERT dans les cellules normales est quasiment
inexistante (Shay, 2016).

Les travaux pionniers de I'équipe de Vonderheide et al. ont montré que TERT pouvait étre une
cible antigénique reconnue par les CTL (Vonderheide et al., 1999). Par la suite plusieurs
travaux ont décrit des épitopes immunogéenes de classe | et de classe Il dérivés de TERT
(Beatty and Vonderheide, 2008; Harley, 2008; Zanetti, 2017). Compte tenu de sa fonction et
de son expression quasi universelle dans les cancers, la télomérase représente une cible de
choix pour les traitements anticancéreux et l'immunothérapie (Zanetti, 2017; Mizukoshi and
Kaneko, 2019; Saraswati et al., 2019).
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Plusieurs évidences démontrent le rble central de 'immunité adaptative T dans la réponse
immunitaire anti-tumorale (Koebel et al., 2007; Vesely et al., 2011). En témoignent, les
nombreux mécanismes d'échappement développés par les tumeurs pour échapper aux
cellules T ainsi que le succés des immunothérapies ciblant les voies de résistances a I'attaque
immunologique comme les inhibiteurs de checkpoints (Chen and Mellman, 2013; Ribas and
Wolchok, 2018). La théorie de l'immunoédition décrit la réponse immunitaire comme un
processus dynamique et évolutif (Dunn et al., 2004). Ainsi la réponse T anti-tumorale doit étre
vue comme un processus dynamique selon le modele proposé par Chen & Mellmann (Chen
and Mellman, 2013, 2017). Dans ce processus multi-étapes, le compartiment sanguin
constitue le carrefour de passage des lymphocytes T anti-tumoraux migrant vers le lit tumoral
et les organes lymphoides secondaires. Ainsi l'utilisation du compartiment sanguin pour
évaluer le statut immunitaire anti-tumoral chez un patient mérite donc d’étre mieux considéré.
Si le réle des LT CD8 dans I'élimination des cancers est incontestable et représente a ce jour
le « gold standard » pour évaluer la réaction de I'héte contre sa tumeur, plusieurs évidences
scientifiques soulignent un réle fondamental des LT CD4 dans I'immunosurveillance des
cancers (Kim and Cantor, 2014; Borst et al., 2018). En effet, plusieurs sous-populations de LT
CD4 helper sont décrites et jouent différents réles pro ou anti-tumoraux dans les cancers. De
plus, la plasticité de certaines sous-populations de T CD4 a rendu plus complexe la
compréhension de leur réle dans les cancers par comparaison aux LT CD8 qui sont des
cellules tueuses par excellence. Comme souligné précédemment, le réle anti-tumoral de la
sous-population CD4 Th1 est clairement établi depuis plusieurs années. Plus important, ces
cellules sont capables de contrdler I'action des cellules effectrices et en particulier celles des
LT CD8 anti-tumoraux (Kennedy and Celis, 2008; Ahrends et al., 2017; Zander et al., 2019).
Ainsi, nous formulons I'hypothése qu’'une signature CD4 Th1 anti-tumorale donnerait une
vision plus compléte de 'immunité a médiation cellulaire dirigée contre la tumeur.

Dans ce contexte, notre équipe s’intéresse a I'étude des réponses T CD4 anti-tumorales
circulantes. Pour cela, I'équipe a développé une approche originale basée sur I'utilisation de
peptides dégénérés dérivés de la télomérase et reconnu spécifiguement par les lymphocytes
CD4 Tht.

Les travaux précédents de I'équipe de recherche

Depuis plusieurs années, notre équipe de recherche a mis en place un programme de
recherche portant sur lindentification de peptides restreints HLA de classe Il dérivés
d’antigénes de tumeur dans le but d’analyser les réponses T CD4 circulantes chez les patients
et de développer des stratégies d'immunothérapie anti-tumorale (Adotevi Human Vacc 2013,
Galaine Vaccine 2016). Les premiers travaux ont porté sur lidentification d’épitopes

immunogenes restreints HLA de classe Il dérivé de la télomérase (TERT) capables de cibler
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les lymphocytes CD4 Th1 (Dosset et al., 2012; Godet et al., 2012a, 2012b; Laheurte et al.,
2016).

L’équipe a donc tout d’abord, par une approche d'immunologie inverse, identifié 4 peptides
pan HLA-DR issus de TERT. Ces peptides appelés « UCP » pour Universal Cancer Peptides
ont été sélectionnés pour lier efficacement les alleles HLA-DR les plus exprimés dans la
population tels que DR1, DR3, DR4, DR7, DR11, DR15, DRB3... couvrant environ 80% de la
population caucasienne (Godet et al., 2012a). Les LT CD4 anti-UCP sont caractérisés par leur
production d’IFN-y, TNF-a, et IL-2 correspondants a une polarisation Th1. En utilisant ces
peptides dans un test ELISpot, les auteurs ont montré dans une cohorte de 84 patients atteints
de cancer bronchique métastatique la présence dans le sang périphérique, de réponses
spontanées T CD4 anti-UCP chez 38% des patients.

Une corrélation entre la présence de cette réponse systémique Th1 anti-UCP avant traitement
et la survie des patients répondeurs a une chimiothérapie a base de sels de platine a
€galement pu étre rapportée dans ce travail (Godet et al., 2012a, 2012b).

Ces premiers travaux ont suscité un réel intérét d'utiliser cette approche pour le suivi des

réponses CD4 Th1 anti-tumorales chez les patients atteints de cancer.

Afin d’élargir cette approche a une maijorité de patients et a d’autres cancers, une deuxiéme
étude a permis de caractériser des nouveaux épitopes restreints HLA-DP4, alléle de classe Il
exprimé par environ 70% de la population caucasienne (Laheurte et al., 2016, Annexe 3). Les
résultats de ces travaux ont permis de décrire 4 peptides immunogénes dérivés de TERT
capables de stimuler des réponses Th1 anti-TERT restreintes HLA-DP4. En utilisant un test
ELISpot IFN-y, des réponses spontanées dirigées contre ces peptides ont été détectées dans
le sang périphérique de patients atteints de différents cancers. Ce travail a également permis
de montrer que les réponses Th1 anti-TERT restreintes HLA-DR sont plus immunogénes que
celles restreintes HLA-DP4 (Laheurte et al., 2016). Néanmoins, I'ajout de ces 4 nouveaux
peptides restreints HLA-DP4 aux 4 autres HLA-DR permettrait une couverture théorique
encore plus large d’environ 90% de la population minimisant ainsi la contrainte liée a la
restriction HLA (Table 9).
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Epitope Sequence Restriction HLA | Table 9 : Séquences des 8 peptides TERT

UCP1 PAAFRALVAQCLVCV HLA-DR retreints HLA-DR et HLA-DP4 identifiés
uck2 LS el el HLA-DR dans le laboratoire. (Godet et al., 2012b,
UCP3 GTAFVQMPAHGLFPW HLA-DR

UCP4 SLCYSILKAKNAGMS HLA-DR Laheurte et al., 2016)

541-555 LAKFLHWLMSVYVVE HLA-DP4

573-584 LFFYRKSVWSKLQSI HLA-DP4

911-925 DEALGGTAFVQMPAH HLA-DP4

613-627 RPALLTSRLRFIPKP HLA-DP4

L’ensemble de ces résultats démontre que des LT spécifiques de ces peptides TERT sont
présents dans le répertoire T périphérique des patients atteints de cancers et suggérent
€galement que ces peptides seraient naturellement apprétés et présentés au LT CD4 in vivo.
Ce dernier point a été exploré par les travaux de Galaine et al. en 2016. L'étude a permis de
décrire les principales voies d’apprétements et de présentation de TERT par le CMH-II. Ainsi
les résultats ont démontré que la présentation de TERT par les molécules de CMH classe |l
utilisent la voie classique endo-lysosomiale mais aussi une voie non classique cytosolique. De
plus, il a été montré qu’aprés sa libération par les cellules tumorales, l'internalisation de TERT
dans les voies de présentation de classe Il nécessitent les héparanes sulfates protéoglycanes
(Galaine et al., 2016).

Parallélement, 'immunogénicité des UCP a été évaluée in vivo dans un modéle de tumeur
chez des souris transgéniques HLA. Ainsi les travaux de Dosset et al. ont montré la capacité
de ces peptides a stimuler des réponses CD4 Th1 de forte affinité et démontré les principaux
mécanismes impliqués dans le réle « helper » des T CD4 anti-UCP (Dosset et al., 2012, 2013).

Objectifs de these

Ces travaux précédents ont posé une base solide pour l'utilisation des épitopes pan HLA-DR
et HLA-DP4 dérivés de TERT pour étudier les réponses CD4 Th1 anti-tumorales circulantes
chez des patients atteints de cancers. Pour cela I'équipe de recherche a mis en place depuis
2011, plusieurs cohortes prospectives de patients atteints de cancers tels que le poumon,
mélanome, colorectal...(Annexe 2).

Notre hypothése est que la détection dans le sang périphérique de cette réponse adaptative
peut étre un outil universel et dynamique pour mesurer le statut immunitaire Th1 anti-tumoral
ainsi que son réle dans les cancers.

Ainsi I'objectif principal de mon projet de thése était d’étudier et d’évaluer la relevance
immunologique et clinique de la réponse CD4 Th1 anti-TERT circulante dans une cohorte de
patients atteints de cancer du poumon (cohorte TeloCap 01).
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Dans ce premier article, nous avons étudié les caractéristiques immunologiques de la réponse
CD4 Th1 anti-TERT circulante dans le cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) et
évalué sa relevance clinique dans une cohorte de patients atteints de cancer bronchique non
a petites cellules (CBNPC).

Pour cela, nous avons utilisé des collections de lymphocytes issus de patients atteints de
CBNPC (n= 170) inclus dans la cohorte TeloCap 01 de 2010 a 2014. Il s’agit de patients de
stade | a IV de CBNPC inclus au moment du diagnostic. Ainsi les préléevements étaient réalisés
avant tout traitement y compris avant la chirurgie.

Les réponses CD4 Th1 anti-TERT ont été mesurées par technique ELISpot IFN-y aprés une
courte stimulation in vitro pendant 6 jours des lymphocytes sanguins avec les 8 peptides pan-
HLADR et HLA-DP4 dérivés TERT décrits précédemment (table 9) (Godet et al., 2012b;
Laheurte et al., 2016). Des peptides dérivés de 2 autres antigénes de tumeurs NY-ESO-1 et
WT-1 ainsi que des peptides viraux dérivés de CMV, EBV et Influenzae ont été utilisés comme
contrdles. Des paramétres immunologiques sanguins (cellules et solubles) pouvant influencer
cette réponse tels que le taux des sous-populations de T, B, NK, T régulateurs (Tregs),
I'épuisement lymphocytaire T, cytokines sériques de 'immunosuppression et de l'inflammation

et facteurs liés a 'angiogenése tumorale ont été mesurés par cytométrie en flux et par ELISA.

Résumé des principaux résultats :

- Les réponses T CD4 anti-TERT circulantes étaient présentes chez 35% des patients
(59/170). Ces LT CD4 anti-TERT circulants produisent de I'lFN-y, TNF-a et IL-2 et expriment
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a leur surface CXCRS3, caractéristiques d’une polarisation Th1. De plus, ces lymphocytes T
CD4 anti-TERT sont CD45RA- et CCR7- en faveur d’'un phénotype effecteur-mémoire (Tem).

- Une analyse par composante principale (ACP) a montré que la réponse Th1 anti-TERT
circulante apparait comme un facteur indépendant parmi plusieurs parameétres immunitaires
mais en opposition avec des facteurs immunologiques associés a I'immunosuppression
comme les Tregs, IL-6 et surtout les lymphocytes T circulants de phénotype épuisé exprimant
PD-1 et TIM-3.

- Nous avons montré une corrélation inverse entre la présence de la réponse Th1 anti-TERT
et les taux circulants de lymphocytes T épuisés exprimant PD-1+/TIM-3+. Ainsi, les patients
qui présentaient des réponses CD4 Th1 anti-TERT positives avaient des taux significativement
plus bas de LT épuisés PD-1+/TIM-3+ comparés aux patients non répondeurs. Nous avons
démontré que I'expression de ces récepteurs inhibiteurs pouvait interférer la détection des

réponses anti-TERT Th1 périphériques chez les patients.

- Sur le plan clinique, nos résultats ont montré une corrélation inverse entre le stade du cancer
et la prévalence de la réponse anti-TERT Th1. Ainsi une baisse du nombre de patients
répondeurs a TERT était observée au fur et a mesure que le stade du CBNPC avance allant
de 45% aux stades localisés a 24% aux stades métastatiques.

La présence d’une forte réponse Th1 anti-TERT circulante était associée a une meilleure
survie globale chez les patients y compris au stade métastatique. La présence d’'une forte
réponse Th1 anti-TERT limite I'effet délétere liée a 'accumulation de lymphocytes T circulants
CD4 coexprimant PD-1+/TIM-3+. Ainsi en utilisant les taux circulants de ces deux paramétres
immunologiques, il était possible de stratifier les patients atteints de CBNPC selon différents
groupes pronostiques.

En conclusion, nous avons mis en évidence un réle opposé entre les réponses CD4 Th1 anti-
TERT et les lymphocytes T PD-1+/TIM-3+ dans le sang périphérique. La présence d’une faible
réponse CD4 Th1 anti-TERT circulante et d’'un taux élevé de T CD4 épuisés PD-1+/TIM-3+
représente un facteur de mauvais pronostique dans le cancer du poumon.

Ce travail a permis de montrer I'histoire naturelle de la réponse Th1 anti-TERT dans le cancer
bronchique et souligne l'intérét d’utiliser cette systémique comme biomarqueur dynamique de

limmunité adaptative anti-tumorale et pour évaluer I'efficacité des immunothérapies.
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BACKGROUND: Despite the critical roles of Th1-polarised CD4" T cells in cancer immunosurveillance, the translation of their
potential to clinical use remains challenging. Here, we investigate the clinical relevance of circulating antitumor Th1 immunity in

non-small cell lung cancer (NSCLCQ).

METHODS: The circulating antitumor Th1 response was assessed by the ELISpot assay in 170 NSCLC patients using a mixture of
HLA class ll-restricted peptides from telomerase (TERT). Phenotyping of blood immune cells was performed by flow cytometry.
RESULTS: TERT-reactive CD4 T-cell response was detected in 35% of NSCLC patients before any treatment. Functional analysis
showed that these cells were effector memory and Th1 polarised capable to produce effector cytokines, such as IFN-y, TNF-a and IL-
2. The presence of anti-TERT Th1 response was inversely correlated with the level of exhausted PD-1*/TIM-3YCD4 T cells. The level
of these two immune parameters differentially affected the survival, so that increased level of anti-TERT Th1 response and low rate
of exhausted PD-1"TIM-37CD4" T cells were associated with a better prognosis.

CONCLUSIONS: Systemic anti-TERT Th1 response plays a strong antitumor protective role in NSCLC. This study underlines the
potential interest of monitoring circulating antitumor Th1 response for patients’ stratification and therapy decision.

British Journal of Cancer https://doi.org/10.1038/541416-019-0531-5

BACKGROUND

A functional adaptive immune system, in which tumour antigens
are recognised as foreign and eliminated, is fundamental for
preventing cancer development and progression.' Research on
cancer immunity and immunotherapy has mainly focused on the
antitumor activity of cytotoxic CD8" T cells (CTL), but cumulative
data also highlight a major role of CD4" T cells. Among the
subpopulations of CD4" helper T cells, CD4*Th1 subset that
produces IFN-y, TNF-a and interleukin-2 play a well-defined role in
antitumor protection by orchestrating cell-mediated immunity
against cancer cells.>® This cell subset shows the capacity to
enhance tumour-specific CD8" T-cell generation, function and
memory.*™® Tumour-reactive CD4" Th1 T cells also promote the
secretion of chemo attractants that support the entry of effector
cells into the tumour site.”# Emerging properties of CD4" helper
T cells also indicate their involvement in inhibiting tumour
angiogenesis,® promoting cancer cell senescence,'® highly sensi-
tive “neoepitope” recognition'"'? and protecting effector CTLs

from exhaustion.®® In many human cancers, a Th1-polarised CD4™
T-cell signature within the tumour microenvironment (TME) is
associated with better survival."'* Furthermore, evidence indi-
cates that targeting CD4" T cells can significantly increase cancer
immunotherapy efficacy, and may induce more durable tumour
control than targeting CD8" T cells.'>'® These properties under-
score the importance of finding ways to better harness the clinical
potential of CD4" helper T cells.

The comprehensive monitoring of tumour-reactive CD4" T cells
is hampered by several hurdles, such as tumour antigen selection,
HLA class Il polymorphism, low frequencies of antigen-specific
CD4" T cells and the plasticity of CD4" helper T cells."” One
approach to circumventing these obstacles involves the ability of
CD4" T cells to recognise degenerate HLA class Il-restricted
epitopes from relevant shared tumour-associated antigens.'®'

In this study, we investigated the clinical significance of
circulating antitumor CD4" Th1 response in patients with non-
small cell lung cancer (NSCLC). To this end, we quantified
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Distinct prognostic value of circulating anti-telomerase...
C Laheurte et al.

functional telomerase (TERT)-reactive CD4 T cells as a surrogate
marker of antitumor Th1 response by using a mixture of HLA class
ll-restricted peptides.>* Our results showed an unexpected
relationship between the circulating TERT-reactive CD4" Th
response and accumulated exhausted PD-17/TIM-31 CD4" T cells.
It appears that a robust circulating anti-telomerase CD4" Th1
response plays a strong protective role in NSCLC patients, while
high level of exhausted PD-1*/TIM-3" CD4 T cells in peripheral
blood is associated with poor prognosis. Thus, the level of
adaptive antitumor CD4" Th1 immunity in peripheral blood could
be used for NSCLC stratification.

METHODS

Patients and study design

The TeloCap01 study is a prospective multicentric immunomoni-
toring study conducted in patients with stage I-IV NSCLC. The
primary objective of this study was to evaluate the landscape of
telomerase-specific CD4™" T-cell responses in patients with NSCLC.
Between July 2010 and January 2014, 170 patients with NSCLC
were included from the University Hospital of Besancon (Besan-
con) and the European Hospital Georges Pompidou (Paris). Before
any therapy, including surgery, we collected and isolated blood
lymphocytes, sera and plasma, which were frozen until use.
Survival data were collected at 1 and 2 years after inclusion. Blood
cells were also collected from anonymous healthy donors from the
Etablissement Francais du Sang (EFS, Besancon, France), following
EFS guidelines. All patients and healthy donors gave their signed
informed consent, and the protocol was approved by local ethic
committees and the French national drug agency (N°EUDRACT:
2009-A00642-55).

Synthetic tumour antigen-derived peptides

To measure telomerase-specific CD4" T-cell responses in blood,
we used a mixture of eight highly promiscuous HLA-DR and HLA-
DP4-binding 15-mer peptides derived from telomerase (TERT),
which has been previously described by our group.?*™2° In some
experiments, we used mixtures of 15-mer peptides derived from
NY-ESO-1 or Wilms tumour (WT-1). To evaluate the antiviral T-cell
responses, we used peptide mixtures derived from influenza virus
(Flu), Epstein Barr virus (EBV) and cytomegalovirus (CMV) (PA-CEF-
001), which were purchased from JPT (Germany) or CTL (Cellular
Technology Ltd, Germany) at >80% purity.

In vitro stimulation for the detection of tumour-reactive CD4" Th1
responses in blood

Telomerase-specific CD4" Th1 responses were assessed in
peripheral blood mononuclear cells using a standard IFN-y ELISpot
assay, following in vitro stimulation, as previously described.>*2°
Briefly, PBMCs (3-4 % 10° were cultured for 6 days in 24-well
plates in the RPMI with 5% human serum and 1%
penicillin-streptomycin, along with the mixture of TERT-derived
peptides (5 pg/mL). Recombinant interleukin 7 (IL-7; 5ng/mL;
Peprotech) was added on day 1, and recombinant interleukin-2
(IL-2; 20 Ul/mL; Novartis) was added on day 3. In some patients’
samples, stimulation was performed with a mixture of peptides
derived from NY-ESO-1 and WT-1. To assess antiviral T-cell
responses, cells were stimulated with a mixture of peptides
derived from CMV, EBV and Flu (1 pg/mL), following a similar
procedure. Then, the presence of specific T cells was measured
using IFN-y ELISpot assay or cytokine intracellular staining.

IFN-y ELISpot assay

ELISpot assay was performed according to the manufacturer’s
instructions (Diaclone, France). Briefly, lymphocytes from in vitro
stimulation (10° per well) were incubated for 18 h at 37°C in an
ELISpot plate pre-coated with anti-human IFN-y monoclonal
antibody, with or without peptide mixtures in the X-vivo 15

medium (Ozyme, BE04-418). Cells cultured with medium alone or
PMA/ionomycin (5 pg/mL; Sigma-Aldrich, L2759) were used as
negative and positive controls, respectively. IFN-y-secreting T cells,
i.e,, spot-forming cells in this assay, were counted using the C.T.L.
Immunospot system. After subtracting the negative control values
(background), we calculated the number of IFN-y spots per 10°
cells. A response was considered positive if the number of IFN-y
spots per 10° cells was both >10 and more than two times the
background.?” The results are presented as a ratio, calculated as
follows: [(number of spots in the TERT-peptide conditions)
—(number of spots in the medium conditions)l/(number of spots
in the medium conditions). All experiments were conducted in
triplicate.

Flow cytometry

Absolute numbers of T cells, B cells and NK cells were determined
in fresh samples using a single-platform flow cytometry approach,
applying the TetraCXP method with Flow-Count fluorospheres
(Beckman Coulter, Villepinte, France) and TetraCHROME antibodies
(CD45/CD4/CD8/CD3/CD19/CD56, Beckman Coulter), according to
the manufacturer’'s recommendations. Blood immune cells, includ-
iNg Tregs (CD37CD47CD127-CD257FOX-P3™) and exhausted T cells
(PD-1"TIM-3%), were measured in thawed PBMCs using flow
cytometry. Briefly, PBMCs were thawed and incubated for 10 min at
4 °C with Fixable viability dye (eBioscience), and then for 30 min at
4°C with the corresponding surface antibodies. In some experi-
ments, Ki-67 staining (Miltenyi) was performed. For intracellular
staining (FOXP-3, Ki-67), cells were fixed and permeabilised using
the Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (00-5523-00,
eBioscience), following the manufacturer’s protocol.

For intracellular cytokine staining (ICS), cells were incubated
with TERT peptides (5 pg/ml) in the X-vivo 15 medium. After 6 h,
BDGolgiPlug™ (BD Biosciences) was added, and cells were
stimulated 15h before staining with antibodies against CD3,
CD4, CD8, IFN-y, TNF- q, IL-2 and IL-17 using DuraClone™ IF T
activation or DuraClone™ IF T helper (Beckman Coulter). In some
ICS experiments, following markers ICOS, CCR7, CD45RA, CXCR3
and CCR6 were used for phenotypic analysis. Cells were acquired
on FACSCanto™ Il cytometer (BD Biosciences), and data were
analysed using FACSDiva™ and Kaluza™ softwares. A table in
the Supplementary Methods presents the complete list of
monoclonal antibodies used for immune cells characterisation.

In vitro blockade of immune checkpoint receptors

PBMC (2 x 10%) were cultured in 24-well plates with TERT-derived
class Il peptides as above and with the following blocking
antibodies: anti-PD-1 (Nivolumab, BMS, Pharmacy unit, University
Hospital Besangon), anti-TIM-3 (clone F38-2E2, eBioscience) and
anti-PD-L1 (clone MIH1, eBioscience). Blocking antibodies (5 pg/ml)
were added in the culture at day 0 and day 3. Cells cultured in
presence of mouse IgG1 k (clone P3.6.2.8.1, eBioscience) and
human IgG4 (clone ET904, Biolegend) isotypes were used as
control for anti-PD-L1/anti-TIM-3 and anti-PD-1 antibodies, respec-
tively. Specific CD4 T-cell responses were measured after 6 days of
in vitro stimulation with IFN-y-ELISpot and ICS.

Blood cytokines measurement

In the patients’ sera samples, we assessed a panel of cytokines,
including IL1B, IL-5, IL6, 1I-8, IL-13, IL17, IL10, TNF-a and TGF@,
using a Cytometric Bead Array kit, CBA assay (BD Biosciences),
following the manufacturer’s instructions.

Statistics

Descriptive statistics are described as mean or median, with the
interquartile range for continuous variables. The non-parametric
Student’s t test (Mann-Whitney U-test) was used for two-group
comparisons. Categorical variables were expressed as frequency
(percentage). Proportions were compared using the x> test or



Fisher's exact test, as appropriate. We performed hierarchical
cluster analysis and constructed dendrograms using the online
Morpheus software and robust Z-score normalisation (https://
software.broadinstitute.org/morpheus/). To explore the relation-
ship between anti-TERT CD4 Th1 response and all blood immune
parameters, we used a principal component analysis (PCA)
approach, using the dudi.pca module of the ade4 package of
R software (version 2.10.1). For survival analysis according to
anti-TERT Th1 response, we determined a threshold using the
median ratio (3.7, IQR: 2.6-7.5) of IFN-y spots between the TERT-
derived peptides stimulation and the negative control. Overall
survival (OS) was calculated from the date of study enrolment to
the date of death from any cause. Surviving patients were
censored at the time of their last follow-up assessment. OS was
estimated using the Kaplan-Meier method, described using
median or rate at specific time points and 95% confidence
interval (95% Cl), and compared among the groups using
the log-rank test. For comparisons among multiple groups, we
performed analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni
correction. Cox proportional hazard models were used to
estimate the hazard ratio (HR) and 95% Cl for factors associated
with OS. We first performed univariate Cox analysis to assess
the association of parameters with OS. Then parameters with
P-values of <0.05 were entered into the final multivariable Cox
regression model. To check the assumption of proportionality,
we plotted log-minus-log-survival curves and constructed
cumulative martingale process plots. All analyses were per-
formed using SAS version 9.4 (SAS Institute, Cary NC), R software
version 2.15.2 (R Development Core Team, Vienna, Austria;
http://www.r-project) and Prism software version 6 (Graph Pad
software, La Jolla, CA, USA). Considering the descriptive and
exploratory approaches used, P-values were uncorrected for
multiple testing. All tests were two sided, and differences were
considered statistically significant at the level of P <0.05.

RESULTS
Circulating TERT-reactive CD4" T cells are effector memory and
Th1 polarised in NSCLC patients
To measure pre-existing antitumor CD4" Th1 response in NSCLC
patients, we quantified telomerase-reactive CD4" T-cell response
by IFN-y ELISpot assay using a mixture of highly promiscuous
HLA class ll-restricted peptides derived from telomerase as
previously described®?* (Fig. 1a). We evaluated this response in
170 treatment-naive NSCLC patients and 22 healthy donors (HD)
as control. Patients’ main clinical characteristics are depicted in
Supplementary Table 1. The presence of spontaneous TERT-
reactive CD4" T-cell response was found in 59 NSCLC patients
(35%). The median ratio of anti-TERT CD4" T cells was 3.7 (IQR:
2.6-7.5) in responders patients, and the distribution showed two
groups with low and high responses (Fig. 1b—d). The frequency
of TERT-specific CD4" T cells in age-matched HD was 45%
(10/22) in accordance with recent observation reporting high
precursor frequencies of tumour antigen-specific CD4™ T cells in
healthy subjects (Supplementary Fig. 1).2' No change of anti-
TERT CD4" T-cell response was observed according to patients’
main clinical characteristics, such as age, smoking status,
histology and mutational status (Supplementary Table 2). To
exclude possible abnormality of antigen-specific memory T cells
compartment, we concomitantly measured T-cell reactivity
against a mixture of viral peptides (CMV, EBV, Flu) by IFN-y
ELISpot. As expected, the antiviral recall T-cell responses were
detected in the majority of patients (81%) and healthy subjects
(94%) (Supplementary Fig. 1). Thus, the absence of anti-TERT Th1
response was not related to an intrinsic incapacity of T cells to
respond to a stimuli.

Phenotypic characterisation using CCR7 and CD45RA differen-
tiation markers showed that, in contrast to IFN-y-negative
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population, TERT-specific CD4" T cells detected by ELISpot assay
were CCR7'CD45RA™ corresponding to effector memory pheno-
type and also overexpressed activation marker ICOS (Fig. 1e). We
also demonstrated CXCR3 but not CCR6 expression on circulating
TERT-reactive CD4 T cells, characteristic of a Th1 phenotype
(Fig. 1f). Besides the IFN-y production, these cells concurrently
produced TNF-q, and IL-2, but neither IL-4 nor IL-17 in response to
TERT stimulation (Fig. 1g). Thus, pre-existing TERT-specific CD4"
T cells detected in NSCLC patients are polyfunctional and effector
memory Th1 cells.

The presence of anti-TERT Th1 response is inversely correlated with
the level of exhausted PD-17/TIM-3" T cells in NSCLC patients

To identify immune factors likely to influence the circulating anti-
TERT Th1 response, we concurrently measured additional blood
immune parameters, including lymphocyte subsets, regulatory
T cells (Tegs) and cytokines. As expected, the presence of anti-TERT
Th1 response was associated with CD4, but not with CD8, NK or B
lymphocyte count in blood (not shown).

Unsupervised clustering analysis revealed that the anti-TERT
Th1 response was differently clustered compared with NK cells,
inflammatory and inhibitory cytokines, T cells expressing
exhaustion markers PD-1 and/or TIM-3 (PD-1%/TIM-3), and
antiviral T-cell responses. Notably, the heatmap identified a
group of patients with low levels of PD-17/TIM-3" T cells, which
predominantly included the anti-TERT Th1 responders (Fig. 2a).
We also performed PCA to dissect the mutual interactions of
these blood immune factors, which revealed that these factors
were grouped similarly as in the heatmap clustering (Fig. 2b, c).
We identified four distinct immune patterns, which segregated
according to the two axes of the PCA. Surprisingly, the
circulating anti-TERT Th1 response appeared as an independent
factor in the correlation circles, which was opposite to factors
that drive immunosuppression, including T,egs, IL-6 and mainly
PD-17/TIM-3" CD4™" T cells (Fig. 2b, ).

Thus, we focused on the relationship between anti-TERT Th1
response and PD-17/TIM-3" T cells. Firstly, we showed that the
rate of both CD4" and CD8* T cells expressing PD-1 or TIM-3
was higher in NSCLC patients than HD. Notably, the circulating
T cells co-expressing both PD-1 and TIM-3 (PD-1"TIM-3"T cells)
were preferentially detected at high level in NSCLC patients
(Fig. 2d, e). As shown in Fig. 3a, patients with an anti-TERT Th1
response had significantly lower rates of circulating PD-17/TIM-
3" CD4" T cells than non-responders NSCLC patients. Particu-
larly, the association with the presence of anti-TERT Thi
response was more pronounced with TIM-3 expressing CD4
and CD8 T cells (Fig. 3b). No obvious relationship was found
between the intensity of anti-TERT Th1 response and circulating
level of PD-17/TIM-3" CD4™ T cells (not shown). In addition, the
antiviral T-cell responses were not affected by PD-17/TIM-3"
T cells in cancer patients (Fig. 3¢, d).

PD-1 and TIM-3 are inhibitory receptors involved in T cells
exhaustion.?®?° These receptors are commonly expressed on
antigen-experienced T cells in the context of a chronic antigen
stimulation (virus infection or cancer), and T-cell co-expressing
PD-1 and TIM-3 were characterised by a loss of most T-cell
functions.”®?° So, we investigated the functions of circulating
PD-17/TIM-3" T cells detected in NSCLC patients. As expected,
we showed low expression of the proliferation marker Ki-67 on
PD-17/TIM3" CD4" T cells and in PD-17/TIM3" CD8" T cells
(Fig. 3e and not shown). We next evaluated the capacity of these
cells to produce Th1-associated cytokines when PD-1 and TIM-3
pathways were disrupted. Hence, the addition of blocking
antibodies against the PD-1/PD-L1 axis or against TIM-3
effectively restored IFN-y and TNF-a production by T cells in
response to tumour antigens (Fig. 3f, g). Thus circulating PD-17/
TIM-3" T cells dysfunction observed was characteristic of a T-cell
exhaustion state.
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Fig. 1 Distribution and functional characterisation of TERT-specific CD4™" T cells in patients with NSCLC. a TERT-specific CD4™ T-cell responses
were evaluated in 170 naive-NSCLC patients by IFN-y ELISpot assay performed after an in vitro stimulation of PBMC with HLA class Il peptides
derived from TERT. b, ¢ Distribution of anti-TERT IFN-y CD4" T cells in NSCLC patients (n = 170), shown as the number of spots (b), and ratio of
spots (c). Grey lines indicate the positivity thresholds, and blue lines indicate the median of spots calculated in responders patients.
d Frequency of patients with negative (NEG) and positive (POS) anti-TERT Th1 responses. e-g Phenotypic and functional characterisation of
anti-TERT CD4" T cells detected by flow cytometry. e Dot plots of one representative patient show CCR7 and CD45RA and ICOS staining in
IFN-y~/IFN-y" CD4" T cells. f Dot plots of one representative patient show CXCR3 and CCR6 staining in IFN-y* CD4™ T cells. g Dot plots of one
representative patient show IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4 and IL-17 cytokines production in response to TERT stimulation. The data are representative
of three independent experiments
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*P < 0.05; **P <0.01. ns not significant

NSCLC progression is associated with a decrease of functional
anti-TERT Th1 response and accumulation of exhausted PD-1"
/TIM-3" CD4™ T cells

The concept of cancer immune surveillance suggests that tumour
progression is accompanied by an accumulation of immune
escape factors, to the detriment of effector T-cell immunity."*°
Therefore, we explored whether NSCLC stage progression was

accompanied by changes in the anti-TERT Th1 response and the
level of exhausted T cells.

We found a significantly higher rate of exhausted PD-17/TIM-37
CD4" T-cell subsets in metastatic patients (stage IV, n = 83) than
localised one (stages I-lll, n=87). But no obvious stage-related
difference was observed with exhausted PD-1"/TIM-3" CD8"
T cells (Fig. 4a, b; Supplementary Table 3). Conversely, the
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frequency of anti-TERT Th1 response gradually decreased with disease (Fig. 4c¢, d). The decrease of antitumor T-cell response in
stage progression: 44.8% (39/87) versus 24% (20/83) in localised the metastatic stage was also found with two additional shared
versus metastatic, respectively (P = 0.004). Accordingly, we found tumour-associated antigens such as WT-1 and NY-ESO-1 (Fig. 4e).
that the ratio of anti-TERT Th1 cells to exhausted PD-1"/TIM-3" In contrast, the antiviral T-cell responses were preserved through-
CD4" T cells was significantly lower in metastatic than localised out NSCLC stages, suggesting that these responses were not
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Fig.3 Inverse correlation between the presence of anti-TERT CD4" Th1 response and the level of exhausted PD-17TIM-3" T cells. a, b Levels of
circulating PD-17 and/or TIM-3" CD4™ T cells (a) and CD8™" T cells (b) in patients with anti-TERT Th1 response (n = 49) and in non-responders
(n = 96) (Mann-Whitney test). ¢, d Levels of circulating PD-1" and/or TIM-3* CD4" T cells (c) and CD8" T cells (d) in patients with antiviral Th1
response (n=116) and in non-responders (n=28) (Mann-Whitney test). Box spans indicate median and 25th-75th percentile, whiskers
indicate the highest/lowest datapoints. e Dot plots show Ki-67 staining of unstimulated PBMC from one representative patient. f, g Blood
lymphocytes from patients were stimulated with TERT-derived peptides with or without blocking mAb against PD-L1, PD-1 and/or TIM-3.
TERT-specific T cells were measured by ICS or ELISpot. f Histograms show IFN-y spot-forming cells from three representative patients. g In left,
representative dot plot of TNF-a and IFN-y-producing CD4" T cells; In right, percentage of IFN-y and TNF-a-secreting anti-TERT CD4 + T cells
< (n =6). The data are representative of three independent experiments. *P < 0.05; **P < 0.01. ns not significant

related to NSCLC evolution (Fig. 4f). Thus, in NSCLC, tumour
growth was associated with a decrease of circulating antitumor
Th1 responses, but an accumulation of exhausted PD-17/TIM-3*
CD4™ T cells.

Anti-TERT Th1 response and exhausted PD-1"/TIM-3" CD4™ T cells
have distinct prognostic value in NSCLC

To assess the prognostic value of circulating anti-TERT Thi
immunity and exhausted PD-1*/TIM-3" T cells in this cohort of
treatment-naive NSCLC, we considered two groups of patients
with low versus high circulating rates of these two immune
parameters (see details in the Methods section and Supplemen-
tary Table 3).

Regardless the immune parameters, the median OS was
13 months in the metastatic population and not reached in
localised patients, which is in line with the literature (data not
shown).3"3? We found that NSCLC patients who exhibited high
rates of anti-TERT Th1 cells (anti-TERT Th1"9") had better median
0S compared with patients with anti-TERT Th1'®" (not reached
versus 12 months, P =0.009). The two-year survival rate was 2.5-
fold higher in the anti-TERT Th1"9" group compared with the anti-
TERT Th1'°% group (59% versus 22%, respectively; P=0.006)
(Fig. 5a). This survival benefit was observed both in localised (not
reached versus 21 months, P=0.050) and in metastatic NSCLC
(median OS of 17 versus 9 months, P =0.023) (Fig. 5b, c). Of note,
the metastatic patients received first-line therapy with platinum
doublet chemotherapy (91%, 74/81) and seven patients with
tyrosine kinase inhibitors. None of them have been treated with
immune checkpoint inhibitors. So the difference in survival in this
population could not be associated with the differences in first-
line treatment (not shown).

Next, the prognostic value of exhausted PD-17/TIM-3" T cells
was evaluated. No association was found with PD-17/TIM-3" CD8"
T cells and clinical outcome in this cohort (not shown). Among
immune responder patients, the presence of high rate of
exhausted PD-1*TIM-3" CD4" T cells was associated with a poor
survival, the median OS was 12 months in this group and not
reached in CD4"PD-17TIM-3""°" group (P = 0.05). This effect was
particularly observed in patients with localised disease (Fig. 5d;
Supplementary Fig. 2). Although, the rate of T cells expressing the
single receptor PD-1 did not affected patients clinical outcome,
some trend of a negative association was found with high level of
TIM-3* CD4" T cells (Supplementary Fig. 2). Univariate and
multivariate Cox analysis confirmed that both the circulating anti-
TERT Th1 cells and PD-1"TIM-3* CD4" T cells were significantly
but inversely associated with the survival and independent of
metastatic stage (Table 1).

Based on our findings, we stratified patients into three
prognostic groups (best, intermediate and poor) according to
these two immune parameters. The best group represents
patients with anti-TERT Th1"9"/exhausted CD4*PD-1"TIM-3*!o"
profile (median OS not reached), the group of patients with anti-
TERT Th1'*"/exhausted CD4*PD-17TIM-3*"9" profile had a poor
prognosis (median OS=4 months) and the third group with
intermediate survival had a similar evolution of the two immune
parameters (high/high or low/low) (Fig. 5e, f). This stratification

highlighted that anti-TERT Th1 response plays a strong antitumor
protective role over the level of exhausted PD-17/TIM-37 T cells.
Collectively, ours results indicated that the level of anti-TERT Th1
response and exhausted PD-1*TIM37CD4" T cells have distinct
prognostic value in NSCLC, so that the decrease of functional anti-
TERT Th1 cells and increase of exhausted PD-1*TIM-3*CD4*
T cells were associated with disease progression (Fig. 59).

DISCUSSION

Numerous aspects of CD4"1 T-cell biology suggest that these cells
are required for effective antitumor immunity and immunother-
apy. Importantly, they have the ability to eliminate cancer cells,
mainly in an indirect manner by influencing the TME.?® Despite
these critical antitumor immune functions, the clinical significance
of CD4'Th1 cells remains scarcely exploited. In this study, we
performed a comprehensive systematic analysis of circulating
antitumor CD4" Th1 response across NSCLC clinical stages, using
anti-telomerase CD4" T-cell response as a surrogate marker of
antitumor Th1 immunity. This approach enables dynamic mon-
itoring of IFN-y-producing tumour-reactive CD4*1 T cells using an
ELISpot assay, regardless of HLA type?*%® Around 35% of
therapy-naive NSCLC patients harboured circulating anti-TERT
Th1. This proportion was in line with our previous findings, and
with the overall prevalence of tumour-infiltrative lymphocyte (TIL)
positivity identified in many human cancers.'* The frequency of
patients with circulating anti-TERT Th1 immunity decreased with
NSCLC progression, being only 24% among metastatic stage IV
compared with 45% and 55% in localised I-lll and I-Il stages,
respectively. This lower frequency found in metastatic patients
compared with localised ones and in healthy subjects (45%)
suggested that tumour progression is associated with a defect of
pre-existing anti-TERT CD4" Th1 immunity. Indeed, a similar
decrease of T-cell responses directed against NY-ESO1 and WT-1
was observed, in metastatic stage. Interestingly, we demonstrated
that the presence of a strong pre-existing anti-TERT Th1 response
in blood was significantly associated with better OS in NSCLC
patients with both localised and metastatic disease. In line with
our findings, previous studies have also reported clinical benefits
of pre-existing or therapy-induced circulating IFN-y-secreting
CD4" T cells against NY-ESO-1, 5T4, SOX2 and HPV-16.'>3373¢
These data support that a pre-existing antitumor CD4%"
Th1 signature in peripheral blood may confer tumour protection.
However, given the descriptive nature of our study, it would be
needed to validate these findings in another external cohort.
Nevertheless, these results prompt us to stimulate anti-TERT CD4*
T-cell response in NSCLC patients (NCT2818426).

The protective role associated with anti-TERT Th1 response
could be explained by the functional characteristics of these cells.
Indeed, TERT-reactive CD4" T cells detected in NSCLC patients
were effector memory cells and polyfunctional Th1-polarised
capable to produce effector cytokines such as IFN-y, TNF-a and IL-
2. Indeed, many evidences support that CD4" Thl subset
orchestrates cell-mediated immunity against cancer cells mainly
by enhance tumour-specific CD8" T-cell functions, survival and
migration in the TME. These antitumor roles of CD4™ Th1 cells are
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mainly driven by the triad of cytokines, such as IFN-y, TNF-a and
IL-23° Furthermore, a clinical benefit associated with Th1-
polarised signature in the TME has been reported in many human
cancers.'?

Prognostic value associated with CD8" TIL represents the
current of adaptive immune signature against
cancers. e, circulating CD8" T-cell responses against
HLA-A*0201 and HLA-B7-restricted peptides from telomerase were
detected in 13% (8/60) of patients using the ELISpot assay (not
shown). This low frequency, compared with telomerase-specific
CD4" Th1 response, could be related to the use of highly selected
and promiscuous HLA class Il-binding peptides that cover more
than 85% of the population,®>?* or to the preferential localisation
of these effector cells in the tumour. Since Th1-polarised CD4"
T cells reportedly control CD8" T cells migration in the TME,®® it
could be expected that patients with potent circulating anti-TERT

131497 Her

Th1 response showed high CD8™" TIL, but this hypothesis deserves
future investigations.

Targeting tumour-reactive CD4" T cells in peripheral blood
raises questions regarding the choice of tumour-associated
antigens.”® Telomerase activity maintains tumour cell immortality
by protecting cancer cells from telomere-dependent cell death,
and telomerase overexpression is reported in the majority of
human cancers.>®3° The critical activities of telomerase during the
oncogenesis process m ay also prevent immune escape via an
antigen-loss mechanism.” Thus, the good prognostic value of a
CD4" T-cell response against telomerase highlights the critical
functions of this antigen.*

To search for factors influencing the presence of a TERT-reactive
CD4" Th1 response in peripheral blood, we found an inverse
correlation between the presence of anti-TERT Th1 response and
the level of exhausted PD-11/TIM-3% T cells, particularly T cells
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expressing TIM-3. The co-inhibitory receptors PD-1 and TIM-3 are
well-known markers of T-cell exhaustion, which are expressed on
tumour antigen-experienced T cells.?®*' Previous reports in lung
cancer, showed co-expression of PD-1 and TIM-3 on TIL are

associated with poor prognosis.**** Similar observations are
reported in several other cancers, underlining the negative impact
of exhausted T cells in cancer immunosurveillance.**** This state
of exhaustion is characterised by the loss of most T-cell functions,
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Table 1. Cox proportional analysis for overall survival

Cox regression Univariate Multivariate

analyses

n = 59 N HR* 95%  P-value HR* 95%  P-value
clP cP

Anti-TERT Th1 response

Low (ratio < 3.7) 31 1 1

High (ratio > 3.7) 28 0.396 0.192- 0.0121 0.206 0.083- 0.0007
0.817 0.511

Stage

Localised (I-l) 39 1 1

Metastatic (IV) 20 3.245 1.605- 0.0010 3.545 1.579- 0.0022
6.558 7.960

Histologic subtype
Adenocarcinoma 30 1
Squamous cell 12 0.902 0.396- 0.8056

carcinoma 2.054

PD-1" CD4 T cells

Low 32 1

High 21 0973 0.445- 0.9462
2.128

TIM-3% CD4 T cells

Low 36 1

High 17 1.880 0.872- 0.1075
4,057

PD-14+/TIM-3" CD4 T cells

Low 35 1 1

High 18 2.126 0.980- 0.0562 2.793 1.173- 0.0203
4.609 6.649

PD-1" CD8 T cells

Low 28 1

High 25 0.977 0.457- 0.9523
2.089

TIM-3% CD8 T cells

Low 33 1

High 20 0.660 0.288- 0.3253
1.510

PD-1+/TIM-3* CD8 T cells

Low 31 1

High 22 1457 0.681- 0.3323
3.119

Univariate and multivariate analysis for OS based on anti-TERT Th1
response, exhausted PD17TIM-3" T cells and main clinical characteristics
®Hazard ratio

PConfidence intervals

including effector cytokines production, proliferation and cyto-
toxicity®®, and likely explains the poor prognosis associated with
exhausted T-cell accumulation. The apparent anti-exhaustion role
of the anti-TERT Th1 response is in agreement with findings in
mice, showing that CD4" helper T cells protect CD8™ T cells from
exhaustion by downregulating expressions of the co-inhibitory
receptors PD-1, TIM-3 and Lag-3.2 In a recent investigation using
deep single-cell RNA sequencing to analyse the T-cell landscape in
lung adenocarcinoma, the authors found that a high ratio of pre-
exhausted to exhausted PD-17TIM-3" T cells was associated with
better prognosis. They also reported that the TILs from lung
adenocarcinoma had a gene signature similar to that of blood T
lymphocytes.** These observations, together with our findings,

indicate that circulating tumour-reactive T cells may reflect
occurrences in the tumour.3%344¢

Many reports emphasise the need for predictive biomarkers, in
the hope of increasing responses to immune checkpoint
inhibitors.*’*® Current biomarkers are focused on PD-L1 expres-
sion, CD8" TILs and tumour mutational burden, however,
emerging blood-based biomarkers have attracted considerable
interest.**”° Indeed, liquid biopsy offers numerous advantages,
including the potential for serial assessment and dynamic
monitoring with minimal invasiveness. Accordingly, recent studies
in NSCLC and melanoma reported pharmacodynamic changes of
circulating Ki-67"PD-17CD8" T cells following anti-PD-1
therapies.*®>'*? Another report also demonstrated that high
circulating central memory T cell to effector T-cell ratios were
associated with better clinical outcome in NSCLC receiving anti-
PD-1 therapy.”® Our previous findings also support the critical role
of treatment induced anti-TERT CD4" Th1 immunity. For example,
reactivation of a systemic anti-TERT Th1 response after everolimus
treatment improved patient survival in renal cell carcinoma by
counterbalancing immune-suppressive Tregs.25 More recently, the
induction of anti-TERT Th1 response after immunogenic poly-
chemotherapy significantly increased progression-free survival in
patients with anal squamous cell carcinoma.?® Thus, we strongly
believed that the presence of a functional anti-TERT CD4" Th1
response may create a suitable inflamed environment for immune
checkpoint inhibitor actions, in turn, improving therapy efficacy.
The monitoring of anti-TERT Th1 response as potential biomarker
for immunotherapy is currently evaluated in several cancers
(NCT02840058).

In conclusion, our present study provides a new blood-based
tool for NSCLC patients stratification. This approach could be
rapidly deployed in routine clinical practice, and is likely also
applicable to other cancers.
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Supplementary Materials and Methods

List of monoclonal antibodies used for flow cytometry:

Antibody / Reagent Clone Provider / Source
CD3 APC Alexa 750 WM53 BD Biosciences
CD4 BV421 RPA-T4 BD Biosciences
CD8 PerCP Cy5.5 SK1 Biolegend
TIM3 APC F38.2E2 Biolegend
PD1 PE MIH4 BD Biosciences
CD127 PerCP Cy5.5 eBioRDR5 |eBioscience
CD25 BV421 MOPC-21 [Biolegend
FoxP3 APC Alexa 647 259D Biolegend
CTLA-4 PE AD5-14H12 |Miltenyi Biotec
IFN-y APC B27 BD Biosciences
Fixable Viability Dye eFluor506 - eBioscience
CCRY7 Pacific Blue G043H7 Biolegend
CD45RA APC Cy7 HI100 Biolegend
ICOS FITC C398.4A Biolgend
CXCR3 Alexa Fluor 488 G025H7 Biolegend
CCR6 PerCP Cy5.5 GO34E3
DuraClone IF T activation - Beckman Coulter
DuraClone IF T Helper cell - Beckman Coulter
Ki-67 PerCP Cy5.5 REA183 Miltenyi Biotec
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Supplementary Table 1

Main clinical characteristics of NSCLC patients

Patients with NSCLC

Characteristics No. of pts
Age mean, years 64.5
9 Y (57.5- 70.5)

Gender
Male
Female

111/170 (65%)
59/170 (35%)

Smoking status
Current or former smoker

149/170 (87%)

Never smoker 22/170 (13%)
Performance status OMS

0-1 135/168 (80%)

>2 33/168 (20%)

Histologic subtype
Adenocarcinoma
Squamous cell carcinoma
Other

87/141 (62%)
37/141 (26%)
17/141 (12%)

KRAS mutation
Yes
No

19/74 (26%)
55/74 (74%)

EGFR mutation
Yes
No

11/79 (14%)
68/79 (86%)

Stage
I
[l
1\

38/170 (22%)
49/170 (29%)
83/170 (49%)
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Supplementary Table 2

Circulating anti-TERT Th1 responses according to patients’ main clinical

characteristics.

Anti-TERT CD4 Th1 immune response

NEGATIVE POSITIVE Low High
Clinical characteristics P
(N=111) (N =59) (N=28) (N =31)
4.7 . : d .
Age — years 6 633 0.246 : 60.6 638 0.221
(57.9- 70.6) (55.1- 70.5) :
Patient male sex 73 (66%) 38 (64%) 0.867 20 (71%) 18 (58%) 0.65
Smoking status
Current or former smoker 97 (87%) 51 (86%) i 27 (96%) 24 (77%)
Never smoker 14 (13%) 8 (14%) 0.861 1 (0,03%) 7 (22%) 0.08
Performance status OMS
0-1 87 (79 %) 48 (83%) v 20 (71%) 27 (87%)
>2 23 (21%) 10 (17%) 0.460 6 (21%) 4 (13%) 0.314
Histologic subtype
Adenocarcinoma 64 (65%) 23 (55%) 12 (43%) 11 (35%)
Squamous cell carcinoma 25 (25%) 12 (29%) ; 5 (18%) 7 (22%)
other 10 (10%) 7 (16%) 0439 : 5(18%) 2 (0,06%) 0.555
Mutation
KRAS N =53 N =21 : N =7 N =8
13 (25%) 6 (29%) 0.772 3 (43%) 3 (37%) 0.833
EGFR N =55 N =24 N =11 N =10
8 (15%) 3 (13%) 1.000 : 0 3 (30%) 0.189

P, Chi Square tests.
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Supplementary Table 3

Level of circulating exhausted PD-1*TIM-3*T cells in NSCLC patients

Overall Localized Metastatic
N mediane IGR N mediane IQR N mediane IQR

% CD4+PD-1+ 145 6.3 3.3-10.2 77 5.1 1.0-23.2 68 6.9 0.7-27.2

% CD4+TIM-3+ 145 6.1 3.6-9.7 77 5.2 2.4-8.9 68 73 4.8-10.5
% CD4+TIM-3+PD-1+ 145 0.9 0.5-1.5 77 0.7 0.3-1.2 68 1 0.6-1.6

% CD8+PD-1+ 145 6.4 3.8-11 77 6.2 3.1-11.9 68 6.45 4.1-10.35

% CD8+TIM-3+ 144 8.6 5.15-12 76 8.4 4.8-12.15 68 8.65 6.3-12.15
% CD8+TIM-3+PD-1+ 145 1.1 0.6-1 77 1.2 0.5-2.2 68 0.95 0.6-1.75

P, Mann & Whitney test (Localized versus Metastatic)
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Supplementary Fig.1
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Supplementary Figure 1: T cells responses against TERT and virus in age-matched healthy donors and
NSCLC patients. a, Frequency of anti-TERT and anti-viral T cell responses in 22 age-matched healthy
donors. b, Frequency of anti-TERT and anti-viral T cell responses in 170 NSCLC patients.
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Supplementary Fig.2
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Supplementary Figure 2: Association between the levels of circulating exhausted PD1* and/or TIM-3*
CD4"* T-cell subsets and overall survival. Two groups were determined based on the median rate of PD-
1* or TIM-3* CD4* T cell subset (see Supplementary Table 3). a and b, Kaplan—Meier curves according
to the median rate of PD-1*TIM-3*CD4 T cells: in localized stages (n = 35) (a), and in metastatic stage
(n =18) (b) (log-rank tests). c and d, Kaplan—Meier curves according to the level of PD-1* CD4* T-cell (c)

or TIM-3* CD4* T-cell (d) (log-rank tests).
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Article 2 : Immunorequlatory role and clinical
significance of ANGPT2/TIE2* M-MDSC
signature in Non-Small Cell Lung Cancer

Elodie Lauret Marie Joseph?, Caroline Laheurte?3, Marine Jary**, Laura Boullerot3, Kamal Asgarov?,
Eléonore Gravelin'?, Adeline Bouard?’, Laurie Rangan?, Magalie Dosset!, Christophe Borg™**, Olivier
Adotévil >34,

Statut : Publié dans Cancer Immunology Research en 2019

Ce travail est en continuité du premier article réalisé dans la cohorte TeloCap 01 de patients
atteints de CBNPC. L’'analyse des facteurs pouvant influencer la réponse Th1 anti-TERT
périphérique laissait supposer une relation opposée avec les cellules myéloides suppressives
(MDSC) et certains marqueurs de l'angiogenése tumorale notamment I'angiopoiétine-2
(ANGPT2).

L’ANGPT2 est un facteur proangiogénique surexprimé dans le microenvironnement tumoral
(Augustin et al., 2009). ANGPT2 se lie a son récepteur principal Tie-2 (un récepteur a Tyrosine
Kinase) exprimé a la surface des cellules endothéliales (Huang et al., 2010). Des travaux de
Jary et al. de notre équipe avait montré que de fort taux ANGPT2 sérique était associé a un
trés mauvais pronostique dans le cancer colorectal (Jary et al., 2015). Des résultats similaires
ont été rapportés dans plusieurs cancers y compris dans le cancer bronchique (Xu et al.,
2017).

Cependant, contrairement au VEGF pour laquelle les propriétés immunosuppressives sont
bien décrites, peu d’étude ont exploré les effets immunologiques associés a TANGPT2. Des
travaux princeps des équipes De Palma et Coffelt ont montré que le récepteur dANGPT2,
TIE2 est exprimé par des sous-populations de monocytes / macrophages appelés TIE2-
expressing monocytes (TEM) (Palma MD Cancer cell 2005, Coffelt SB Jimmunol 2011).
Nous avons donc formulé 'hypothese que le réle délétere ’ANGPT2 impliquerait une action
sur le systéme immunitaire via les MDSC de type monocytaire (M-MDSC).

Ainsi au cours de ce travail nous nous sommes intéressés aux propriétés immunorégulatrices
de TANGPT2 dans le CBNPC en utilisant les réponses Th1 anti-TERT périphériques comme

« surrogate » marqueur de 'immunité adaptative anti-tumorale.
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Cette étude a été réalisée chez 122 patients atteints de CBNPC, issus de la cohorte TeloCap-
01 et sur 34 donneurs sains. Les réponses Th1 spécifiques des antigénes tumoraux TERT,
NY-ESO-1 et WT-1 et contre les virus ont été mesurées comme dans l'article 1. Les taux
sériqgues d’ANGPT2, VEGFA ont été dosés par test ELISA. Enfin, les sous-populations de
MDSC monocytaires (M-MDSC) ont été analysées par cytométrie en flux.

Résumé des principaux résultats :

- Nous avons montré que TIE2 est surexprimé par des sous-types de M-MDSC issus de
patients CBNPC comparé aux donneurs sains et que le taux sérique ANGPT2 était corrélé
au pourcentage de MDSC-TIE2+ circulant. Une forte signature ANGPT2/M-MDSC TIE2+ est
associée a un mauvais pronostic dans le CBNPC et notamment chez les patients ayant un

cancer métastatique.

- Un taux élevé d’ANGPT2 était inversement corrélé a la présence de réponses Th1 anti-TERT
circulantes chez les patients et a la réponse polyspécifique. De plus, les patients avec un profil
sérique ANGPT2"e"  présentait un environnement sanguin immunosuppresseur
(concentrations sériques élevées de VEGFA, PGE2, TGFp et IL-6). Ces résultats suggerent

un role inhibiteur de ANGPT2 sur 'immunité adaptative anti-tumorale.

- Sur un plan mécanistique, nous avons démontré la capacité de TANGPT2 a inhiber la fonction
des lymphocytes Th1 anti-TERT via la sensibilisation des M-MDSC-TIE2+.

En conclusion ce travail a permis de décrire un nouveau mécanisme d’échappement tumoral
impliquant 'axe ANGPT2/M-MDSC TIE2+ non connu précédemment et montré la relevance
clinique de cet axe dans le cancer bronchique. L'utilisation de 'axe ANGPT2/M-MDSC TIE2+
seul ou en combinaison avec la réponse Th1 anti-TERT circulante pourrait étre un

biomarqueur de l'efficacité des immunothérapies.

Ce second travail a été réalisé avec Elodie Lauret Marie Joseph.
Ma contribution dans ce travail a été I'analyse des réponses T spécifiques d’antigénes de
tumeur et la caractérisation des sous-populations de MDSC, I'analyse des résultats et la

participation a I'écriture de I'article.
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Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) promote immuno-
suppression and are a target in the field of immuno-oncology.
Accumulation of MDSCs is associated with poor prognosis and
resistance to immunotherapy for several cancers. Here, we describe
an accumulation of a subset of circulating monocytic MDSCs
(M-MDSC) overexpressing TIE2, the receptor for angiopoietin-2
(ANGPT?2), in patients with non-small cell lung cancer (NSCLC).
Greater numbers of circulating TIE2* M-MDSCs were detected in
patients with NSCLC compared with healthy subjects, and this
accumulation correlated with ANGPT2 concentration in blood. The

Introduction

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) are heterogeneous popu-
lations of immature myeloid cells that pathologically accumulate in
many cancers (1). MDSCs are classified into polymorphonuclear
(PMN-MDSCs) and monocytic MDSCs (M-MDSC) that are pheno-
typically and morphologically similar to neutrophils and monocytes,
respectively (2). MDSCs promote tumor progression and metastases,
leading to a poor prognosis associated with their accumulation in
various cancers (3, 4). In addition, MDSCs coordinate cancer cell
plasticity and activate signaling pathways associated with drug resis-
tance and angiogenesis (5-7). Although MDSCs are implicated in the
inhibition of various immune effector cells, their main targets are
antitumor T cells (8, 9). Indeed, immunosuppressive mechanisms
reported, among others, include r-arginine deprivation-induced CD3
€ chain downregulation and prevention of IL2R expression as well as
production of reactive oxygen species (ROS), IL10, and TGFf (10, 11).

The tyrosine kinase receptor TIE2 is primarily expressed on endo-
thelial cells and is capable of binding to angiopoietin-2 (ANGPT2), a
proangiogenic factor overexpressed in the tumor microenviron-
ment (12, 13). TIE2-expressing monocytes/macrophages (TEM) have
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presence of an ANGPT2-rich environment was associated with
impairment of preexisting T-cell responses against tumor-
associated antigens (TAA) in patients with NSCLC. We demon-
strated that ANGPT? sensitizes TIE2" M-MDSCs such that these
cells suppress TAA-specific T cells. In patients with NSCLC,
upregulation of the ANGPT2/TIE2* M-MDSC signature in blood
was associated with a poor prognosis. Our results identify the
ANGPT2/TIE2" M-MDSC axis as a participant in tumor immune
evasion that should be taken into account in future cancer
immunotherapy.

been described as subsets of peripheral and tumor-infiltrating myeloid
cells and are found both in humans and mice (14-16). TEM exposure
to ANGPT2 augments their ability to stimulate angiogenesis and to
promote tumor growth (17, 18). In murine models, activation of the
ANGPT2/TIE2 axis promotes immunosuppression in tumor micro-
environment through multiple mechanisms (19, 20). However, expres-
sion of TIE2 on MDSC phenotypes from patients with cancer has not
yet been investigated. Furthermore, the immunomodulatory roles of
ANGPT?2 are not as well understood as the immunomodulatory roles
of VEGF, another regulator of tumor angiogenesis (21).

In this study, we analyzed the expression, distribution, and immune-
suppressive role of different types of peripheral M-MDSCs in a cohort
of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). We found an
excess of circulating M-MDSCs overexpressing TIE2 related to the
concentration of ANGPT?2 in blood. We showed that the upregulation
of the ANGPT2/TIE2" M-MDSC signature in peripheral blood neg-
atively affected patients’ clinical outcome. Our results demonstrated
the ability of an ANGPT2-rich environment to suppress preexisting T-
cell responses against tumor-associated antigens (TAA) through a
mechanism involving TIE2" M-MDSCs. Thus, high concentration of
ANGPT?2 combined with increased numbers of TIE2" M-MDSCs in
blood signal a poor prognosis for patients with NSCLC through
mechanisms in which antitumor T-cell responses are suppressed.

Materials and Methods

Study population

Patients with NSCLC were enrolled from 2010 to 2014 at the
University Hospital Georges Pompidou (Paris, France) and University
Hospital of Besangon (Besangon, France) in the TELOCAP 01 cohort, a
prospective study of antitumor T-cell immunity in lung cancer
(N°EUDRACT: 2009-A00642-55). Blood samples from patients with
stages I to IV cancer were included before any anticancer therapy. All
patients were enrolled with informed consent in accordance with
French laws and after approval by the local and national ethics
committees. The main clinical characteristics of the patients are
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summarized in Supplementary Table S1. PBMCs were isolated by
density gradient separation on Ficoll Unisep tubes (Eurobio) and
frozen until use. Information about patients’ outcome was collected 1
and 2 years after their inclusion. Blood cells were also collected from 34
anonymous healthy donors (HD) at the Etablissement Francais du
Sang (EFS, Besangon France) with informed consent signature and
following EFS guidelines.

Flow cytometry

To discriminate live from dead cells, PBMCs were first washed in 1 x
PBS (Gibco) and stained with eFluor 506 viability dye (eBiosciences)
according to the manufacturer's instructions. For MDSC analysis,
samples were surface-stained in the dark for 30 minutes at 4°C with a
mixture of the following antibodies: PerCP-Cy5.5 anti-human HLA-
DR (BioLegend, clone L243), BV421 anti-human CD14 (BioLegend,
clone HCD14), APC anti-human CD33 (Becton Dickinson, clone
WM53), PE-Cy7 anti-human CD11b (Becton Dickinson, clone
ICRF44), and PE anti-human TIE2 (BioLegend, clone 33.1 Ab33).
Lineage cocktail (lin) was composed of anti-human CD19 APC Alexa
Fluor 750 (Beckman Coulter, clone J3-119), CD56 APC Alexa Fluor
750 (Beckman Coulter, clone N901), and CD3 APC Alexa Fluor 750
(Beckman Coulter, clone A94680). The following isotype controls were
used for anti-CD11b: PE-Cy7 mouse IgG1, (Beckton Dikinson, clone
MOPC-21), for anti-CD33: APC mouse IgGl (Beckton Dikinson,
clone MOPC-1), and for anti-TIE2: PE mouse IgG1 BioLegend, clone
MOPC-1) antibodies (see also Supplementary Table S2).

For intracellular cytokine secretion assay (ICS), CD4" T-cell clones
were cultured in the presence of TERT peptide (UCP2, 5 ug/mL) and
GolgiPlug (BD Biosciences) for 12 hours at 37 °C in 5% CO,. Then,
CD4" T cells were surface-stained with BV421 anti-human CD4
(Becton Dickinson, clone RPA-T4) and APC Fire 750 anti-human
CD3 (BioLegend, clone UCHT1). Then, intracellular cytokine labeling
was performed following fixation and permeabilization using the BD
Cytofix/Cytoperm kit, according to the manufacturer's instructions.
After permeabilization, PE anti-human TNFo (BioLegend, clone
MADI11) and APC anti-human IFNy (Becton Dickinson, clone B27)
antibodies were added for 30 minutes at 4°C and washed. Samples were
acquired on a FACS BD Canto II (BD Biosciences) and analyzed with
FACSDiva software (BD Biosciences).

TIE2 receptor quantification on MDSCs

To estimate the absolute number of TIE2 receptors expressed by each
M-MDSC phenotype, PE-conjugated Quantibrite beads were used (BD
Biosciences). Quantibrite tubes contain lyophilized beads conjugated
with four determined concentrations of PE fluorochrome (low: 474 PE,
medium-low: 5359, medium-high: 23843 and high: 62 336 PE mole-
cules/beads). After reconstitution, Quantibrite tubes were loaded on the
FACS BD Canto II cytometer, FSC/SSC were adjusted and a calibration
curve was plotted and fitted by a linear regression according to the
manufacturer's instructions. Then, circulating M-MDSCs from 5
healthy volunteers and 8 patients with NSCLC were stained as previ-
ously described and acquired. Mean fluorescence intensity values of
TIE2 staining were converted in the number of TIE2 receptors per
MDSC phenotype. Samples were acquired on a FACS BD Canto II (BD
Biosciences) and analyzed with FACSDiva software (BD Biosciences).

Real-time quantitative reverse transcription PCR

Cells were collected in RLT buffer (Qiagen) and total mRNAs were
extracted using RNAeasy Mini Kit according to the manufacturer's
instructions (Qiagen). Total mRNA was reverse transcribed using
the TagMan gene expression assay Hs00945142_m1 (Thermo Fisher

OF2 Cancer Immunol Res; 8(2) February 2020

Scientific) and the CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad). Colo320 colon cancer cell line (RRID:CVCL_0219) and HT29
colorectal carcinoma cells (RRID:CVCL_0320) were used as positive
controls for TIE2 expression. A549 lung carcinoma cells (RRID:
CVCL_0023) were used as negative controls. All these cell lines were
purchased at ATCC, cryopreserved, and routinely tested for Myco-
plasma with Mycoalert detection kit (Lonza). Upon receipt, each cell
line was expanded and stock vials were frozen. Each cell line was
cultured no longer than one week before thawing a cryotube from the
original stock.

Synthetic peptides

A previously described mixture of eight pan MHC class II-restricted
peptides derived from telomerase (22, 23) as well as a mixture of
overlapping 15-mer peptides derived from NY-ESO1 and from Wilms
tumor 1 (WT1) were used to monitor circulating T-cell responses
against TAAs. To assess antiviral T-cell immunity, peptide mixtures
derived from influenza virus, Epstein-Barr virus and cytomegalovirus
were used (PA-CEF-001). TERT-derived peptides were purchased
from JPT (purity >80%) and all other peptides were purchased from
CTL (Cellular Technology Ltd).

Assessment of spontaneous T-cell responses against TAAs by
IFNy ELISpot

T-cell responses were assessed by IFNy ELISpot assay after a
short in vitro stimulation as described previously (22, 23). Ficoll-
isolated PBMCs were plated at 4 x 10° cells/well for 6 days in
24-well plates containing 5 ig/mL of the peptide mixtures derived
from TERT, NY-ESO-1, WT1, and CEF. Recombinant interleukins,
IL7 (5 ng/mL; PeproTech) and IL2 (20 UI/mL; Novartis) were
added at days 1 and 3, respectively. At day 7, specific T-cell
responses were measured by IFNy ELISpot according to the man-
ufacturer's instructions. Briefly, cells were incubated at 1 x 10° cells/
well in X-Vivo 15 medium (Lonza) in a 96-well ELISpot plate with
the relevant peptides for 15 hours. Cells cultured with medium or
phorbol myristate acetate (PMA, 1 ng/mL)/ionomycin (500 ng/mL)
were used as negative and positive controls respectively. Spots were
revealed and spots forming cells were counted using the C.T.L
Immunospot System (Cellular Technology Ltd). Responses were
considered as positive when IFNYy spot numbers were twice higher
than medium control and > 10.

Cytokine measurement

IL6, IL10, and TGEFp, production was measured in patients’ serum
using Cytometric Bead Array (CBA) Flex Set (BD Biosciences).
ANGPT2, VEGF-A, and prostaglandin E2 (PGE2) serum concentra-
tions were assessed by ELISA assay (R&D Systems and Thermo Fisher
Scientific, respectively).

ANGPT2/TIE2" M-MDSC axis suppression assay

PBMCs from patients with treatment-naive metastatic NSCLC with
TIE2" M-MDSCs were assessed for T-cell responses in the absence or
presence of exogenous ANGPT2. Briefly, PBMCs were cultivated with
or without 300 ng/mL of recombinant ANGPT2 (R&D Systems) and
5 pug/mL of TERT and NY-ESO-1-derived peptides. T-cell responses
were assessed by IFNY ELISpot as described above. In some experi-
ments, PBMCs from untreated patients with metastatic NSCLC were
depleted of TIE2-expressing CD11b" cells using CD11b" Macs Mag-
netic Microbeads Kit and separator according to the manufacturer’s
instructions (Miltenyi Biotec). Cells recovered from both depleted and
undepleted fractions were stimulated in vitro with TERT-derived

CANCER IMMUNOLOGY RESEARCH

Downloaded from cancerimmunolres.aacrjournals.org on January 31, 2020. © 2019 American Association for Cancer
Research.



Published OnlineFirst December 23, 2019; DOI: 10.1158/2326-6066.CIR-19-0326

peptides (5 pg/mL). Antigen-specific T-cell responses were measured
by IFNYy ELISpot as described above.

TIE2" M-MDSCs and T-cell clone coculture

CD14" HLA-DR™ M-MDSCs were magnetically sorted from HD
PBMCs by using CD14" negative selection and HLA-DR positive
selection kits according to the manufacturer's protocols (Miltenyi
Biotec). Briefly, CD14" monocytes were first isolated by using a pan
monocyte CD14" negative selection kit. The negative faction contain-
ing CD14" monocytes was collected and a positive HLA-DR selection
was performed. The negative fraction containing CD14" HLA-DR™
MDSCs was then collected. Next, TIE2 expression was assessed on
sorted M-MDSCs as described above and coculture experiments were
performed on TIE2'®" and TIE2"8" M-MDSCs. Then, TIE2 low or
high CD14* HLA-DR™ M-MDSCs were incubated for 3 hours in the
presence or absence of recombinant ANGPT2 (300 ng/mL) and
cocultured for 12 hours with 3 x 10* anti-TERT CD4 " T-cell clones
(ratio 1:1) in a 96-well plate. Anti-TERT T-cell clones were then
assessed for their intracellular production of IFNy and TNFo. Per-
centages of inhibition were calculated as:

[(% IFNy* CD4" T-cell or TNFor* CD4 " T-cell clones stimulated
with TERT-derived peptide alone) — (% IFNy' CD4" T-cell or
TNFa" CD4" T-cell clones in the other tested wells) x 100]/(%
IFNY" CD4" T-cell or TNFo." CD4" T-cell clones stimulated with
TERT-derived peptide alone).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Prism 6 GraphPad Soft-
ware. For two-group comparisons, the nonparametric Student ¢ test
(Mann-Whitney U test) was used. Frequency (percentage) was pro-
vided for the description of categorical variables. Proportions were
compared using the x> test (or Fisher exact test, if appropriate).
Hierarchical clustering analysis was performed using the online
Morpheus software (https://software.broadinstitute.org/morpheus/).
Briefly, percentages of circulating M-MDSC and ANGPT2 concentra-
tions were tabulated in a (.txt) file and loaded in Morpheus software.
Data were normalized with log, and robust Z-score according to the
software guidelines. Clustering analysis was performed in row and
columns according to the intensity of the scores calculated. For survival
analysis, according to the amounts of TIE2" M-MDSCs and ANGPT2,
we determined thresholds using the upper quartile of the median rate
of each TIE2* M-MDSC phenotype (M-MDSCI1: 16.7%, M-MDSC2:
6.7%, M-MDSC3: 5.9, M-MDSC4: 7.1% and M-MDSC5: 9.4%) or of
ANGPT2: 3 ng/mL. Overall survival (OS) was calculated from the date
of study enrollment to the date of death from any cause. Patients
known to be alive were censored at the time of their last follow-up
assessment. OS was estimated using the Kaplan-Meier method,
described using median or rate at specific time points with 95%
confidence intervals (95% CI), and compared among the groups with
the log-rank test. All tests were two sided, and P values lower than 0.05
were considered statistically significant (*, P<0.05,**, P<0.01, ***, P<
0.001, ****, P < 0.0001).

Results

ANGPT2 concentrations predict accumulation of M-MDSCs
overexpressing TIE2

In this study, we analyzed five phenotypes of circulating M-MDSCs
in patients with treatment-naive NSCLC (n = 122) and in healthy,
control, donors (n = 34). These M-MDSC phenotypes were described
previously (24): M-MDSC 1 (HLA DR CD14"), M-MDSC 2 (lin~
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HLA-DR®" CD33%), M-MDSC 3 (lin~ HLA-DR™ CD11b"),
M-MDSC 4 (lin~ HLA-DR"®Y CD33" CD11b™), M-MDSC 5 (lin~
HLA DR°¥ CD11b* CD33* CD14; Fig. 1A). We showed that all the
five phenotypes of circulating M-MDSCs from patients with NSCLC
and HDs expressed TIE2 (Fig. 1B). However, the percentage of
circulating TIE2" M-MDSCs was 2 to 3 times higher in patients than
HD so that only patients with NSCLC had greater than 20% of these
cells in the peripheral blood (Fig. 1B). The intensity of TIE2 expression
was significantly higher in M-MDSCs from NSCLC patients than on
those from healthy subjects (Fig. 1C). To confirm the overexpression
of TIE2 on patients’ M-MDSCs, we quantified TIE2 mRNA expression
in sorted HLA-DR™ CD14" M-MDSCs (corresponding to M-MDSC
1) and showed that M-MDSC1 from patients express 1.5-2 times more
TIE2 mRNA than those from HD. In addition, TIE2 receptor density
on M-MDSCs measured by Quantibrite assay also showed that the
number of TIE2 receptors on M-MDSCs was higher in patients with
NSCLC compared with HD especially on M-MDSC 4 and M-MDSC 5,
the more phenotypically characterized subsets (Supplementary
Fig. S1).

Unsupervised hierarchical clustering analysis showed that these
circulating TIE2" M-MDSCs overlapped in patients with NSCLC
and segregated in three categories of low, intermediate, and high
TIE2" M-MDSC expression (Fig. 1D). Healthy subjects presented
low and intermediate profiles but the cluster containing high percen-
tages of TIE2* MDSC was lacking (Supplementary Fig. S1). Thus,
overexpression of TIE2 represents a feature of circulating M-MDSCs
in patients with NSCLC.

Next, we investigated the relationship between ANGPT2, the
ligand of TIE2, and M-MSDC accumulation. In line with the
literature (25, 26), concentration of ANGPT2 in serum was higher
in patients with NSCLC than in healthy volunteers; amounts were
significantly elevated in metastatic patients (Fig. 2A and B). As
shown in Fig. 2C, patients segregated into three distinct profiles:
those with ANGPT2'"/TIE2'"" M-MDSCs, ANGPT2'*"/TIE2"&"
M-MDSCs, or ANGPT2M8"/ TIE2"8" M-MDSCs. Upregulation of the
ANGPT2""/TIE2"8" M-MDSC signature characterized patients with
metastatic disease (Fig. 2C and D). These observations suggest that
ANGPT2 might be involved in TIE2" M-MDSC expansion in
advanced stages of NSCLC.

ANGPT2/TIE2" M-MDSC environment impairs TAA-specific
T-cell response

Antitumor T cells are a target for MDSCs in the tumor microen-
vironment (10, 11). Therefore, we investigated the impact of the
ANGPT2/TIE2" M-MDSC axis on preexisting T-cell responses
against TAA in patients. For this purpose, we evaluated blood T-cell
reactivity against two TAAs, NY-ESO-1, and telomerase (TERT), by
IFNYy ELISpot assay. The proportion of patients displaying preexisting
T-cell responses against either TERT or NY-ESO-1 averaged about
35% in this cohort (Fig. 3A). In contrast, we observed that concen-
tration of ANGPT2 was significantly lower in patients exhibiting
functional anti-TAA T-cell responses, and mainly in patients with
both TERT and NY-ESO-1-specific T cells (Fig. 3B and C). Similar
results were obtained using a third TAA model, Wilms tumor-1 (WT1;
Supplementary Fig. S2). When ANGPT2 serum concentrations
increased, the percentage of patients responding against TAAs
decreased, dropping down to 4% in patients exhibiting concurrent
T-cell responses against TERT and NY-ESO-1 (Fig. 3D and E). No
relationship was found between ANGPT2 serum concentrations and
antiviral T-cell responses, which were concurrently measured in all
patients (Fig. 3F).
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Figure 1.

Distribution of five phenotypes of circulating TIE2-expressing M-MDSCs in NSCLC versus healthy subjects. A, Flow cytometry gating strategies of five phenotypes of
M-MDSCs from peripheral blood are shown. B, Top, representative plot of TIE2" M-MDSCs from 1 patient with NSCLC versus 1HD; bottom, percentages of TIE2" cells
in each phenotype of M-MDSCs from patients (n = 122) and HDs (n = 34; Mann-Whitney). C, Mean fluorescence intensity (MFI) of TIE2 expression in each phenotype
of M-MDSCs. D, Unsupervised hierarchical clustering of the percentages of the five phenotypes of TIE2" M-MDSCs from patients (n = 122). Red and blue squares
represent high and low percentages, respectively (*, P < 0.05, **, P < 0.01, ***, P < 0.001).
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Association between circulating rates of TIE2* M-MDSCs and ANGPT2 serum concentration. A, ANGPT2 serum concentration in patients with NSCLC (n =107) and in
HDs (n = 20) by ELISA assay (Mann-Whitney). B, Serum concentration of ANGPT2 in localized (Loca; n = 52) versus metastatic patients (Meta; n = 55; Mann-
Whitney). C, Unsupervised hierarchical clustering of ANGPT2 serum concentration and percentages of TIE2" M-MDSCs in patients with NSCLC. Red and blue squares
represent high and low percentages, respectively (n = 107). Metastatic patients are identified with purple squares. D, Frequency of patients with ANGPT2'°%/TIE2'*"
M-MDSCs and ANGPT2M9"/TIE2"9" M-MDSC signature according to localized (Loca) versus metastatic (Meta) NSCLC for the five phenotypes of M-MDSCs (x% *, P<

0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001).

Next, we addressed the immunomodulatory effect of ANGPT2
against anti-TAA T-cell responses in vitro. To this end, we selected
patients with untreated metastatic NSCLC presenting high percen-
tages of TIE2-expressing M-MDSCs and cultured their PBMCs with
TERT or NY-ESO-1-derived peptides in the presence or absence of
exogenous ANGPT?2 (Fig. 4A). Addition of recombinant ANGPT2
during in vitro stimulation abolished IFNY production in response
to TAAs (Fig. 4B and C; Supplementary Table S3). This result was
confirmed in melanoma and ovarian cancers (Supplementary
Fig. S3).

To assess whether this inhibitory effect involved TIE2*
M-MDSCs, we added GW3965 LXR agonist to inactivate M-

AACRJournals.org

MDSCs during in vitro stimulation. LXR agonists selectively deplete
MDSCs both in vitro and in vivo (27). We showed that the ANGPT2-
inhibitory effect was impaired when MDSCs were inactivated by the
addition of the GW3965 LXR agonist (Fig. 4D and E). To further
evaluate the involvement of TIE2* M-MDSCs in anti-TAA T-cell
inhibition, we removed these cells before blood lymphocyte stimu-
lation with TAA-derived peptides. Because TIE2 is mainly expressed
on CD11b" cells in peripheral blood, CD11b microbeads were used
for TIE2" M-MDSC depletion (Fig. 4F). We found that removal of
TIE2-expressing M-MDSCs before in vitro stimulation restored or
significantly increased anti-TAA T-cell responses in 6 of 13 patients
with untreated metastatic NSCLC (Fig. 4G). On the other hand, we
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Figure 3.

Correlation between ANGPT2 axis and preexisting T-cell responses against TAAs in NSCLC. A, Frequency of patients presenting spontaneous T-cell responses
against tumor antigen TERT or NY-ESO-1measured by IFNy ELISpot (n =100). B, ANGPT2 concentration according to the anti-TAA T-cell responses: left, anti-TERT
T-cell response negative (NEG, n = 63) or positive (POS, n = 41), right anti-NY-ESO-1 T-cell response negative (NEG, n = 62) or positive (POS, n = 40; Mann-
Whitney). C, Serum concentration of ANGPT2 in patients responding to O, 1, or 2 TAAs (TERT + NY-ESO-1; Mann-Whitney). D, Frequency of anti-TERT and anti-NY-
ESO-1 responders according to increasing concentration of ANGPT2 (x2). E, Distribution of anti-TAA immune responders in the group of patients with ANGPT2'°%
(n = 51) versus ANGPT2"S" (n = 56) signature. F, Association between ANGPT2 serum level and antivirus T-cell responses (CEF) measured by IFNy ELISpot: left,
antiviral responses negative (NEG, n = 21) and positive (POS, n = 78); middle, distribution of antiviral T cells shown as number of IFNy spots in ANGPT2'% (n = 48)
versus ANGPT2"9" (n = 51) group; right, frequency of antiviral responders according to increasing ANGPT2 serum concentration (n = 99; Mann-Whitney). For B-D,

*, P < 0.05. For D and F, ns, not significant.

detected in the sera of patients exhibiting an ANGPT2""/TIE2™¢"
M-MDSC signature, high concentrations of immune-suppressive
cytokines such as TGFf, VEGF-A, IL6, and PGE2, but not IL10
(Supplementary Fig. S4). Collectively, our results indicate that the
activated ANGPT2/TIE2" M-MDSC axis inhibits T-cell responses
directed against TAAs.

OF6 Cancer Immunol Res; 8(2) February 2020

ANGPT2 sensitizes TIE2" M-MDSCs to suppress TAA-specific T-
cell responses

To scrutinize the interaction between the ANGPT2/TIE2"
M-MDSC axis and the anti-TAA T-cell responses, we cocultured T
cells and TIE2* M-MDSCs. We selected HDs with low or high
percentages of TIE2" M-MDSCs and sorted HLA-DR CD14%
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Figure 4.

TIE2" M-MDSCs mediate ANGPT2-inhibitory effect on tumor-reactive T cells. A, PBMCs from patients (pts) with untreated metastatic NSCLC with TIE2"™ M-MDSCs
were cultured with TERT and/or NY-ESO-1-derived peptides in the presence or absence of ANGPT2 (300 ng/mL) for 6 days. Specific T-cell responses were measured
by IFNy ELISpot. B, Representative histograms from 2 of 13 patients evaluated. Error bars refer to technical triplicates. C, TAA-specific T-cell responses (directed
against TERT and NY-ESO-1) in the presence or absence of ANGPT2 (Mann-Whitney; ***, P < 0.001). D, PBMCs from patients (pts) with NSCLC with TIE2* M-MDSCs
were cultured with TERT-derived peptides with or without ANGPT2 (300 ng/mL) and with or without LXR agonist GW 3965. Anti-TERT response was assessed as
above. E, Histograms from 3 representative patients are shown. Error bars refer to technical triplicates F, PBMCs depleted or not of TIE2" M-MDSCs using CD11b
magnetic beads and cultured with tumor-derived peptides (TERT and NY-ESO-1). T-cell reactivity was assessed by IFNy ELISpot as above. G, Anti-TAA T-cell
responses without TIE2T M-MDSCs in patients. Data are representative of three independent experiments (*, P < 0.05).
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M-MDSCs (referred to as phenotype 1) from their PBMCs according
to a previously described method (28). Some of these sorted M-MDSC
1s were then preexposed to recombinant ANGPT2 before coculture
with an anti-TERT CD4" T-cell clone (Fig. 5). This CD4" clone is a
high avidity Th1-polarized CD4" clone reactive against TERT (22, 29)
that did not express TIE2 even during coculture with M-MDSCs
(Fig. 5A). As depicted in Fig. 5B, in the presence of TIE2™e
M-MDSCs, we observed a decrease of IFNy and TNFo production
by the CD4" clone. When TIE2" M-MDSCs were pretreated with
ANGPT2, their ability to inhibit the IFNy and TNFo production in
response to cognate peptide doubled (Fig. 5B and C). In contrast, the
effect of ANGPT2 on M-MDSCs was impaired in the context of low
TIE2 expression. Recombinant ANGPT2 had no effect on the pro-
duction of cytokines by the CD4" clone (Fig. 5D-F). Thus, an
ANGPT2-rich environment increases the inhibitory functions of
M-MDSCs overexpressing TIE2.

Active ANGPT2/TIE2" M-MDSC axis predicts poor clinical
outcome

In this cohort of patients, median OS in advanced NSCLC previ-
ously treated with chemoradiation or chemotherapy was around
13 months. For the 5 advanced patients who received tyrosine kinase
inhibitor, their median OS was 23 months. For patients with localized
disease treated by surgery, median OS at 2 years was not reached. These
observations support the clinical outcomes already reported in
NSCLC (30).

In line of the literature (26, 31), we found that a higher amount of
serum ANGPT2 was significantly associated with poor prognosis both
in patients with localized and metastatic NSCLC (P < 10~ % Fig. 6A).

Our results showed that high numbers of MDSCs of all TIE2*
phenotypes negatively affected patients’ OS, especially in metastatic
NSCLC. The median OS was 9 months for patients with TIE2"&"
M-MDSCs, as compared with 16 months for patients with TIE2'*" M-
MDSCs (Fig. 6B; Supplementary Fig. S5). In contrast, when the
association with clinical outcome was analyzed regardless of TIE2
expression, only high numbers of MDSCs with phenotypes of
M-MDSC 1 and M-MDSC 5 were associated with poor prognosis
(Supplementary Fig. S5).

Next, we addressed the clinical significance of the ANGPT2/TIE2"
M-MDSC axis in this cohort. We found that patients exhibiting the
ANGPT2""/TIE2'°™ M-MDSC signature in blood (who did not
reach median OS) had better clinical outcomes than patients belonging
to the group with ANGPT2"&"/TIE2"¢" M-MDSCs (median survival
of 8 months; Fig. 6C). We also distinguished an intermediate
prognostic group of patients (median OS around 14 months) with
ANGPT2"8Y/TIE2!° M-MDSC profile supporting the requirement of
an active ANGPT2/TIE2" MDSC axis.

Collectively, our results highlight the ANGPT2/TIE2" M-MDSC
signature as a participant in tumor immune evasion in which release of
high amounts of ANGPT?2 from the tumor microenvironment targets
circulating TIE2"8" M-MDSCs and sensitizes them to suppress anti-
TAA T cells (Fig. 6D).

Discussion

The presence of MDSCs with immunosuppressive activity is com-
mon in human cancers (10, 32). There is growing interest for monitoring
circulating MDSCs in patients with cancer and efforts have been made to
harmonize the parameters that characterize these heterogeneous
immune-suppressive cells (24, 33). Here, we analyzed in NSCLC five
phenotypes of circulating M-MDSCs and studied their expression of

OF8 Cancer Immunol Res; 8(2) February 2020

TIE2, the ANGPT2 receptor. A subset of TIE2-expressing monocytes/
macrophages called TEMs has been described in various human
cancers (15, 16, 18). In this report, we found that all the five phenotypes
of M-MDSCs studied overexpressed TIE2 and overlapped both in
healthy subjects and patients with NSCLC. Patients exhibited higher
circulating rates of TIE2* M-MDSCs as compared with healthy indi-
viduals. The frequency of TIE2" M-MDSCs was related to the amount
of the ligand ANGPT?2 in peripheral blood. The ANGPT2"8h/TIE2 e
M-MDSC signature was preferentially detected in metastatic patients,
correlating tumor dissemination with accumulation of these cells.

We showed that the prognostic value of M-MDSCs with or
without TIE2 expression appeared different in NSCLC. Without
TIE2 expression, only the phenotypes M-MDSC 1 and 5 affected
NSCLC patients’ survival, in accordance with previous find-
ings (34, 35). However, with TIE2 expression, all phenotypes of
M-MDSCs were associated with poor prognosis, especially in meta-
static patients. These observations suggest that TIE2 expression could
worsen the prognostic value of circulating M-MDSCs. Indeed, high
percentages of TEMs in blood or in the tumor microenvironment are
associated to a poor prognosis in various patients with cancer (36, 37).
Thus, we believe that overexpression of TIE2 characterizes circulating
M-MDSCs regardless of the expression of other markers used for
M-MDSC characterization (24).

By combining the percentages of TIE2" M-MDSCs with ANGPT2
concentrations, we stratified patients into three prognostic groups
(best, intermediate, and poor). Patients in the group with the best
prognosis were characterized by the ANGPT2'°Y/TIE2'°™ M-MDSC
profile and did not reach median OS. Patients in the group with the
worst prognosis were characterized by the ANGPT2"€"/TIE2ME"
M-MDSC profile and has median OS ~ 8 months. Patients in the
group characterized by intermediate survival exhibited the
ANGPT2"8"/TIE2'°" M-MDSC signature. We suggest that ANGPT2
may enhance the protumor function of TIE2" M-MDSCs. Thus,
combining both ANGPT?2 concentration and TIE2" M-MDSC fre-
quency may predict patient survival in NSCLC.

The ANGPT2/TIE2 axis is involved in blood vessel maturation and
has been associated with progression and poor prognosis in various
cancers, including lung cancer (17, 18, 25, 32). Because ANGPT2
stimulates the immunosuppressive functions of TEMs (16, 18, 19, 38),
we proposed that the poor prognosis associated with high signature of
ANGPT2/TIE2" M-MDSCs in blood could be related to the inherent
inhibition of antitumor T-cell immunity. To test this assumption, we
studied the effect of the ANGPT2/TITE2" M-MDSC axis on preexisting
T-cell responses against three shared TAAs: NY-ESO-1, TERT,
and WT-1 (39). Our results revealed that the presence of an
ANGPT2/TIE2" M-MDSC-rich blood environment was associated
with an impaired T-cell response against TAAs in patients with NSCLC.

Previous work shows that T-cell responses against certain TAAs in
peripheral blood may influence cancer outcome. For instance, we and
others have reported that increased numbers, in peripheral blood, of
IFNYy-secreting T cells targeted to NY-ESO-1 and TERT was associated
with good prognosis (40, 41), suggesting that a preexisting antitumor
Th1 signature in blood may confer tumor protection. In this study,
we found that patients exhibiting T-cell responses against all the three
TAAs simultaneously had a better prognosis. Hence, one explanation
of the poor prognosis associated with the signature of excess
ANGPT2/TIE2" M-MDSCs may be related to the inhibitory effect
exerted by this signature against TAA-specific T-cell immunity. Our
in vitro experiments confirmed this assumption and showed the ability
of ANGPT?2 to promote inhibition of TAA-specific T cells via TIE2*
M-MDSCs.
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Figure 5.
ANGPT2 exposure increases suppressive function of TIE2* M-MDSCs on TERT-specific CD4 Thi clone. A, HLA DR~ CD14* M-MDSCs were magnetically sorted from

HD blood and analyzed for TIE2 expression. Postsorted MDSCs with a high percentage of TIE2 were incubated for 3 hours in the presence of recombinant ANGPT2 and
cocultured with TERT-specific CD4" Th1 clone with or without the cognate TERT peptide for an additional 15 hours. The clone reactivity was assessed by intracellular
cytokine staining. B, Representative plots showing the percentage of IFNy- and TNFo-secreting T cells in the context of TIE2M9" M-MDSCs. C, Histograms show
inhibition percentages of TERT-specific Th1 clone. D, HLA DR~ CD14" M-MDSCs were magnetically sorted from HD blood and analyzed for TIE2 expression.
Postsorted MDSCs with a low percentage of TIE2 were incubated for 3 hours in the presence of recombinant ANGPT2 and cocultured with TERT-specific CD4* Thi1
clone with or without the cognate TERT peptide for an additional 15 hours. The clone reactivity was assessed by intracellular cytokine staining. E, Representative plots
showing the percentage of IFNy- and TNFa-secreting T cells in the context of TIE2'° M-MDSCs. F, Histograms show inhibition percentages of TERT-specific Thi

clone. Data are representative of four independent experiments.

AACRJournals.org Cancer Immunol Res; 8(2) February 2020

Downloaded from cancerimmunolres.aacrjournals.org on January 31, 2020. © 2019 American Association for Cancer
Research.

OF9



Published OnlineFirst December 23, 2019; DOI: 10.1158/2326-6066.CIR-19-0326

Lauret Marie Joseph et al.

A ANGPT20w
— ANGPT2"g

All Localized Metastatic

20 = 20
o P=<0.0001 o o P <0.0001
0 10 20 30 0 1 20 30
Months
B TIE2o% M-MDSC

— TIE2Nish M-MDSC

M-MDSC 1 M-MDSC 2 M-MDSC 3 M-MDSC 5

100 . 100
20 : e _
60 e
0 : ~n =85
4 h‘_\_‘\_k n=28
P =0.06
10 20 30
Months
C — TIE2'*" M-MDSC/ANGPT2/ew
— TIE2"% M-MDSC/ANGPT2hish
— TIE2high M-MDSC/ANGPT2high
M-MDSC 1 M-MDSC 2 M-MDSC 3 M-MDSC 4 M-MDSC 5
100 o8 100 100 100 100
80 - 80 . 80 — 80 80
o 60 _,, B0 L n=43 gy b n=41 g Wi o
n=44 - n=41 =
O 40 40 - 40 s 40 ! 40 % =
207 o< 0.0001 = | p=19 207 P<00001 n=32 204 p<pgon m=32 204 p<o.0001 — n=31
0+ T T ] 0+ T T v 04 ) — =17 ] . . n=17 | ! L n=18
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
D Months
TIE2
Anti-TAA T cells
Figure 6.

Prognostic value of ANGPT2/TIE2* M-MDSC signature in NSCLC. A, Association between serum concentration of ANGPT2 and OS. Kaplan-Meier curves according to
the concentration of ANGPT2in overall population, and in localized and metastatic stages. Thresholds were determined according to the upper quartile of the median
of serum ANGPT2 in patients (3 ng/mL; log-rank test). B, Association between the percentages of TIE2* M-MDSCs and OS. Kaplan-Meier curves according to the
percentages of TIE2™ M-MDSCs in overall population. TIE2™ M-MDSC'o"/hish status was determined according to the upper quartile of the median rate of each TIE2*
M-MDSC phenotype (M-MDSC1: 16.7%, M-MDSC2: 6.7%, M-MDSC3: 5.9, M-MDSC4: 7.1%, and M-MDSC5: 9.4%; log-rank test). C, Kaplan-Meier curves according to the
ANGPT2/TIE2" M-MDSC blood signature in overall population (log-rank test). D, Model of immune evasion associated with upregulation of ANGPT2/TIE2* M-MDSC
blood signature: ANGPT2 release from tumor microenvironment activates TIE2-expressing M-MDSCs and sensitizes them to efficiently suppress adaptive antitumor
T-cell immunity.
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The immunomodulatory roles in human cancers of ANGPT2 have
been less studied than those of VEGF. In mouse models, ANGPT2
promotes recruitment of immune-suppressive cells such as MDSCs
and regulatory T cells (Treg), as well as TEMs (19, 42). ANGPT?2 also
facilitates the migration of immune cells out of the vasculature and into
the tumor microenvironment (43). Human TEMs exposed to
ANGPT2 can promote Treg expansion via IL10-dependent mechan-
isms (19). In this study, we observed that an ANGPT2-rich blood
environment was related to increased concentrations of immunosup-
pressive factors such as VEGF, IL6, TGFp, and PGE2, which could
explain the inhibition of T-cell responses against TAA (21, 44-46).
However, further studies are needed to determine whether the sup-
pressive mechanisms of the ANGPT2/TIE2" M-MDSC axis depends
on direct cell-cell contact or soluble mediators (11).

M-MDSC frequency could be used to predict response to
anti-PD-1/PD-L1 therapies (47-49). A report in patients with
melanoma showed that ANGPT2 could represent a predictive
biomarker for anti-PD-1 treatment (50). Here, by linking MDSC
and ANGPT2 through the tyrosine kinase receptor TIE2, we raise
the question of the involvement of ANGPT2/TIE2" M-MDSC
immunosuppressive signature in the resistance to immune check-
point inhibitors. Whether this signature is also involved in the
resistance to treatments such as chemotherapy and radiation
remains to be explored.

In summary, our results indicate that ANGPT2/TIE2 axis activation
can potentiate the inhibitory activity exerted by M-MDSCs against
antitumor T cells. This study supports the use of TIE2 expression as a
phenotypical feature to identify suppressive M-MDSCs and also
prompts us to explore the ANGPT2/TIE2" M-MDSC axis as bio-
marker for cancer immunotherapy.
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