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Le cancer est la deuxième cause de mortalité dans le monde, avec un nombre total de 
décès estimé à 9,6 millions par l’organisation mondiale de la santé (OMS) en 2018 (1). Face à un 
tel impact, l’oncologie est un domaine en pleine expansion avec de réels défis cliniques motivant 
la nécessité de nouvelles approches thérapeutiques. La remise du prix Nobel de médecine 2018 
aux Dr. James Allison et Tasuku Honjo pour leurs travaux sur les inhibiteurs de checkpoints 
immunitaires (ICPI) vient ainsi marquer l’avènement de l’immunothérapie en tant que « 5ème 
pilier » thérapeutique, aux côtés de la chirurgie, des agents cytotoxiques, de la radiothérapie et des 
thérapies ciblées (2). Pourtant, l’idée d’utiliser le système immunitaire pour traiter les cancers n’est 
pas nouvelle, émergeant dès le 19ème siècle avec l’approche de William Coley (3), les premiers 
rapports de cas de patients traités par « infection » de la tumeur pouvant même remonter jusqu’à 
l’époque de l’Egypte ancienne (4). Malgré ces avancées récentes,  de nombreux patients 
échappent encore à l’immunothérapie, avec par exemple un pourcentage global de patients 
répondeurs aux ICPI estimé autour de 12% en 2018 (5). Ce long temps de développement et ce 
pourcentage élevé de résistances illustrent ainsi toute la difficulté d’utiliser le système immunitaire 
pour traiter le cancer, soulignant le besoin de développer la recherche dans ce domaine pour 
mieux comprendre les mécanismes de résistance, identifier des facteurs prédictifs de réponse et 
proposer de nouvelles approches thérapeutiques. 

Ce travail de thèse fait le point sur l’analyse des rétrovirus endogènes humains (HERVs) 
en tant que biomarqueurs originaux et cibles thérapeutiques prometteuses en immunothérapie. 
Après une introduction générale sur l’immunité antitumorale et les antigènes tumoraux, nous 
passerons en revue les différents mécanismes permettant à la tumeur d’échapper au système 
immunitaire. Nous verrons ensuite où en sont les différentes approches thérapeutiques basées sur 
des cibles issues de mutation des gènes dits « classiques », renforçant le besoin de nouvelles cibles 
tumorales. Nous pourrons alors introduire l’apport potentiel des HERVs dans ce domaine, en 
passant en revue les données actuelles concernant le contrôle de leur expression ainsi que leur 
impact génétique et immunitaire. Nous verrons également pourquoi la quantification de 
l’expression des HERVs représente un défi aussi bien analytique que bioinformatique.  

Les principaux résultats seront ensuite présentés sous la forme de deux articles originaux : 
dans le premier article, nous avons établi une approche bioinformatique originale pour définir et 
prioriser des épitopes lymphocytaires T CD8+ issus de HERVs exprimés dans les tumeurs 
solides. Dans le second, nous nous sommes concentrés sur l’analyse des HERVs chez les patients 
présentant une leucémie aiguë myéloïde (LAM), avec une quantification plus fine du 
rétrotranscriptome que nous retrouvons ainsi comme spécifique de chaque population cellulaire. 
Ces travaux ouvrent ainsi la voie de l’utilisation des HERVs comme antigènes tumoraux partagés 
et marqueurs d’identité cellulaire au fort potentiel pour de multiples applications basées sur le 
séquençage d’acide ribonucléique (ARN) (prédiction de réponse/rechute, signature cellulaire, 
classification de pathologies…). Nous finirons enfin par une discussion commentant ces résultats 
à la lumière des connaissances actuelles dans le domaine, en évoquant les défis et perspectives de 
l’exploitation des HERVs en immuno-oncologie. 
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I. Généralités sur l’immunité antitumorale 

 Les concepts d’immunosurveillance et d’immunoediting 
Chaque jour, chacune des cellule de notre corps subit environ 20 000 événements à 

l’origine de dégâts sur son acide désoxyribonucléique (ADN) (6). Si la plupart de ces altérations 
sont rapidement réparées et n’auront aucun effet sur la cellule, certaines peuvent néanmoins 
persister et entrainer à terme une transformation cellulaire. Un des rôles du système immunitaire 
consiste ainsi à reconnaitre et détruire ces cellules anormales avant qu’elles n’accumulent trop de 
dégâts et deviennent potentiellement cancéreuses. Ce concept d’immunosurveillance, proposé 
initialement par Macfarlane Burnet et Lewis Thomas dans les années 1950, a longtemps été 
débattu (7,8). De nombreuses études n’allaient en effet pas dans ce sens à l’époque, soulignant 
plutôt les potentiels effets pro-tumoraux de la réponse inflammatoire (9), le manque de signaux 
de danger associés à la tumeur pour pouvoir la rendre immunogène (10) ou encore la trop forte 
similarité avec le tissu normal (11).  

Ce n’est qu’à partir des années 1990 avec l’émergence de modèles murins 
immunodéficients que les premières démonstrations du rôle clé du système immunitaire dans le 
contrôle tumoral ont pu être apportées. Les travaux initiés par l’équipe de Robert Schreiber, 
démontrant notamment une croissance tumorale accrue chez des souris présentant différents 
déficits de l’immunité adaptative auront permis de mettre en lumière le rôle important de cette 
réponse dans le contrôle antitumoral (12,13), démontrant au passage la présence d’antigènes 
tumoraux. Le fait qu’une tumeur puisse tout de même se développer malgré cette surveillance 
immunitaire a par la suite amené à repenser la théorie générale de l’immunosurveillance. Une 
étude clé (13), montrant que des tumeurs se développant chez des souris immunodéficientes sont 
plus immunogènes que celles se développant chez des souris immunocompétentes, introduit alors 
progressivement le concept d’« immunoediting » postulant que la pression immunitaire, bien que 
protégeant en partie de l’émergence de cellules tumorales, peut également façonner ces dernières 
et mener à la sélection de clones moins immunogènes (14). 

Dans sa vision la plus récente, la surveillance immunitaire antitumorale est découpée en 3 
phases schématiques (8) : 

- Pendant la première phase dite « d’élimination », le système immunitaire 
reconnait correctement les cellules transformées, aboutissant à leur 
destruction. Cette reconnaissance est le fruit d’une coopération entre les 
systèmes immunitaires innés et adaptatifs. Cette phase constitue la phase 
d’immunosurveillance à proprement parler. 

- Certaines cellules transformées peuvent échapper à leur reconnaissance 
immunitaire, menant alors une deuxième phase dite « d’équilibre ». Durant 
cette phase, les cellules du système immunitaire adaptatif préviennent la 
croissance tumorale en éliminant les clones immunogènes émergents, 
maintenant la tumeur dans un état de dormance (15). C’est au cours de cette 
phase que se déroule principalement l’immunoediting, façonnage immunitaire de 
la tumeur menant à la sélection de clones non immunogènes.  

- Dans la dernière phase dite « d’échappement », les cellules tumorales ayant 
acquis la capacité d’échapper à la reconnaissance immunitaire deviennent 
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détectables cliniquement. Cette phase peut aboutir aussi bien par progression 
de la tumeur elle-même (avec notamment l’émergence de clones façonnés par 
l’immunoediting) que par l’apparition d’un défaut au niveau du système 
immunitaire (telle que l’installation d’une immunosuppression par exemple). 

 Le cycle de reconnaissance immunitaire du cancer 
Les travaux sur l’immunosurveillance ont permis de souligner le rôle clé de l’immunité 

adaptative, et notamment des lymphocytes T (LT) effecteurs CD8+, dans la reconnaissance 
immunitaire antitumorale (8,14). La reconnaissance immunitaire d’une cellule tumorale ou 
transformée par les LT effecteurs est un processus complexe reposant sur 7 étapes clés résumées 
par Daniel Chen et Ira Mellman en 2013 (Figure 1) (16). Au cours de la première étape (i), les 
antigènes tumoraux sont captés par les cellules présentatrices d’antigènes (en premier lieu 
desquelles les cellules dendritiques) dans le micro-environnement tumoral. Afin d’entrainer une 

 
Figure 1 : Cycle de reconnaissance immunitaire du cancer 
Décrit en 2013 par Daniel Chen et Ira Mellman (8), ce cycle reprend les 7 étapes clés de la reconnaissance tumorale par les LT. 
Les antigènes tumoraux sont captés par les cellules présentatrices d’antigènes dans l’environnement tumoral, puis emmenés 
dans les organes lymphoïdes secondaires pour y être présentés aux LT naïfs. Une fois activés, les LT naïfs vont se différencier 
en LT effecteurs et auxiliaires, avant de migrer vers la tumeur par les vaisseaux sanguins. Les LT effecteurs y reconnaissent 
alors leur cible, aboutissant à la destruction de la cellule tumorale. 
D’après Chen D. & Mellman I. Immunity 2013 (16), figure reproduite avec l’autorisation d’Elsevier. 



 

21 
 

réponse immunitaire, le relargage de ces antigènes tumoraux doit s’accompagner de signaux 
immunogènes, tels que le relargage de motifs moléculaires associés aux dégâts (DAMPs pour 
Damage Associated Molecular Pattern) ou de cytokines pro-inflammatoires. Une fois l’antigène capté, 
les cellules présentatrices d’antigènes vont migrer vers les ganglions lymphatiques afférents (ii) 
pour y présenter les antigènes aux LT naïfs CD4+ via leur complexe majeur d’histocompatibilité 
(CMH) de classe II, et aux LT naïfs CD8+ via leur CMH de classe I (la présentation d’antigènes 
extra-cellulaires via le CMH de classe I, ou cross-présentation, étant uniquement réalisée par les 
cellules dendritiques). En présence de leurs 3 signaux d’activation (l’antigène présenté par le 
CMH au récepteur du LT (TCR pour T Cell Receptor), le signal de costimulation présent sur la 
cellule présentatrice d’antigène et le signal cytokinique), les LT naïfs vont s’activer (iii) et se 
diviser en une population clonale de LT auxiliaires (CD4+) ou effecteurs (CD8+) spécifiques de la 
cible tumorale. Une fois activés, les LT effecteurs vont rejoindre le site tumoral via la circulation 
sanguine (iv), puis pénétrer dans le micro-environnement tumoral (v) afin d’y reconnaitre leur 
cible (vi) et effectuer leur action cytotoxique (vii). A noter que, bien que les LT effecteurs soient 
classiquement décrits comme étant des LT CD8+, de nombreux travaux soulignent désormais le 
rôle de LT effecteurs CD4+ dans la réponse antitumorale (17).    

 Echappement immunitaire de la tumeur 
Par définition, la présence d’un cancer implique un échappement de la tumeur à la 

surveillance immunitaire. Cet échappement tumoral peut être lié à la défaillance d’une ou 
plusieurs étapes du cycle de la reconnaissance immunitaire. Selon les cas, plusieurs phénotypes 
tumoraux pourront être distingués (18) : les tumeurs dites « froides », par absence totale de 
réponse immunitaire (désert immunitaire par défaillance des étapes 1 à 3) ou absence de 
pénétration des cellules immunitaires dans la tumeur (exclusion immunitaire par défaillance des 
étapes 4 à 5), et les  tumeurs dites « chaudes », infiltrées par les cellules effectrices mais sans 
élimination efficace des cellules cancéreuses par des phénomènes immunosuppresseurs locaux 
(défaillance des étapes 6 et 7). 

Dans la première revue de cette thèse (Revue 1 (19)), nous avons fait le point sur les 
mécanismes pouvant être à l’origine de tumeurs dites « froides » et proposé différentes approches 
thérapeutiques selon le mécanisme impliqué. Dans ce contexte, la vaccination thérapeutique 
associée aux ICPI permettant de faciliter la mise en place de la réponse vaccinale et contrecarrer 
les phénomènes d’épuisement lymphocytaire apparaît comme une solution prometteuse pour 
induire ou renforcer la réponse adaptative antitumorale. L’immunothérapie cellulaire apparait 
comme une bonne alternative en amenant directement des effecteurs spécifiques antitumoraux.  
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II. Les antigènes tumoraux  

La présence de cibles immunitaire à la surface de la cellule tumorale est un prérequis 
indispensable à la reconnaissance d’une cellule maligne par les LT CD8+. Les antigènes tumoraux 
constituant ces cibles sont issus de la dégradation intracellulaire de protéines en peptides de 8 à 
10 acides aminés via le protéasome (20). Ces peptides sont ensuite transportés dans le réticulum 
endoplasmique via la protéine Transporter associated with Antigen Processing (TAP) où ils seront 
chargés sur le CMH de classe I avant d’être présentés à la surface de la cellule aux LT CD8+ 
(Figure 2).  

Il est estimé qu’une cellule présente environ 2% de son protéome aux LT CD8+ via le 
CMH de classe I, ces peptides constituant les MAPs (MHC-I Associated peptides) (21). Bien que 
paraissant faible de prime abord, cet « échantillon » du protéome de la cellule peut cependant 
s’adapter très rapidement à tout changement de l’homéostasie cellulaire, en cas d’infection, de 
transformation maligne ou de traitement par exemple (22). Cette adaptation rapide est en partie 
permise par la production de produits ribosomaux défectueux (DRIPs pour Defective Ribosomal 
Products), des polypeptides qui n’atteindront jamais leurs conformation du fait d’erreurs 
traductionnelles ou post-traductionnelles (23). Ces DRIPs représentent 30% de la production 
protéique totale, avec l’avantage de présenter un important turnover de production et une 

 
Figure 2 : Formation et présentation des épitopes T CD8+ 
Les épitopes T CD8+ sont issus de la dégradation des protéines intracellulaires par la voie du protéasome. Les peptides de 8 à 
10 acides aminés résultant sont alors transportés dans le réticulum endoplasmique via la protéine TAP avant d’être chargés 
sur le CMH de classe I. Une fois formé, le complexe CMH-peptide peut migrer vers la surface de la cellule via l’appareil de 
Golgi.  
D’après Coulie P. et al. Nat Rev Cancer 2014 (20), figure reproduite avec l’autorisation de Springer Nature. 
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adaptabilité rapide face à un stress cellulaire (24). Le répertoire de MAPs d’une cellule donnée est 
ainsi sans arrêt façonné en fonction des conditions qui lui sont imposées. Parallèlement à ces 
variations physiologiques, la cellule tumorale peut présenter de multiples altérations à chacune de 
ces étapes, depuis la séquence codante elle-même jusqu’aux modifications post-traductionnelles. 
Ces différentes modifications participent ainsi à la transformation du répertoire de MAPs de la 
cellule tumorale, pouvant être plus ou moins spécifique de celle-ci. Dans cette partie, nous 
passerons en revue les différents types d’antigènes tumoraux, en proposant un aperçu de leurs 
avantages et inconvénients respectifs résumés dans le Tableau 1. Sans négliger l’importance des 
épitopes T CD4+, nous concentrerons là encore nos exemples sur les épitopes T CD8+, au cœur 
de notre projet de recherche. 

 Bref historique  
L’existence d’antigènes tumoraux a été suggérée dans les années 1960 suite à la 

démonstration que des souris exposées à une tumeur étaient immunisées contre une réexposition 
à la même tumeur (25,26). Ce type d’antigène a ainsi d’abord été classé comme antigène de rejet 
de transplantation (Transplant Rejection Antigens). Caractérisé par la formation de tumeurs très 
immunogènes régressant spontanément, le modèle de tumeurs induites par le virus Moloney 
sarcoma-leukemia virus (MSV-MoLV) permettra par la suite à plusieurs équipes de mettre en 
évidence la présence de LT CD8+ cytotoxiques spécifiques de la tumeur dans les organes 
lymphoïdes, le sang mais également la tumeur elle-même (27–29). Chez l’homme, ces résultats 
ont été confirmés plus tard par la lyse de cellules tumorales allogéniques et autologues par des 
lymphocytes issus du sang de patients, avec la mise au point des premiers protocoles de culture 
de lymphocyte infiltrant la tumeurs (TILs pour Tumor Infiltrating Lymphocytes) (30). La nature des 
antigènes reconnus par les LT CD8+ cytotoxiques sera identifiée à la fin des années 1980 avec la 
mise en évidence de peptides de 8 à 10 acides-aminés naturellement présentés par le CMH de 
classe I dans le cadre de la réponse antivirale (31–33). C’est au cours des années 1990 que les 
premiers antigènes tumoraux ont ensuite pu être identifiés grâce aux techniques de clonage de 
l’ADN complémentaire (ADNc), avec notamment l’identification d’antigènes tumoraux issus de 
la lignée germinale dans le mélanome, dénommés alors Cancer-Testis Antigens (34). Les TILs ont 
ainsi longtemps été utilisés comme « sonde » de détection d’antigènes tumoraux sur des libraires 
d’ADNc permettant l’identification de différentes cibles (35). L’utilisation d’anticorps à la place 
des LT pour sonder les librairies de clones d’ADNc via la technologie SEREX (serological analysis of 
cDNA expression libraries) permettra d’accélérer les protocoles, menant à l’identification de 
nombreux autres antigènes tumoraux (36). Parallèlement, le développement des approches 
biochimiques visant à purifier puis identifier les peptides présents sur le CMH de classe I via un 
spectromètre de masse mettra au jour d’autres cibles telles que la protéine de différenciation 
mélanocytaire GP100 (37). Enfin, la démocratisation des méthodes de séquençage haut débit 
mènera à l’introduction plus récente des approches dites d’immunologie inversée visant à 
identifier d’abord des cibles antigéniques potentielles via l’analyse du génome tumoral et ses 
mutations avant de valider leur immunogénicité in vitro voir in vivo (20). 

 Les différents types d’antigènes tumoraux  
Deux grands groupes d’antigènes tumoraux sont classiquement distingués en fonction de 

leur spécificité d’expression tumorale : les antigènes spécifiques de la tumeur (TSAs pour Tumor-
Specific Antigens) et les antigènes associés à la tumeur (TAAs pour Tumor-Associated Antigens) (Figure 
3). Parallèlement à cette distinction TSAs/TAAs, différents sous-types d’antigènes pourront être 
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distingués selon leur provenance génomique. En effet, si la plupart des recherches d’antigènes 
tumoraux se sont jusqu’à présent focalisées sur les exons (soit environ 2% du génome), il est 
désormais bien établi que ces portions dites codantes ne reflètent pas la diversité 
transcriptionnelle d’une cellule, 75% du génome étant généralement transcrit (38). Ainsi, selon les 
études, jusqu’à 90% du répertoire de MAPs serait constitué par des peptides dits « cryptiques », 
c’est-à-dire provenant de localisations génomiques situés en dehors des exons (39). Nous 
comprenons dès lors le rationnel de s’intéresser aux éléments transposables (ETs) qui, 
représentant environ 50% du génome, constituent une source formidable de matériel génétique 
non-exonique pouvant potentiellement être source de MAPs. Bien que leur profil d’expression 
soit généralement spécifique de la tumeur, certains antigènes peuvent néanmoins être détectés à 
faible niveau dans le tissus sain, la classification TSA/TAA devant ainsi être discutée pour chaque 
antigène à l’échelle individuelle. 

Sans rentrer dans les détails de l’évolution récente de la classification des antigènes 
tumoraux pour laquelle aucun consensus réel n’existe, nous reprendrons ici les deux principaux 
groupes TAA/TSA en développant à part le cas des antigènes cryptiques.   

  

 
Figure 3 : Grandes catégories d’antigènes tumoraux 
Les antigènes spécifiques de la tumeur (TSAs) regroupent principalement les antigènes issus de mutations et d’anomalies 
épigénétiques menant à leur expression tumorale spécifique. Les antigènes associés à la tumeur (TAAs) regroupent des 
antigènes au profil d’expression restreint à certains tissus ou à l’expression faible dans le tissu normal et très forte dans le 
tissu tumoral. 
D’après Coulie P. et al. Nat Rev Cancer 2014 (20), figure reproduite avec l’autorisation de Springer Nature. 
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1) Les antigènes associés à la tumeur (TAAs) 
Cette catégorie regroupe des antigènes de différenciation au profil d’expression très 

restreint ou dérivés de protéines faiblement exprimées dans le tissu sain et surexprimées dans une 
tumeur donnée (20,40). De nombreux antigènes ont là encore été d’abord découvert dans le 
mélanome, avec notamment Melan-A (MART1) et GP100 (41,42), deux protéines exprimées par 
les mélanocytes normaux. Ces deux antigènes représentent des antigènes de différenciation, un 
type de TAA particulier relié plus au tissu d’origine de la tumeur qu’à son caractère néoplasique. 
A l’inverse, les TAA surexprimés reflètent les modifications néoplasiques de la cellule, tels que 
WT1 dans la LAM (43). 

L’expression par le tissu sain expose particulièrement ces antigènes à une tolérance 
immunitaire aussi bien centrale que périphérique (20). Cependant, l’induction d’une réponse 
immunitaire spécifique et efficace contre certaines de ces cibles montre que la tolérance centrale 
face à ces protéines du soi est incomplète et encore mal comprise. D’une façon intrigante, des LT 
CD8+ naïfs spécifiques de Melan-A sont retrouvés à des fréquences de 1.10-3 des LT CD8+ totaux 
circulants chez des donneurs sains HLA-A*02 :01 (44), soit des fréquences 100 à 1000 fois plus 
élevées qu’attendues pour des LT CD8+ naïfs d’autre spécificité et comparables à des fréquences 
de LT mémoires (45). Bien qu’il ait initialement été suggéré qu’une prolifération périphérique 
(« post-thymique ») par expansion homéostatique transitoire avec réversion des LT CD8+ 
mémoires en LT naïfs soit à l’origine de cette fréquence élevée (46), l’analyse des cercles 
d'excision du TCR (TRECs pour T cell receptor excision circles, résidus d’ADN excisés pendant le 
réarrangement du TCR lors de la maturation thymique des LT) a finalement révélé une sélection 
positive plus importante dans le thymus, menant à une augmentation du nombre de précurseurs 
(47). Cette sélection plus importante pourrait être en lien avec une réactivité croisée envers 
d’autres peptides non identifiés. L’absence d’activation de ces LT CD8+ naïfs contre Melan-A, 
exprimé par les mélanocytes, illustre ainsi parfaitement le phénomène d’ignorance immunitaire en 
lien d’une part avec le profil d’expression particulier de cette cible dans des tissus peu accessibles 
au système immunitaire, et d’autre part avec la faible expression de la cible dans les tissus en 
question (47). 

La tolérance centrale, caractérisée par l’expression thymique d’un antigène, n’est 
cependant pas un frein complet à la mise en place d’une réponse immunitaire efficace. Il a ainsi 
été retrouvé une expression de différents antigènes issus de la lignée germinale (CGAs pour 
Cancer-Germline Antigens) notamment de la famille MAGE par les cellules médullaires thymiques, 
alors même que des réponses thérapeutiques contre ces cibles avaient pu être décrites (34). 
Néanmoins, les TCRs spécifiques des protéines du soi présentent des affinités inférieures par 
rapport aux TCRs d’antigènes étrangers (constante de dissociation Kd de l’ordre de 100μM vs 
10μM, respectivement) (48), cette affinité étant directement corrélée à l’activation et l’activité 
cytotoxique des LT (49,50). 

Malgré la possibilité de définir des épitopes partagées, l’expression par le tissu normal fait 
redouter les atteintes extra-tumorales lors du ciblage des TAAs. Si cette atteinte dite « on-target / 
off-tumor » ne pose que peu de soucis dans certaines situations, comme avec le ciblage du CD19 
responsable d’une lymphopénie B collatérale pouvant être gérée cliniquement dans les 
hémopathies lymphoïdes B ou l’apparition d’un vitiligo avec le ciblage de Melan-A dans le 
mélanome, d’autres cibles peuvent mener à des toxicités sévères. Ainsi l’utilisation de LT avec 
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récepteur antigénique chimérique (CAR-T) dirigé contre la protéine ERBB2 dans le cadre d’un 
cancer du côlon métastatique a conduit au décès d’un patient par atteinte respiratoire sévère en 
lien avec l’expression initialement non prévue du TAA dans le tissu pulmonaire (51). A noter 
qu’un cas similaire de toxicité neurologique fatale avait été rapporté suite au ciblage de MAGE-
A3 (52), venant remettre en cause la spécificité de l’expression de certains CGAs par la tumeur et 
la lignée germinale. De même, le ciblage des épitopes issus de mutations n’est pas à l’abri du 
risque d’auto-immunité, comme cela a été montré chez des patients atteints de sclérodermie pour 
qui la réponse auto-immune était déclenchée par une mutation du gène POLR3A dans une 
tumeur concomitante (53). 

2) Les antigènes spécifiques de la tumeur (TSA) 
Les antigènes tumoraux issus de la lignée germinale (Cancer-Germline Antigens) 

Les CGAs sont des antigènes exprimés par les tissus embryonnaires et/ou germinaux 
(gamètes) et non exprimés par les autres tissus normaux (54). Ce type d’antigènes a d’abord été 
mis en évidence dans le mélanome avec l’identification des antigènes de la famille Melanoma 
Antigens (MAGE) (34), puis B melanoma antigen (BAGE) (55) et G antigen 1 (GAGE) (56). Les 
CGAs sont également communément désignés sous le terme de Cancer-Testis Antigens du fait de 
leur profil d’expression. Cependant, du fait de l’absence de CMH de classe I dans le testicule (et 
donc de l’absence de présentation antigénique dans ce tissu) mais également de la présence 
d’autres tissus germinaux, certains auteurs encouragent à préférer le terme de CGA afin de ne pas 
limiter la source antigénique au testicule et de ne pas laisser faussement suggérer un potentiel 
risque d’auto-immunité testiculaire associé (20). 

A ce jour, plus de 200 CGAs sont annotés et de nombreux candidats sont en cours 
d’investigation clinique (57). Pour qu’un antigène puisse être classé comme CGA, il doit être 
exprimé dans une tumeur et dans la lignée germinale (principalement le testicule ou le placenta) 
sans être exprimé par plus de deux tissus normaux non germinaux (expression qui, quand elle est 
détectée, est généralement bien plus faible que dans les tissus germinaux) (54,58). Le fait qu’une 
cellule tumorale puisse exprimer des antigènes embryonnaires a mené à envisager que cette 
expression puisse refléter l’activation de tout un programme génique calqué sur celui des gamètes 
et pouvant participer à la tumorigenèse (54). Ces gènes pourraient effectivement aider la cellule 
tumorale à contourner certaines barrières pouvant entrainer l’arrêt de prolifération, la sénescence 
ou son apoptose et de nombreux CGAs ont été rapportés comme associés à un effet pro-tumoral 
(57). Des modifications épigénétiques, en premier lieu desquelles la déméthylation du promoteur, 
seraient une des clés menant à la réexpression des CGAs par la tumeur, et plusieurs travaux ont 
montré une augmentation de l’expression des CGAs après traitement par agents hypométhylants 
tels que la 5-azacytidine (AZA) (54,59,60).  

L’absence d’expression par les tissus sains autres que le testicule, site de privilège immun 
dépourvu d’expression du CMH de classe I, tend à considérer ces antigènes comme étranger au 
système immunitaire, avec par conséquent un fort potentiel immunogène (57,61). Dans le cas 
d’autres tissus embryonnaires tels que le placenta, l’expression du CMH de classe I serait 
contrebalancée par un fort environnement immunosuppresseur, comme nous le verrons plus 
tard. Leur relative spécificité d’expression, leur implication dans le développement tumoral ainsi 
que leur forte immunogénicité potentielle font des CGAs des cibles de choix pour 
l’immunothérapie. Le principal inconvénient des CGAs vient finalement du nombre limité de 
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tumeurs dans lesquelles ils sont détectés, limitant l’applicabilité finale des approches ciblant ce 
type d’antigènes (49). 

Les antigènes issus de mutations (« néoépitopes »)  
C’est en cherchant à identifier les principales cibles antigéniques des LT activés par les 

ICPI que l’équipe de Schreiber a pu montrer en 2014 le rôle important joué par les protéines 
mutées spécifiques de la tumeur dans la reconnaissance immunitaire de cette dernière (62). En 
utilisant un modèle murin de sarcome, l’équipe a pu ensuite démontrer un taux de rejet tumoral 
immunitaire similaire entre l’utilisation d’ICPI et d’une approche vaccinale incorporant ces cibles 
antigéniques dans des peptides longs (autour de 30-40 acides aminés, avec la capacité d’induire 
une réponse aussi bien LT CD4+ que CD8+), ouvrant la voie de la vaccination thérapeutique (62). 
D’autres équipes ont confirmé en parallèle la reconnaissance de ces épitopes issus de protéines 
mutées par les LT CD8+ au cours de la réponse antitumorale et/ou de l’immunoediting, renforçant 
le rationnel et l’intérêt pour ces antigènes spécifiques de la tumeur (63,64).  

Si les efforts ont jusque-là été concentrés sur les néoépitopes issus de mutations 
ponctuelles, d’autres types de mutations (insertion et/ou délétion) pouvant décaler le cadre 
ouvert de lecture (ORF pour Open Reading Frame) peuvent amener à des protéines très différente 
du soi avec un important potentiel immunogène (65,66). Il était initialement considéré que la 
contribution de ces épitopes à la réponse antitumorale était directement corrélée au taux de 
mutation d’une tumeur. Ainsi, une importante réponse T CD8+ dirigée contre des antigènes issus 
de mutations était attendue dans des tumeurs fortement mutées telles que le cancer du poumon 
et le mélanome, ou encore dans les 15% de cancers colorectaux hyper-mutés en lien avec une 
déficience dans la machinerie de réparation des mismatch de l’ADN (67). Le rationnel de cette 
association s’est vu renforcé par la suite avec la corrélation retrouvée entre la réponse clinique aux 
ICPI et la charge mutationnelle des tumeurs (68).  Le nombre de cibles nécessaires pour aboutir à 
une réponse clinique n’est cependant pas bien défini, et il a par ailleurs été montré récemment 
que le ciblage par des approches vaccinales peut entrainer des réponses cliniques même pour des 
tumeurs faiblement mutées telles que les glioblastomes (69). Le nombre important d’autres 
facteurs prédictifs de réponse ou de toxicité aux ICPI, tels que le ratio neutrophiles/lymphocytes, 
la protéine C-réactive ou encore la composition du microbiote amènent à nuancer l’importance 
relative de la charge mutationnelle (70). Plus que la quantité elle-même, il semblerait donc que la 
qualité des épitopes issus de mutations ainsi que l’environnement dans lequel ils sont exprimés 
soient primordiaux. 

La très grande spécificité et l’immunogénicité potentielle de ces cibles absentes des tissus 
normaux (et donc théoriquement non sujettes à la tolérance centrale) constituent les deux grands 
avantages des antigènes issus de mutations. En pratique, l’identification de ces épitopes est 
cependant une tâche laborieuse, nécessitant de coupler des techniques de séquençage complet de 
l’exome des cellules somatiques du patient ainsi que de la tumeur afin d’identifier les mutations. Il 
est ensuite estimé que seules 10% des mutations conduiront à un peptide de forte affinité pour le 
CMH de classe I, parmi lesquelles seule une fraction sera effectivement immunogène (64). La 
spécificité de ce type de cible constitue également sa principale faiblesse, les approches 
d’immunothérapies devant être adaptées à chaque patient (approche « personnalisée »), avec un 
temps d’identification des cibles et de mise au point des thérapies pouvant être relativement long.  
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3) Les antigènes cryptiques 
Les antigènes dits cryptiques sont des peptides provenant de localisation génomique 

habituellement non transcrites ou non traduites, c’est-à-dire principalement situées en dehors des 
exons (40). Comme évoqué précédemment, certaines études montrent que jusqu’à 90% du 
répertoire de MAPs peut être constitué par ce type de peptides (39). De nombreux événements 
peuvent mener à la production d’un antigène cryptique notamment en contexte tumoral : 

- Des phénomènes modifiant l’ARNm ont largement été décrits (66): anomalies 
de l’épissage de l’ARNm (souvent par mutation de parties non codantes 
intervenant dans l’épissage) (71,72), rétention d’intron (73), transcription 
antisens via un promoteur cryptique (74) ou encore dérégulation de la 
machinerie du spliceosome (75).  

- Des anomalies ribosomiques peuvent également être source d’anomalies au 
niveau traductionnel, avec décalage du cadre de lecture (76), initiation 
traductionnelle sur un site non-canonique (77) ou non-respect des codons 
start et stop canoniques (78) et modifications post-traductionnelles (79).  

- Enfin, la transcription aberrante de zones habituellement silencieuses peut être 
une source d’antigène cryptique, comme nous le verrons avec les ETs et les 
HERVs. 

Ces anomalies semblent représenter une portion non négligeable de l’immunopeptidome : 
une étude publiée dans Science en 2016 montre que jusqu’à 1/4 de l’immunopeptidome du CMH 
de classe I d’une lignée de lymphoblastes est représenté par des peptides issus d’anomalies post-
traductionnelles générées au niveau du protéasome (telle que la découpe et le collage de peptides 
issus de protéines différentes) (80). Ces peptides pourraient avoir une importance particulière 
notamment dans les tumeurs faiblement mutées telles que les hémopathies malignes, certaines 
pathologies comme les syndromes myélodysplasiques étant de plus connues pour être la cible de 
nombreuses mutations affectant le spliceosome (75,81). L’équipe de Claude Perreault a ainsi très 
récemment montré que, parmi 58 TSAs identifiés par spectrométrie de masse dans 19 
échantillons primaires de LAM, 48% résultent de rétention ou traduction d’introns (82). Ces 
antigènes sont par ailleurs partagés par de nombreux patients, et surexprimés en cas de mutations 
de DNMT3A, NPM1 et FLT3-ITD. 

Proposant la spécificité et l’immunogénicité d’un TSA avec l’avantage de pouvoir être 
partagé et donc connu à l’avance comme un TAA, ce type d’antigène possède des caractéristiques 
très intéressantes. Le profil de chaque épitope doit cependant être contrôlé à l’échelle individuelle, 
certains antigènes pouvant être exprimés par le tissu sain. Non détectable par les approches 
classiques de séquençage, l’identification de tels peptides nécessite le développement d’outils 
spécifiques tels que le séquençage de l’ARN total avec des algorithme d’alignement particuliers, le 
séquençage de l’ARN en cours de traduction (Riboseq) ou encore la spectrométrie de masse (83). 
Bien que très performantes, ces techniques peuvent néanmoins manquer de sensibilité pour 
certaines cibles comme nous le discuterons plus tard. 

 Aperçu des stratégies thérapeutiques 
Par opposition aux immunothérapies ne ciblant pas d’antigène en particulier (antigen-

unaware therapies, telles que l’activité immunogène des chimio/radiothérapies, les ICPI ou encore la 
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greffe allogénique de cellules souches hématopoïétiques), la connaissance des antigènes tumoraux 
permet de proposer des immunothérapies spécifiques d’un antigène donné (antigen-aware therapies) 
(40). L’efficacité de ces dernières repose ainsi en partie sur les propriétés de l’épitope ciblé 
(Tableau 1) et sur les caractéristiques de la thérapie en elle-même.  

Dans les Revues 2 et 3 (84,85), nous avons fait le point sur les principales approches 
actuelles de vaccination thérapeutique. Après les résultats décevants obtenus avec le ciblage de 
TAAs (86), celles-ci sont actuellement dominées par les stratégies visant à cibler les antigènes 
issus de mutations spécifiques de la tumeur (néoépitopes) en association avec des ICPI. Les 
résultats obtenus sont encourageants bien que la lourdeur de la mise en place d’une vaccination 
personnalisée rende complexe sa généralisation à grande échelle.  

Dans les Revues 4 et 5 (87,88), nous avons passé en revue les principes de 
fonctionnement des LT à récepteur antigénique chimérique (CAR-T), ainsi que les résultats des 
principaux essais récents et en cours notamment dans les tumeurs solides. Nous avons également 
abordé le développement récent des lymphocytes CAR-T allogéniques (Revue 6 (89)).  

 L’ensemble de ces travaux bibliographique nous aura permis de faire le point sur les 
différentes approches thérapeutiques actuelles visant à cibler des antigènes tumoraux. Plus que 
l’approche proposée en elle-même, le point majeur réside ainsi dans le choix de la cible 
thérapeutique. Cela s’illustre parfaitement avec les lymphocytes CAR-T, montrant des résultats 
spectaculaires avec le ciblage de CD19 dans les hémopathies lymphoïdes B, et pourtant décevant 
sur d’autres cibles tumorales. Il existe donc un véritable besoin d’identifier et mettre au jour de 
nouvelles cibles thérapeutiques afin de bénéficier au mieux des thérapies proposées. Dans ce 
contexte, nous nous sommes intéressés aux antigènes dérivés de rétrovirus endogènes humains 
(HERVs) (sur)exprimés spécifiquement par les cellules tumorales. 
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Figure 3 : Classes d’éléments transposables dans le génome 
humain 
Environ 45% du génome humain est composé d’ETs. La famille des 
rétrotransposons (éléments de classe I), regroupant les LTR-
rétrotransposons, les LINEs et les SINEs, se mobilise par 
rétrotransposition via une transcriptase inverse. La famille des 
transposons à ADN (classe II) se mobilise par excision de l’ADN.  
D’après Cordaux R. & Batzer M. Nat Rev Genet 2009 (91), figure 
reproduite avec l’autorisation de Springer Nature. 

III. Les Rétrovirus Endogènes Humains (HERVs) 

 Les éléments transposables (ETs) dans le génome humain 
Environ 45% du génome humain est constituée d’ETs (Figure 3) (90). Considérées 

initialement comme inactives (« Junk-DNA »), nous savons désormais que ces séquences d’ADN 
mobiles jouent un rôle majeur dans la variation structurale du génome, source importante 
d’innovation évolutive (91). Deux grandes classes d’ETs sont distinguées selon leur mécanisme 
de transposition : les éléments de classe I (rétrotransposons) et les éléments de classe II 
(transposons à ADN). Les transposons à ADN représentent environ 3% du génome humain  et 
se mobilisent par des mécanismes d’excision directe de l’ADN (mécanisme dit « couper-coller ») 
(92,93). Désormais inactifs chez l’Homme, leur période majeure d’activité et d’intégration 
remonte à la période d’évolution précoce des primates et jusqu’à il y a environ 37 millions 
d’années (94). Les rétrotransposons utilisent quant à eux une transcriptase inverse (RT pour 
Reverse Transcriptase) pour intégrer leur intermédiaire ARN dans une autre localisation génomique, 
se propageant ainsi par rétrotranscription (mécanisme de transposition dit « copier-coller ») (92).  

Deux grandes familles sont distinguées parmi les rétrotransposons : caractérisés par la 
présence de séquences promotrices Long Terminal Repeat (LTR), les LTR-rétrotransposons 
représentent environ 8% du génome humain. Cette catégorie regroupe majoritairement les 
rétrovirus endogènes, mais également les Mammalian Apparent LTR Transposons (MaLR). La 
majorité des ETs est finalement constituée de rétrotransposons non-LTR, représentant environ 
1/3 du génome humain et regroupant deux principaux groupes: les Long Interspersed Elements 
(LINEs) et les Short Interspersed Elements (SINEs) comprenant notamment les éléments Alu, et 
SVA (90). Cette famille est actuellement la plus active dans le génome humain, avec de 
nombreuses insertion de novo rapportées à l’origine de différentes pathologies (95,96) comme cela 

a été montré par exemple avec l’insertion 
d’éléments LINE1 dans l’exon 14 du gène 
codant pour le facteur VIII, responsable 
d’une forme d’hémophilie A (97). Apparus 
il y a plus de 150 millions d’années, les 
LINE1 sont les ETs les plus nombreux en 
termes de quantité d’ADN (>500 000 
copies de LINE1 dans le génome humain 
pour une moyenne de 6 000 paires de 
bases (pb)) (92). Les SINEs ont la 
particularité de ne pas être autonomes, 
utilisant ainsi la RT des LINEs pour se 
rétrotransposer. Parmi les SINEs, les 
éléments Alu disposent de plus d’1 
millions de copies dans le génome humain, 
avec une moyenne de 300pb, faisant de ces 
éléments les plus nombreux en termes de 
nombre de copies (92). Les éléments SVA 
sont des rétrotransposons composites 
regroupant une séquence SINE, un 



 

32 
 

nombre variable de répétitions en tandem (VNTR pour Variable Number of Tandem Repeats) et 
deux fragments Alu inversés (SINE-VNTR-Alu) (98). Du fait de leur intégration récente, ces 
séquences spécifiques des hominidés ne représentent qu’environ 2 700 copies dans le génome 
humain. Leur activité importante de transposition en fait cependant une grande source de 
variation génétique à l’origine là encore de différentes pathologies (98). 

Bien que les ETs non-LTR présentent un intérêt non négligeable, nous avons fait le choix 
de nous concentrer sur les rétrotransposons LTR et plus particulièrement les HERVs. Ces 
derniers présentent en effet de multiples atouts, tels que leur structure virale au fort potentiel 
immunogène, en faisant de prometteurs antigènes tumoraux cryptiques partagés comme nous le 
détaillerons plus loin. Dans cette troisième partie, nous verrons d’où viennent ces HERVs et 
quelles sont les données actuelles sur les mécanismes contrôlant leur expression dans le génome 
humain. Nous nous attarderons sur les quelques données disponibles concernant le rôle des 
HERVs dans le développement des mammifères. Nous ferons ensuite un point sur le rôle des 
HERVs dans l’oncogenèse puis leur impact immunitaire, avant de finir sur les considérations 
techniques et bioinformatiques de leur quantification. Sur le plan sémantique, nous parlerons 
d’ETs lorsque les études portent sur l’ensemble des ETs, de rétroéléments ou rétrotransposons 
pour regrouper ERVs, LINEs et SINEs, de ERVs pour les études portant sur les rétrovirus en 
général (notamment chez la souris ou d’autres modèles murins) et de HERVs pour les études et 
données obtenues plus particulièrement chez l’Homme. 

 Origines et structure des HERVs 
Des études phylogénétiques basées sur la divergence des séquences de RT montrent que 

l’ensemble des rétrotransposons (LTR et non-LTR) dérivent d’un ancêtre commun virus à ARN 
(99). La séquence classique d’un ERV est similaire à celle d’un rétrovirus exogène : deux 
séquences LTR entourant les ORFs gag, pro, pol et env (100). La séquence gag code pour les 
différents composants de la capside du virion, les séquences pro et pol pour les enzymes 
nécessaires à la synthèse protéique et nucléotidique (notamment la RT) tandis que la séquence env 
code pour la protéine d’enveloppe permettant l’entrée du rétrovirus dans la cellule cible. Un 
rétrovirus complet est constitué de deux copies d’ARN simple brin (ssRNA pour single-stranded 
RNA) contenues dans une capside avec la RT, le tout entouré d’une membrane exprimant la 
protéine d’enveloppe (101). Les ERVs sont ainsi les seuls ETs pouvant infecter une autre cellule 
que celle d’origine, particularité permise notamment par la protéine d’enveloppe (Figure 4). 
Cependant, si il est possible de trouver des ERVs pleinement fonctionnels conservant une 
certaine infectiosité chez la souris, aucun HERV complet n’a été rapporté comme infectieux chez 
l’Homme (102). Ceci est lié aux nombreux dégâts successifs, aux mutations et recombinaisons 
acquis sur les ORFs des HERVs, les rendant défectueux pour la plupart. Il est d’ailleurs estimé 
que la grande majorité des HERVs correspondent à des séquences LTR seules ayant subi une 
excision complète de leurs ORFs (102). Malgré tout, certains HERVs conservent la capacité de 
produire des protéines virales, voir même des particules virales intactes pour les familles les plus 
récemment intégrées telles que la famille HML-2 / HERV-K (103). L’excision de certain ORFs 
peut même procurer un avantage dans certains cas : il a par exemple été estimé que les ERVs 
dépourvus de protéine d’enveloppe ont une dissémination génomique accrue d’un facteur 30 par 
rapport aux ERVs fonctionnels possédant une protéine Env (104). En empêchant la 
dissémination intercellulaire, l’absence de protéine d’enveloppe pourrait donc forcer les rétrovirus 
à se propager par rétrotransposition intracellulaire sur un modèle similaire aux autres ETs.  
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Mobilisation et polymorphisme 
Contrairement aux LINEs possédant encore une importante activité de mobilisation, 

l’absence de HERVs capables de rétrotransposition chez l’Homme minimise le polymorphisme 
interhumain. La grande majorité des HERVs ont en effet été intégrés il y a plusieurs millions 
d’années, bien avant l’émergence d’Homo sapiens, et sont désormais fixes dans le génome humain 
(105). Cette fixité relative n’est pas la règle chez tous les mammifères et doit faire interpréter les 
modèles animaux avec précaution, comme chez la souris par exemple où le niveau d’activité 
transpositionnelle des ERVs peut être très important (106) ou bien encore chez le Koala comme 
nous le verrons plus loin.  

Un certain polymorphisme existe malgré tout pour la famille HERV-K, la plus 
récemment intégrée au génome humain. L’analyse de données issues du séquençage complet de 
plus de 2 500 génomes humains de 26 pays différents a permis de mettre en évidence la présence 
de 36 sites d’intégration polymorphique de HERV-K, avec des fréquences allant de <0,05% à 
>75% selon les populations étudiées (107).  Parmi ces sites d’intégration, plusieurs loci 
présentaient des séquences provirales complètes, et certaines de ces insertions survenaient autour 
ou même à l’intérieur d’un gène, tels que GLUT9 par exemple, cible de TP53. Les auteurs de 

 
Figure 4 : Mécanismes de réplication des rétrotransposons. 

A. Rétrotransposons non-LTR (LINE et SINE) : Une fois transcrit, l’ARN issu de la séquence génomique du rétrotransposon va 
être traduit en protéines dans le cytoplasme. Ces protéines vont permettre le transport de ce même ARN dans le noyau 
d’une part (protéine de liaison à l’ARN codée par l’ORF1p) puis son intégration par transcription inverse (endonucléase et RT 
codées par l’ORF2p). A noter que les SINEs utilisent la RT des LINEs pour se rétrotranscrire. 

B. Rétrotransposons LTR : l’ARN transcrit à partir de la séquence du ERV va mener à la formation d’un virion via la traduction 
des protéines Gag (capside virale), Pro, Pol (RT) et Env (enveloppe). Une fois complet, le virion va pouvoir encapsuler deux 
copies d’ARN simple brin, sortir de la cellule via la protéine d’enveloppe, puis infecter une nouvelle cellule où il pourra 
rétrotranscrire ses ARN en ADNc via la RT puis l’intégrer au génome de sa cellule hôte. 

D’après Kassiotis G. & Stoye J. Nat Rev Immunol. 2016 (102), figure reproduite avec la permission de Springer Nature. 
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cette étude estiment que les dernières insertions de HERV-K remontent à environ 0,67 millions 
d’années. D’autres méthodes d’analyse des sites d’intégration polymorphiques de HERV-K 
présentent des résultats légèrement différents mais convergeant vers les mêmes conclusions 
(108). 

Classification et nomenclature 
La nomenclature et classification des ERVs a pendant longtemps été hasardeuse et très 

hétérogène. Initialement, les ERVs furent classés selon les rétrovirus exogènes les plus proches, 
en ajoutant une lettre pour préciser l’espèce source de l’identification (MERV pour mouse, 
HERV pour humain, etc.) (109). Rapidement par la suite, les ERVs ont été classés selon le type 
d’ARN de transfert (ARNt) se liant à la séquence PBS (Primer Binding Site) pour débuter la 
transcription inverse (110). La famille HERV-K regroupe ainsi tous les HERVs nécessitant une 
lysine ARNt. Certains HERVs dépourvus de séquence PBS ont été nommés en fonction de gènes 
proches (ex : HERV-ADP (111)), du numéro de clone ayant mené à leur identification (ex : 
HERV-S71 (112)) ou encore de motif d’acides aminés (ex : HERV-FRD (113)). Parallèlement à 
cette classification interne des ERVs, une classification « externe » en tant que virus a également 
été proposée afin de les regrouper selon la taxonomie des rétrovirus acceptée par les 
nomenclatures internationales. Les ERVs sont ainsi regroupés en 3 grands groupes : 
Gammaretrovirus,  Betaretrovirus  et  Spumaretrovirus, selon leurs homologies de séquences (et 
notamment de la séquence pol par rapport aux rétrovirus exogènes) (110,114). 

Ces différentes nomenclatures ont conduit à de nombreux problèmes de classification. 
L’utilisation d’une lettre en fonction de l’espèce d’origine de découverte du ERV pose soucis dans 
le cas de ERVs intégrés avant la divergence de son hôte, et donc présents dans plusieurs espèces. 
L’utilisation du type d’ARNt a également montré ses limites, certains ERVs de la même lignée 
phylogénétique pouvant utiliser des ARNt différents, d’autres ERVs étant dépourvus de PBS. De 
ces différentes problématiques ont émergé plusieurs tentatives de systématisation de la 
classification des ERVs. En 2011, Mayer J. et al. proposent une classification des HERVs 
référencés dans les bases de données génomiques majeures Américaines (Genbank), Européenne 
(European Molecular Biology Laboratory (EMBL)) et Japonaise (DNA Databank of Japan 
(DDBJ)) (115). Consistant plus en une harmonisation des annotations de loci déjà décrits, cette 
nomenclature se concentre sur le côté pratique au détriment de son exhaustivité. Gifford R. et al. 
ont développé quant à eux une nomenclature plus systématisée en 2018, proposant d’identifier 
chaque ERV par sa catégorie, son groupe taxonomique, un numéro d’identification puis l’espèce 
(ex : ERV – K(HML.2).113 – Hsa) (110). Là encore, les auteurs proposent de se concentrer sur 
les provirus au détriment des LTR seuls. A ce jour, il n’existe pas de classification ni de 
nomenclature universelle, et l’identification d’un ERV donné par sa famille suivie de sa 
localisation génomique à partir d’une base de référence (telle que Repbase) semble être la solution 
la plus adaptée en vue d’une annotation reproductible des ERVs dans un génome donné. 

 Régulation de l’expression des HERVs 
L’expression des HERVs est sujette à d’importants mécanismes de régulation 

épigénétique (116). Il est considéré de façon classique que la méthylation des histones joue un 
rôle prépondérant dans la répression des HERVs dans les cellules souches et embryonnaires, 
tandis que la méthylation de l’ADN serait le mécanisme prépondérant dans les cellules 
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différenciées. Cette dichotomie est cependant remise en cause à la lumière de données récentes 
comme nous le verrons.  

Méthylation des cytosines 
La méthylation du 5ème carbone des cytosines (5-methylcytosine ou 5mC) est un des 

processus important de répression de la transcription de l’ADN (117). Chez les mammifères, la 
méthylation de l’ADN est établie de novo dès le développement embryonnaire par des enzymes de 
la famille des ADN-méthyltransférase (DNMT pour DNA-Methyltransfterase), DNMT3A et 
DNMT3B. Ces empreintes de méthylation sont ensuite maintenues à travers les divisions 
cellulaires par l’enzyme DNMT1, permettant ainsi la transmission germinale et donc l’héritabilité 
des empreintes de méthylation (118). La déméthylation active de l’ADN est finalement rendue 
possible par les enzymes de la famille Ten-eleven Translocation (TET) methylcytosine dioxygenases, 
permettant l’oxydation de la 5mC en 5-hydroxymethylcytosine (5hmC). La méthylation de l’ADN 
est impliquée dans les phénomènes d’inactivation génique tels que l’empreinte parentale 
génomique (inactivation d’une copie génique transmise par l’un des deux parents) ou 
l’inactivation de l’X, et joue un rôle majeur dans la répression des ETs (117). Il a été démontré 
chez la souris un biais de méthylation par DNMT1 en faveur des régions contenant des 
rétroéléments (119). Chez l’homme, les HERVs sont particulièrement méthylés dans les tissus 
sains, et il semblerait que les phénomènes de déméthylation au sein de la tumeur affectent de 
façon prioritaire les rétroéléments (120). Les HERVs récemment intégrés seraient plutôt 
contrôlés par méthylation de l’ADN tandis que les plus anciens seraient plutôt sujet à la 
méthylation des histones (121). Ces « jeunes » HERVs seraient en théorie particulièrement 
sensibles à la réactivation par les agents hypométhylants tels que l’AZA.  

Méthylation des histones 
La méthylation des histones est un autre processus important de contrôle de l’expression 

génique. Les deux principales marques habituellement distinguées sont la triméthylation de 
l’histone H3 sur la lysine 9 (H3K9me3), marqueur de répression transcriptionnelle, et la 
triméthylation de l’histone H3 sur la lysine 4 (H3K4me3), marqueur d’activation (122). La 
répression des ERVs dans les cellules embryonnaires est en grande partie assurée par la protéine 
SET domain bifurcated histone-lysine N-methyltransferase (SETDB1), assurant la formation 
d’hétérochromatine (marque H3K9me3) (123). Chez la souris, la démonstration initiale que les 
rétroéléments réprimés par SETDB1 dans les cellules souches embryonnaires ne se réactivent pas 
dans les cellules différenciées SETDB1-/- suggérait initialement un rôle négligeable de la 
méthylation des histones dans le contrôle des ERVs dans les cellules matures (124). Les travaux 
qui ont suivi ont cependant montré que SETDB1 joue également un rôle important dans le 
contrôle de l’expression de ERVs dans certaines cellules matures telles que les lymphocytes B 
(LB) (125), les LT (126) et les fibroblastes (127) de souris. Les protéines clés à l’origine de la 
méthylation des histones sont de la famille des Krüppel-associated box domain zinc finger proteins 
(KRAB-ZFPs), une des plus grandes familles de facteurs de transcription chez les mammifères 
(128). Avec leur cofacteur TRIM28 (également dénommé KAP1 pour Krab-Associated Protein 1), 
les KRAB-ZFP participent à la formation de l’hétérochromatine via le recrutement SETDB1 et 
d’ADN méthyltransférases telle que DNMT1 (129). Chez l’homme, les trois-quarts des sites de 
liaison de TRIM28 résident dans des séquences HERVs (129,130). 
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D’autres mécanismes de répression des HERVs ont été décrits, tels que la triméthylation 
de l’histone H3 sur la lysine 27 (H3K27me3) assurée par la protéine pRB (retinoblastoma protein) via 
le recrutement de EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) (131). Lysine-specific histone demethylase 1 (LSD1 
ou KDM1A), une protéine de la famille des Lysines Déméthylases (KDMs), participerait 
également à la répression des ERVs comme cela a été démontré plus récemment chez l’Homme 
et la souris (132). 

Acétylation des histones 
L’acétylation des histones, catalysée par les Histone AcetylTransferases (HAT) entraine 

une déstabilisation de la chromatine favorisant l’activité transcriptionnelle. A l’inverse, la 
désacétylation, catalysée par les Histone désacétylases (HDAC) stabilise la chromatine aboutissant 
à une répression transcriptionnelle (122). La démonstration de la réactivation du rétrovirus de 
l’immunodéficience humaine 1 (VIH-1) après utilisation de traitement inhibiteur des HDACs a 
mené plusieurs équipes à étudier le rôle de l’acétylation des histones dans le contrôle des HERVs 
(133). Hurst T. et al. n’ont pas retrouvé de transcription de HERVs après traitement par différents 
inhibiteurs de HDAC (vorinostat, panobinostat et romidepsine) de monocytes et LT primaires 
infectés par le VIH-1 à l’état latent (133). Cette étude n’analysait cependant que très partiellement 
l’expression des HERVs, se concentrant uniquement sur certaines cibles (séquences pol et env de 
HML-2 et env de HERV-W et HERV-FRD) par une technique de Reverse-Transcriptase Polymerase 
Chain Reaction (RT-PCR). Une analyse plus systématique réalisée dans notre laboratoire avec 
l’approche Telescope (cf partie H) sur un jeu de données publiques de séquençage ARN d’une 
lignée de LAM (HL60) exposée à différents traitements épigénétiques (134) montre une forte 
stimulation des HERVs dans l’ensemble des conditions, la plus forte étant obtenue sous 
combinaison décitabine + romidepsine (données non présentées).  

Régulation post-transcriptionnelle 
 Outre la régulation transcriptionnelle, plusieurs mécanismes d’inactivation des transcrits 
issus de ERVs ont été décrits, tels que la régulation des transcrits ERVs par des protéines de 
liaison à l’ARN (RBPs pour RNA Binding Proteins) (135,136), ou encore la méthylation des ARNm 
ERVs (137).  

Les mécanismes épigénétiques à l’origine du contrôle de l’expression des HERVs sont 
donc complexes et vont bien au-delà de la dichotomie méthylation de l’ADN dans les cellules 
matures / des histones dans les cellules embryonnaires. Ainsi, le modèle initial considérant les 
HERVs comme exprimés uniquement dans les cellules embryonnaires et de la lignée germinale et 
réprimés dans les cellules somatiques normales est actuellement remis en cause, comme le 
souligne le travail récent de l’équipe de Claude Perreault détectant l’expression de rétroéléments 
dont des HERVs dans 32 tissus sains différents, bien que celle-ci soit très diverse et hétérogène 
en termes de nombre et de niveau d’expression (138). La répression des HERVs par régulation 
épigénétique est un des nombreux mécanismes de défense développés pour lutter contre la 
rétrotransposition et maintenir une certaine stabilité génomique, certains auteurs avançant même 
que la méthylation de l’ADN a évoluée dans le but principal de réprimer les rétroéléments avant 
d’être cooptée pour d’autres fonctions de contrôle génique (123,139). La nécessité de contrôler 
l’invasion génomique des ERVs pourrait donc avoir été le moteur évolutif de multiples 
mécanismes physiologiques, comme cela est désormais connu pour la famille des KRAB-ZFPs 
dont les rétroéléments sont le principal moteur d’expansion dans le génome des mammifères 



 

37 
 

(128). Dans la prochaine partie, nous allons voir comment certaines fonctions des ERVs ont pu 
être utilisées pour le développement des mammifères (phénomène d’exaptation), puis comment 
ces mêmes fonctions ont pu être détournées durant l’oncogenèse. 

 Exaptation des ERVs dans le développement des mammifères 
L’expansion des rétroéléments dans le génome constitue une formidable source de 

matériel génétique pour l’évolution, favorisant aussi bien la variabilité génétique et la plasticité 
génomique que la régulation génique elle-même. La dissémination des rétroéléments et des ERVs 
en particulier aura permis in fine l’accélération de l’évolution des génomes de leurs hôtes (140). 
Ainsi, tout comme les virus ont pu acquérir des gènes de leurs hôtes à travers leur évolution 
(141), les mammifères se sont largement servis des ERVs pour leur propre développement, avec 
de nombreux exemples à ce jour concernant le développement cérébral (142), la maintenance de 
la pluripotence des cellules souches (143) ou encore le contrôle de certaines voies de l’immunité 
adaptative avec notamment l’équilibre TH1/TH2 dans les LT CD4+ (144). En plus des fonctions 
de régulation génique à proprement parler, les ETs pourraient fournir des moyens de réorganiser 
la chromatine, comme cela a été démontré pour un rétrovirus de la famille HERV-H impliqué 
dans des domaines d’association topologique (TAD pour Topologically Associating Domain) (145). 
Certaines protéines résiduelles produites par les HERVs pourraient également être utiles : outre 
l’exemple des Syncitines que nous verrons plus loin, nous savons que plusieurs HERVs de la 
famille HML-2 sont exprimés durant l’embryogenèse, avec la détection de protéines Gag jusqu’au 
stade de blastocyte, sans pour autant connaitre leur rôle exact (146). Présents uniquement chez 
l’Homme, ces HERVs pourraient contribuer au développement précoce spécifique d’Homo sapiens 
ou encore protéger l’embryon de l’infection par d’autres rétrovirus, la protéine Rec de HERV-K 
étant suffisante pour entrainer la production d’Interferon Induced Transmembrane Protein 1 (IFITM1) à 
la surface de la cellule, un facteur de restriction viral induit par l’interféron (IFN) (146). Sans être 
exhaustif sur l’ensemble de ces mécanismes, nous reprendrons ici les principaux rôles attribués 
aux ERVs dans leur contribution au développement des mammifères en nous focalisant sur leur 
rôle de régulateur génique et le potentiel impact des protéines résiduelles issues d’ORFs 
conservés.  

Régulation génique 
Les ETs peuvent impacter l’expression d’autres gènes par de nombreux moyens (Figure 

5): au niveau génique, l’insertion d’un ET peut (a) fournir un promoteur alternatif, (b) 
interrompre un promoteur existant, (c) introduire un motif permettant la liaison d’un nouveau 
facteur de transcription au sein d’un promoteur, (d) favoriser une transcription antisens 
interférant avec la transcription canonique, ou bien (e) entrainer la répression de gènes voisins en 
induisant la formation d’hétérochromatine (147). Au niveau post-transcriptionnel, l’intégration 
d’un ET peut (f) introduire un signal alternatif de polyadénylation, (g) fournir un site de liaison 
pour un micro-ARN (miARN) ou pour une protéine, (h) entrainer un épissage alternatif ou 
encore (i) agir en tant qu’exon alternatif. Ainsi, chez l’Homme, de nombreux promoteurs et 
signaux de polyadénylation sont dérivés d’ETs (148). Outre ces actions intervenant sur le gène en 
lui-même, la possibilité pour les ETs d’agir à distance en tant qu’enhancer a également été 
démontrée (149,150).  

En fournissant des motifs de régulation génique « prêts à l’emploi », les ETs et en 
particulier les ERVs avec leurs LTRs ont ainsi pu fournir un moyen de choix pour la formation 
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de nouveaux réseaux de régulation 
génique. En effet, si l’on considère un 
modèle évolutif classique par accumulation 
de mutations, la régulation de plusieurs 
gènes par un seul et même facteur de 
transcription nécessiterait le 
développement de plusieurs mutations 
selon le même schéma à plusieurs 
localisations génomiques différentes (151). 
Ce modèle, en plus d’être très coûteux, 
serait également très long à développer. 
L’intégration de ERVs et notamment de 
LTRs possédant des motifs de liaison pour 
des facteurs de transcription à plusieurs 
endroits dans le génome fournit ainsi des 
motifs de régulation prêts à l’emploi pour 
de nombreux gènes, permettant une 
évolution des gènes en réseau de façon 
bien plus rapide et moins couteuse.  

Ce modèle a été élégamment 
démontré dans le cas du réseau de l’IFN-
γ (152): en analysant des données de 
séquençage après immunoprécipitation de 
la chromatine (CHIP-seq) au sein de 
cellules immunitaires primaires humaines, 
Chuong E. et al. ont retrouvé un 
enrichissement en ETs dans les zones 
ouvertes se liant à Signal transducer and 
activator of transcription 1 (STAT1) et Interferon Regulatory Factor 1 (IRF1) en réponse à l’IFN-γ. Parmi 
27 familles d’ETs, 20 correspondaient à des LTRs issus de HERVs. Ces HERVs présentent en 
fait des motifs de liaison pour STAT1 et IRF1 et sont très fortement enrichis dans les zones 
proches de gènes stimulés par l’IFN (ISG pour Interferon-Stimulated Genes). Les auteurs se sont 
ensuite intéressés à Absent In Melanoma 2 (AIM2), protéine clé de la voie de l’inflammasome à 
l’origine de l’activation de la caspase-1 et de la pyroptose secondaire à la reconnaissance d’ADN 
double brin d’origine microbienne. Alors que le gène AIM2 est constitutivement exprimé chez la 
souris, celui-ci est activé par l’IFN-γ chez l’Homme, le seul motif de liaison STAT1 dans les 50kb 
entourant le gène étant un HERV de la famille MER41 (MER41.AIM2, localisé 220 pb en amont 
du gène AIM2). La liaison de STAT1 à MER41 entraine une acétylation des histones (H3K27) 
entrainant la transcription d’AIM2. Inversement, la délétion de MER41 par CRISPR-Cas9 
entraine une absence totale d’expression d’AIM2 avec un déficit majeur de la réponse 
inflammatoire après traitement par IFN-γ. Ainsi, l’intégration de MER41 en tant qu’élément 
régulateur d’AIM2 est un mécanisme de contrôle de la voie de l’inflammasome acquis par les 
primates et participant à la divergence de lignées avec les autres mammifères tels que la souris.  

 
Figure 5 : Régulation génique par les éléments transposables. 
Au niveau génique, l’insertion d’un ET peut (a) fournir un promoteur 
alternatif, (b) interrompre un promoteur existant, (c) introduire un 
motif permettant la liaison d’un nouveau facteur de transcription au 
sein d’un promoteur, (d) favoriser une transcription antisens 
interférant avec la transcription canonique, ou bien (e) entrainer la 
répression de gènes voisins en induisant la formation 
d’hétérochromatine. Au niveau post-transcriptionnel, l’intégration 
d’un ET peut (f) introduire un signal alternatif de polyadénylation, (g) 
fournir un site de liaison pour un micro-ARN (miARN) ou pour une 
protéine, (h) entrainer un épissage alternatif ou encore (i) agir en tant 
qu’exon alternatif. 
D’après Feschotte C. Nat Rev Genet. 2008 (136), figure reproduite 
avec l’autorisation de Springer Nature. 
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Ces interactions entre LTRs et gènes peuvent également être bénéfiques pour le ERV en 
lui-même. Chez l’Homme, plus d’un tiers des domaines de liaison pour la protéine p53 sont 
localisées au sein de LTRs de HERVs (153). En plus de l’apport des LTRs sur le contrôle de la 
voie p53, cette intégration pourrait également fournir aux HERVs un signal de danger permettant 
la transcription et l’échappement du rétrovirus d’une cellule sous stress activant cette voie de 
protection du génome.  

Fonctions liées aux protéines des ERVs 
 Outre leur activité sur le génome en lui-même, les ERVs ont également pu impacter le 
développement de leur hôte via les protéines qu’ils produisent. Le meilleur exemple connu à ce 
jour chez l’Homme est celui de la Syncitine, une protéine permettant la fusion des cellules à 
l’origine du syncytiotrophoblaste dans le placenta. Cette protéine est en fait dérivée de la protéine 
d’enveloppe d’un HERV (de la famille HERV-W pour la Syncitine 1, et HERV-FRD pour la 
Syncitine 2) s’étant intégré dans notre génome (154). La fonction première de la protéine 
d’enveloppe permettant l’entrée et la sortie cellulaire a ainsi été détournée pour permettre la 
fusion cellulaire à l’origine de la formation du syncytiotrophoblaste (154,155). En parallèle de cet 
effet fusogénique, les Syncitines permettraient également de promouvoir la tolérance materno-
fœtale. Bien que les mécanismes exacts ne soient pas encore bien établis, cet effet serait 
principalement médié par le domaine immunosuppresseur propre à la protéine d’enveloppe des 
rétrovirus, par action locale directe ou à distance via la formation d’exosomes placentaires (156).  

Corollaire de cet effet, une baisse de l’expression des Syncitines placentaires est associée à 
un surrisque de survenue de prééclampsie, une pathologie de la grossesse caractérisée par une 
réduction de la taille du syncytiotrophoblaste associée à une réponse inflammatoire placentaire 
exacerbée (157). Les Syncitines pourraient ainsi constituer à la fois un biomarqueur prédictif et 
une voie thérapeutique dans le dépistage et la prise en charge de la prééclampsie. De nombreux 
autres gènes dérivés de protéines d’enveloppe de ERVs et impliqués dans la formation du 
placenta ont été décrits chez une grande variété de mammifères (156). Cette convergence 
évolutive souligne l’importance potentielle des ERVs dans le développement des mammifères.    

 Rôle dans l’oncogenèse 
Dès le début des années 1900, les travaux pionniers de Francis Peyton Rous démontrent 

la possibilité de transmission tumorale entre des poulets de la même couvée via des extraits 
acellulaires issus de sarcomes (158). Le rôle d’agents transmissibles de petites tailles, en premier 
lieu de virus, était dès lors suspecté. Les liens entre virus, en particuliers rétrovirus, et 
cancérogénèse ont par la suite fait l’objet de multiples travaux ayant joué un rôle pivot dans la 
compréhension de la biologie du cancer, menant notamment à la découverte de nombreux 
oncogènes ainsi qu’au mécanisme de transcription inverse et des ERVs (158,159). Les modèles 
murins ont grandement contribué à ces découvertes, révélant de nombreux mécanismes par 
lesquels les ETs et en particulier les ERVs peuvent participer à l’oncogenèse. Il faut cependant 
garder à l’esprit que ces modèles murins sont très limités dans ce contexte et leur extrapolation à 
l’Homme doit être prudente. En effet, comme nous l’avons évoqué, de nombreux ERVs sont 
encore complets et très actifs chez la souris, conservant un potentiel infectieux proche de 
rétrovirus exogènes murins tandis qu’aucun HERV à ce jour n’a été décrit comme actif (c’est-à-
dire capable de se rétrotransposer seul) et conservant un potentiel infectieux chez l’Homme 
(102,159). Il est ainsi estimé qu’environ 0.1% des mutations survenant de novo sont liées à des ETs 
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chez l’Homme, contre 10% chez la souris, en grande 
partie liée aux ERVs (160). Par ailleurs, l’élevage 
intensif de souris à visée de recherche associé à la 
consanguinité fréquente nécessaire au maintien de 
lignées spécifiques a contribué au développement 
d’un certain polymorphisme insertionnel des ERVs 
chez la souris, contribuant à l’importante activité des 
ERVs chez les souris de laboratoire (159,161). Ces 
limites en tête, nous verront ici les principaux 
mécanismes décrits à ce jour concernant 
l’implication des ERVs dans les mécanismes 
d’oncogenèse (Figure 6).  

Anomalies chromosomiques et mutagenèse 
insertionnelle 

La promotion d’une instabilité génomique 
en lien avec les capacités de mobilisation des ETs 
est le premier mécanisme généralement évoqué 
concernant l’oncogenèse liée aux rétrotransposons 
(Figure 6A et 6B). La transformation d’une cellule 
par mutagénèse insertionnelle entrainant l’activation 
d’oncogènes tels que wnt1 ou notch1, ou provoquant 
l’interruption de gènes suppresseurs de tumeurs, a 
été largement décrite dans le cadre des ERVs chez la 
souris (162). Cette instabilité chromosomique peut 
également être favorisée par des événements 
environnementaux externes. En étudiant des cellules 
souches hématopoïétiques (CSH) murines après 
irradiation corporelle totale, Barbieri et al. ont ainsi 
démontré non seulement qu’une partie des dégâts 
génomiques induits par l’irradiation est liée à la 
mobilisation de LINE1, mais également que ces 
dégâts peuvent être limités par l’action de la 
thrombopoïétine via l’activation d’une réponse IFN 
de type 1 (163). 

Traversant actuellement une période active 
d’invasion de sa lignée germinale par des rétrovirus, 
le Koala est un modèle souvent utilisé pour analyser 
l’impact de l’intégration de nouveaux ERVs (164). 
Ayant débuté leur invasion il y a environ 50 000 ans, 

les rétrovirus du Koala (KoRVs) sont encore pleinement fonctionnels, produisant des particules 
virales et se transmettant de façon active. Les Koalas sont par ailleurs connus pour développer un 
taux importants de tumeurs bégnines et malignes, notamment de lymphomes et de leucémies, 
l’association entre la charge virale de KoRV et le développement de néoplasies lymphoïdes ayant 
été démontrée dans certaines populations de Koala (165). Une étude récente s’est penchée sur les 

 
Figure 6 : Impact des ERVs sur l’oncogenèse. 
Les ERVs peuvent favoriser l’oncogenèse de multiple 
façon, en promouvant l’instabilité génomique (A et B), en 
induisant la transcription de gènes habituellement 
silencieux via leur fonction LTR (C), en régulant différents 
processus comme la formation d’ARNm ou la réponse 
immunitaire via la formation d’ARN, ou encore en activant 
directement des processus oncogéniques via leurs dérivés 
protéiques.  
D’après Kassiotis G. J Immunol. 2014 (159), figure 
reproduite avec la permission de l’American Association of 
Immunologists. 
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liens entre insertion rétrovirale et oncogenèse dans différentes populations de Koala (166). En 
analysant le génome d’échantillons de tumeurs et de tissus sains en provenance d’une dizaine de 
Koalas, les auteurs ont retrouvé 1 002 sites d’intégration de KoRV, enrichis au niveau de gènes 
associés au cancer. Bien que la raison de l’intégration préférentielle au niveau de ces sites en 
particulier ne soit pas bien connue, le fait que ces gènes soient pour la plupart des gènes actifs 
jouant des rôles généraux dans l’homéostasie et la prolifération expliquent en tout cas que ces 
zones de chromatine soient ouvertes et particulièrement accessibles aux phénomènes 
d’intégration. Cette intégration permanente de KoRVs entraine ainsi une charge mutationnelle 
liée à ces ERVs particulièrement importante chez le Koala. D’une façon très intéressante, certains 
sites d’intégration de KoRVs sont partagés entre plusieurs Koala, le nombre de sites partagés 
étant d’autant plus important que les Koalas sont proches géographiquement. Cette instabilité 
génomique liée à l’invasion de ERV devrait en théorie faire l’objet d’une sélection négative avec le 
temps, comme cela l’a été dans le cas des autres mammifères présentant des ERVs anciens et 
intégrés, fixés et dégénérés. La survie du Koala à cette « invasion » génomique passera 
inévitablement par l’adaptation de son génome et l’évolution de ses mécanismes de suppression 
virale.  

L’existence de ce mécanisme d’oncogenèse nécessitant l’insertion d’un rétrovirus complet 
a fait l’objet de nombreux débats chez l’Homme (167). Bien que cette possibilité existe avec des 
rétrovirus exogènes comme cela est désormais bien démontré pour certains virus tels que HTLV1 
(Human T-Lymphotropic Virus-1), aucun provirus autonome issu de HERVs n’a été découvert à ce 
jour. Dans une analyse d’activité des ETs chez l’Homme sur des données de séquençage complet 
de génome issues de 43 tumeurs avec leurs cellules sanguines appariées, 194 nouveaux sites 
d’insertion ont été retrouvés, dont 183 issus de LINE1, 10 de séquence Alu et 1 seul de HERV, 
ce dernier résultant par ailleurs probablement d’une homologie médiée par anomalie de 
réparation de l’ADN plus que par une réelle rétrotransposition (168). Bien que ce mécanisme 
d’oncogenèse paraisse moins plausible chez l’Homme, il n’en reste pas moins théoriquement 
possible, médié non pas par un seul HERV complet mais par plusieurs HERVs conservés. Ainsi, 
la famille HML-2 récemment intégrée conserve encore de nombreux ORFs intacts qui, de façon 
collective, contiennent l’information nécessaire à la formation d’un provirus apte à la réplication 
et la transposition (169). Les recombinaisons entre éléments de la famille HML-2 surviennent 
naturellement et pourraient être facilitées par des mécanismes exogènes, comme lors d’une 
infection par un rétrovirus tel que le VIH (170). Bien que la probabilité que de telles 
recombinaisons aboutissent à la formation d’une copie complète et infectieuse de HERV soit très 
faible, celle-ci pourrait être augmentée de façon significative en contexte d’immunosuppression 
comme cela a été montré chez la souris. En utilisant une souche de souris B6 dépourvue de copie 
entière fonctionnelle de MLVs (Murine Leukemia Viruses), Young G. et al. ont démontré 
l’émergence spontanée de MLVs fonctionnels issus de recombinaisons dans des conditions de 
déficit immunitaire affectant la production d’anticorps (171). Ces MLVs présentaient alors leur 
plein potentiel infectieux menant à la formation de lymphomes chez ces souris 
immunodéprimées. D’une façon intéressante, l’émergence de ces MLVs était abolie chez les 
mêmes souris élevées dans des conditions menant à une réduction ou une absence complète de 
microbiote intestinal, suggérant un contrôle de l’expression des ERVs par des facteurs 
environnementaux supplémentaires. 



 

42 
 

Modulation génique  
Les différentes possibilités de contrôle génique offertes par les ERVs que nous avons déjà 

passées en revue peuvent également être exaptées par la cellule tumorale elle-même. CSF1R 
(Colony-Stimulating Factor 1 Receptor), un proto-oncogène myéloïde fortement exprimé par les 
cellules de Reed-Sternberg dans le lymphome de Hodgkin, constitue un exemple caractéristique. 
Ces cellules ayant perdu l’expression de gènes spécifiques de la lignée B dont celui codant pour le 
BCR (B Cell Receptor) sont caractéristique de ce type de lymphome, dépendant d’autres voies telles 
que CSF1R pour leur survie. Il a ainsi pu être montré que l’expression de CSF1R dans le 
lymphome de Hodgkin était liée à l’activation d’un LTR de la famille MaLR (THE1B) localisé 
~6,2kB en amont du gène (172). L’activation de CSF1R médiée par THE1B a été détectée dans la 
quasi-totalité des prélèvements tumoraux de lymphome de Hodgkin testés et également dans 
certains échantillons tumoraux de lymphomes anaplasiques, mais pas dans d’autres types de 
lymphomes non-hodgkiniens (172). Les auteurs ont par ailleurs montré que cette activation est 
secondaire à la perte d’expression de CBFA2T3, un corépresseur permettant de maintenir un état 
d’hétérochromatine au niveau de THE1B, cette perte d’expression étant systématique dans les 
cellules de Hodgkin. En lien avec ces observations, l’acétylation des histones combinée à la 
déméthylation globale subie par les lymphocytes B induit leur transformation progressive vers un 
phénotype de cellule de Hodgkin (173). Cet exemple constitue un des premiers cas bien 
documenté de changement de lignée et d’induction tumorale secondaire à l’activation d’un proto-
oncogène médiée par un LTR. Dans une étude plus générale portant sur 7 769 tumeurs de 15 
types de cancer différents, Hyo Sik Jang et al. ont identifié 129 activations cryptiques d’ETs 
menant à l’expression de 106 oncogènes différents dans quasiment la moitié des tumeurs 
analysées, ces événements allant de 12 à 87% des tumeurs selon les types de cancers (174). Parmi 
les familles d’ETs, la grande majorité étaient des LTRs.  

Des nombreuses questions que l’on peut se poser sur ce dialogue entre HERVs et 
expression d’oncogènes, celle de la causalité est probablement la plus récurrente : comment 
savoir si le LTR entraine la transformation initiale (i.e. l’expression de l’oncogène), ou si ce sont 
simplement les phénomènes de déméthylation globaux propres à la tumeur qui entrainent une 
transcription large de HERVs accompagnant celle des oncogènes (simple effet « bystander ») ? 
Dans une étude récente, Özgen et al. ont identifié plusieurs ERVs activant l’expression de gènes 
participant au blocage de maturation et au développement tumoral dans un modèle murin de 
LAM (175). Plusieurs démonstrations fournies dans cet article, dont le fait que la répression de 
ces ERVs inhibe par ailleurs la croissance des cellules leucémiques in vitro en induisant leur 
apoptose, permettent de confirmer le rôle régulateur de ces ERVs plutôt que simple 
épiphénomène accompagnant la transcription de gènes impliqués dans le développement 
tumoral. L’étude sur CSF1R vient par ailleurs apporter toute la mécanistique nécessaire à la 
démonstration de la causalité en faveur du LTR entrainant la transformation tumorale. Il est ainsi 
très probable que les deux phénomènes coexistent en pratique, certains HERVs participant 
véritablement à l’oncogenèse là où d’autres ne sont que marqueurs d’une certaine activité 
transcriptionnelle et/ou ouverture chromatinienne.  

Synthèse de protéines oncogènes 
 Bien que déficients pour la plupart, de nombreux HERVs conservent un ou plusieurs 
ORFs intacts pouvant produire des protéines d’origine rétrovirales (159,176). Ces protéines 
peuvent être reconnues par le système immunitaire, comme nous le verrons plus en détail dans la 
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section F. En plus de cet impact immunitaire, certaines protéines issues de HERVs peuvent avoir 
des effets oncogéniques directs. La protéine d’enveloppe de HERV-K peut par exemple activer la 
voie ERK et promouvoir ainsi la transformation cellulaire (177). L’inactivation de la transcription 
du gène de la protéine d’enveloppe de HERV-K par interférence ARN dans des lignées de cancer 
du sein (178) ou de mélanome (179) diminue par ailleurs leur prolifération, leur migration et leur 
caractère invasif, suggérant un rôle direct des protéines rétrovirales endogènes dans le phénotype 
tumoral. Np9, une protéine issue d’un épissage alternative de la séquence env de HERV-K, agit en 
tant qu’oncogène leucémique en activant les voies ERK, AKT et NOTCH1 ainsi qu’en favorisant 
la production de β-Caténine, essentielle pour la survie des cellules souches leucémiques (180). 
L’expression de Np9 est par ailleurs détectée dans 78% des lignées cellulaires testées et 56% 
d’échantillons primaires de patients présentant une LAM ou une leucémie myéloïde chronique 
(LMC), contre seulement 4,5% des échantillons de donneurs sains, suggérant un profil 
d’expression spécifique du cancer. Là encore, la répression de np9 inhibe la croissance tumorale 
de lignées leucémiques myéloïdes et lymphoïdes ainsi que la croissance tumorale dans des 
modèles murins immunodéficients NOD-SCID (Non-obese diabetic - Severe Combined 
ImmunoDeficiency) (180).  

L’onco-exaptation des HERVs est donc un mécanisme fréquent utilisé par la tumeur pour 
activer des voies de signalisation oncogénique qui lui sont indispensable. Toutefois, bien que la 
dérépression de certains HERVs puisse constituer une force pour la cellule tumorale en lui 
fournissant de nombreux moyens de moduler l’expression génique et favoriser l’instabilité 
génomique, la réactivation de ces mêmes HERVs fournit également plusieurs voies 
thérapeutiques prometteuses comme nous le verrons dans la prochaine partie.  

 Impact immunitaire 
Les relations entre les différents produits des ERVs (autant nucléotidiques que 

protéiques) et le système immunitaire sont complexes et encore mal comprises. Plus qu’une 
relation unilatérale, c’est un véritable dialogue bilatéral qui est en place, avec d’une part une 
régulation de l’expression des ERVs par le système immunitaire, et d’autre part une régulation du 
système immunitaire par les ERVs.  

Réponse innée 
Dans la Revue 7 (181), nous avons passé en revue l’état des connaissances sur l’impact de 

la réponse immunitaire innée sur l’expression des HERVs, ainsi que sur la modulation de la 
réponse immunitaire innée par les HERVs eux-mêmes. Nous avons ensuite discuté l’utilisation 
des HERVs en tant qu’« adjuvant » potentiel dans la réponse immunitaire antitumorale, en 
évoquant notamment les différentes stratégies visant à réactiver les HERVs pour augmenter 
l’immunogénicité de la cellule tumorale. 

Plus récemment, il a été montré que les HERVs participent à la régulation de la balance 
entre réponse homéostatique et inflammatoire de l’hôte envers son propre microbiote (182). En 
utilisant un modèle murin de colonisation cutanée à Staphylococcus epidermidis, les auteurs ont 
montré que les kératinocytes murins expriment différent ERVs par reconnaissance de motifs 
moléculaires associés au pathogène (notamment l’acide téichoïque et la lipoprotéine, via les 
Récepteur Toll-like (TLR) 2 et 4). Ces ERVs possèdent tous un ORF intact pol permettant de 
coder une RT et de générer de l’ADNc stimulant la voie cyclic GMP-AMP synthase/stimulator of 
interferon genes protein (cGAS/STING). Il en résulte une accumulation tonique de différentes 



 

44 
 

cellules immunitaires au niveau cutané (LT CD8+, CD4+ TH1 et TH17, lymphocytes invariants 
associés aux muqueuses (MAIT pour Mucosal-Associated Invariant T cells)) intervenant à la fois dans 
le contrôle des bactéries commensales mais également dans différents processus physiologiques 
tels que la réparation tissulaire. D’une façon intéressante, les auteurs montrent qu’un régime riche 
en lipides entraine une augmentation de l’expression des ERVs en réponse à la colonisation par 
Staphylococcus epidermidis, faisant cette fois ci pencher la balance vers une réponse inflammatoire. 
Dans les deux situations, les différentes réponses observées étaient abolies par l’inactivation de la 
voie cGAS/STING ou l’utilisation d’un traitement inhibiteur de la RT réduisant la production 
d’ADNc sans impacter l’expression des ERVs. Les souris exposées à un régime riche en lipide et 
traitées par antirétroviraux ne présentaient ainsi pas les signes d’inflammation cutanée précoce 
observées chez les souris non traitées. Ce dialogue entre ERVs et microbiote pourrait ainsi 
constituer un des mécanismes clés de régulation de la réponse homéostasique, contrôlant 
notamment la balance immunitaire. 

Réponse adaptative 
La proportion exacte de HERVs contenant un ORF intact et pouvant coder pour une 

protéine rétrovirale est difficile à estimer. Il existe à ce jour 71 références validées de protéines 
issues de HERVs dans la base de données Uniprot (183), mais ce chiffre est largement sous-
estimé. Dans une analyse utilisant l’outil Retrotector qui permet de détecter et localiser les 
séquences provirales dans un génome donné, Vargiu L. et al. ont identifié 3 178 loci HERVs 
contenant au moins un ORF (100). Combinant plusieurs outils, la base gEVE rapporte elle plus 
de 5 000 ORFs dérivés de HERVs dans le génome humains (184). Du fait de leur origine virale, 
les protéines issues de ces ORFs pourraient constituer une source importante de stimulation 
antigénique pour le système immunitaire.  

Les superantigènes sont des antigènes capables d’activer une large portion de LT (10-40% 
versus 0,01% pour les antigènes conventionnels) via une liaison directe au CMH de classe II ainsi 
qu’à certaines chaines bêta du TCR (185). Sutkowski N. et al. ont montré vers la fin des années 
1990 que les LB infectés par le virus d’Epstein-Barr (EBV) expriment un superantigène 
entrainant une expansion en 4-6h de LT-αβ possédant la chaine bêta TCRBV13, suivi d’une 
expansion polyclonale de LT après 48h d’une façon dépendante du CMH de classe II (186). Cette 
activation participerait à la persistance virale de l’EBV dans les lymphocytes B mémoires en leur 
prodiguant notamment les signaux de costimulation nécessaires à leur formation (CD40-CD40L) 
via les LT activés. Tandis qu’aucun superantigène n’a pu être retrouvé dans le génome de l’EBV, 
les auteurs ont finalement démontré que cette activité superantigène était liée à une protéine 
d’enveloppe issue de l’activation transcriptionnelle de HERV-K18, un HERV récemment intégré 
au niveau du premier intron du gène CD48 transactivé par l’EBV (186). D’une façon 
remarquable, les primates dépourvus de HERV-K18 dans leur génome ne peuvent pas établir 
d’infection persistante à l’EBV (186,187).  

En parallèle de cette mise en lumière des HERVs comme potentiels superantigènes, de 
nombreux travaux portant sur HERV-K10 ont permis la découverte de la production de 
protéines virales issues de HERVs par la cellule tumorale. Il a ainsi été montré dans les années 
1990 la présence de la protéine Gag de HERV-K10 par microscopie électronique dans des lignées 
puis échantillons primaires de tératocarcinome (188,189). La fonctionnalité de la protéase 
produite par HERV-K10 a ensuite été démontrée (190). La mise en évidence directe de protéines 
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rétrovirales issues principalement de Gag et Env de la famille HERV-K suivront notamment 
dans le sein (113) et le mélanome (191). Les approches d’immunologie inversée ont par la suite 
permis d’identifier la production d’anticorps anti-Gag en Env survenant naturellement chez les 
patients atteints de séminomes (189,192). La mise en évidence de réponses T spécifiques se 
développera quant à elle à partir du début des années 2000 avec l’identification du premier 
peptide HERV antigénique présenté par le HLA-A*02 dans le mélanome (HERV-K-MEL - 
MLAVISCAV) (193). Malgré tout l’intérêt porté au sujet, un nombre relativement faible d’études 
suivra (sélection des principales études dans le tableau 2), principalement en lien avec les 
difficultés d’identification de nouvelles cibles (toutes les études reprenant pour la plupart la même 
protéine Gag ou Env issue de HERV-K10) ainsi que la lourdeur des méthodes de validation des 
réponses spécifiques, passant notamment par l’établissement de clones via des librairies d’ADNc.  

La découverte de réponses spontanées chez les patients a conduit à la recherche 
d’induction de réponse T et/ou B spécifiques en vue d’approches immunothérapeutiques. Malgré 
quelques études concluantes notamment chez la souris (194) ou le macaque rhésus (195), peu 
d’exemples ont suivi chez l’Homme, hormis l’exemple notable de l’équipe de Pierre Coulie ayant 
établi des clones de LT dirigés contre l’antigène HERV-K-MEL et prouvé leur cytotoxicité face à 
des cellules primaires autologues issues de mélanomes de patients (193). Des lymphocytes CAR-T 
dirigés contre la protéine d’enveloppe de HERV-K ont même été développé par l’équipe de Feng 
Wang-Johanning dans le mélanome et le cancer du sein, avec des résultats encourageant in vitro et 
in vivo chez la souris (196,197). De façon notable, la régulation négative de l’expression de la 
protéine d’enveloppe de HERV-K chez les souris traitées par lymphocytes CAR-T était associée 
à une surexpression de la protéine p53 et une diminution des voies oncogéniques ERK et RAS 
(197). 

Plus récemment, l’avènement des méthodes d’analyse de biologie moléculaire a signé le 
début d’une nouvelle période d’identification plus large d’épitopes, se basant sur un grand 
nombre de candidats identifiés dans des bases de séquençage ARN suivi d’une prédiction des 
épitopes ayant le plus d’affinité pour un HLA donné via des outils bioinformatiques. La 
technologie des multimères identifiés par code-barres ADN vient illustrer ce changement : les 
multimères sont des polymères de dextrose couplés à un fluorochrome et comprenant plusieurs 
molécules de CMH liées à un peptide d’intérêt. Leur utilisation permet la détection de 
populations lymphocytaires T spécifiques d’un épitope donné en cytométrie de flux. En couplant 
un code-barre ADN unique à chaque multimère, il devient désormais possible de rechercher la 
présence de LT spécifiques de plus de 1 000 couples HLA-peptide dans un seul échantillon (198). 
L’équipe de Sine Hadrup au Danemark a utilisé cette technique pour rechercher des réponses LT 
CD8+ spécifiques pour 1 169 épitopes HERV potentiels dans différentes hémopathies myéloïdes 
(principalement syndrome myélodysplasiques (SMD) et LAM), permettant d’identifier des 
réponses spécifiques pour 29 de ces peptides (199). Bien que séduisante, cette approche peut 
manquer de sensibilité et de spécificité comme nous le verrons dans la discussion.  
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Type de 
réponse 

Famille Protéine Epitope Maladie Référence 

Anticorps IgG 
(Immunoblot & 

IHC) 
HERV-K10 Gag Partie N-ter de Gag 

Séminome (45%), 
tératome (11%), 

hémopathies 
(LAM, LAL, LMC, 
LLC, LH) (~2-5%), 
Cancer du sein 

(2,9%) 

Sauter et al. 1995 

Anticorps IgG 
(IF) HERV-K10 Env OM (56-465 aa) et 

TM (463-699 aa) Séminome (85%) Sauter et al. 1996 

CTL  
(Clones par 

librairie ADNc et 
tri Tétramères, 

Cr51) 

HERV-K Env 
MLAVISCAV (HERV-K-

MEL) 
(HLA-A*02) 

Mélanome Schiavetti et al. 2002 

LT (ELISPOT & 
Tetramères) HERV-K Gag FLQFKTWWI 

(HLA-A*02) Seminome Rakoff-Mahoum et al. 
2006 

Anticorps IgG 
(ELISA) 

LT (ELISPOT) 
CTL (PBMCs, 

Cr51) 

HERV-K Env, Gag Env: 30-kDa SU 
Gag: NP 

Cancer du sein 
(88%) 

Wang-Johanning et al. 
2008 

CTL  
(Clones par 

librairie ADNc, 
Cr51) 

HERV-E Env 
ATFLGSLTWK (CT-

RCC-1) 
HLA-A*11 

Cancer rénal à 
cellules claires Takahashi et al. 2008 

LT (ELISPOT) 
CTL (PBMCs, 

Cr51) 
HERV-H Env 

CLYPFSAFL (RVP03) & 
SLNFNSFHFL (RVP09) 

(HLA-A*02) 
Cancer colorectal Mullins et al. 2012 

LT (ELISPOT) HERV-E Env 

FLHKTSVREV (CR1), 
SLNITSCYV (SU1) & 
LLLQIMRSFV (TM1) 

(HLA-A*02) 

Cancer rénal à 
cellules claires Cherkasova et al. 2016 

LT (Tetramères) HERV-E Gag, Pol 

Pool de tétramères 
NSWQEMVPV & 

MVGPWPRPV 
HLA-A*02 

Cancer rénal à 
cellules claires Smith et al. 2018 

LT (Dextramères 
code-barres) 

HERV-K, 
HERV-FRD1 
& 2, HERV-
E, HERV-S 

NP 29 épitopes pour 
différents HLA SMD, LAM Saini et al. 2020 

Tableau 2 : Sélection d’études mettant en évidence une réponse adaptative contre des épitopes issus de HERVs.  

Seules les études réalisées chez l’Homme sont reprises ici. Concernant les réponses T, LT réfère à la description 
d’une réponse spécifique avec éventuellement des tests de fonctionnalité, CTL à la mise en évidence d’une 
réponse cytotoxique via l’utilisation de lymphocytes polyclonaux stimulés (PBMCs) ou l’établissement d’un clone.  
CTL : Lymphocytes T Cytotoxiques, IF : Immunofluorescence, IHC : Immuno-Histo-Chimie, LAL : Leucémie Aiguë 
Lymphoblastique, LAM : Leucémie Aiguë Myéloïde, LH : Lymphome de Hodgkin, LMC : Leucémie Myéloïde Chronique, NP : Non 
précisé, SMD : Syndrome Myélodysplasique, TM : Transmembrane Unit 
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Tolérance immunitaire 
 La tolérance centrale se déroule dans le thymus et est un des principaux mécanismes de 
tolérance immunitaire (200). La première étape de sélection dite « positive » se déroule dans le 
cortex thymique et permet de procurer un signal de survie aux LT-αβ capables de reconnaitre un 
complexe CMH-peptide à la surface des cellules corticales thymiques (cTECs pour Cortical Thymic 
Epithelial Cells). La deuxième étape de sélection dite « négative », garante de la production de LT 
tolérants pour les antigènes du soi, se déroule dans la médullaire thymique. Les cellules 
médullaires épithéliales thymiques (mTECs pour Medullary Thymic Epithelial Cells) y jouent un rôle 
majeur en présentant des antigènes du soi exprimés hors de leurs tissus d’origine grâce à la 
protéine AIRE (Auto-Immune REgulator), permettant d’éliminer les LT-αβ présentant une forte 
affinité pour les antigènes du soi (201). Afin d’éviter une sélection négative trop stringente qui 
pourrait entrainer des trous dans le répertoire TCR-αβ, ce processus de sélection négative ne 
conduit pas à l’élimination complète des LT auto-réactifs mais plutôt à un élagage de ceux-ci 
(202). Afin de compenser ce déficit, un des rôle de la médullaire thymique est également de 
convertir une partie des thymocytes CD4+ en LT régulateurs permettant de contrôler en 
périphérie la réactivité des LT ayant échappé à la tolérance centrale (203).  

Dans l’étude de l’équipe de Claude Perreault précédemment citée, la plus forte expression 
de HERVs parmi les tissus sains a été retrouvée dans deux tissus n’exprimant par le CMH de 
classe I (le testicule et les cellules souches embryonnaires), ainsi que dans les mTECs où leur 
expression semble indépendante de la protéine AIRE (138). Certains HERVs pourraient ainsi 
être directement impliqués dans les phénomènes de tolérance centrale thymique. Dans une étude 
plus ancienne de 2009, Ebert P. et al. ont identifié un polypeptide Gag-Pol-Env permettant la 
sélection thymique positive de LT CD4+ chez la souris (204). La présence de tels peptides au 
niveau thymique pourrait ainsi participer au maintien de l’homéostasie des LT, sur le modèles des 
peptides dits « privés » ou « publics » (201). Contrairement aux peptides « publics » présentés en 
périphérie, les peptides « privés », générés par une voie alternative du protéasome dans les cTECs 
(voie dite du thymoprotéasome via la sous unité catalytique β5t), sont des peptides à expression 
thymique exclusive et absents des tissus périphériques. Leur expression par les cTECs permet de 
promouvoir la sélection positive d’un grand nombre de thymocytes via des interactions plus 
faibles avec le TCR, permettant une perte de la liaison TCR-peptide plus rapide. A l’issue de la 
sélection thymique, deux populations distinctes de LT pourraient ainsi être distinguées : les LT 
sélectionnés par des peptides « publics », présentant un TCR de plus forte affinité et exprimant 
fortement le CD5, maintenus dans un état basal d’activation via une stimulation périphérique 
chronique de leur TCR (205), et les LT sélectionnés par des peptides « privés », présentant un 
TCR de faible affinité et exprimant faiblement le CD5, présentant un plus faible potentiel 
d’activation et d’expansion et ne bénéficiant pas de stimulation basale chronique du fait de 
l’absence de cibles en périphérie. L’existence d’une telle population de LT CD5faible moins réactive 
pourrait présenter plusieurs avantages : en effet, un répertoire ne présentant que des clones 
fortement réactifs pourrait favoriser l’apparition de clones auto-réactifs. Par ailleurs, la population 
de LT CD5faible pourrait entrainer une réponse immunitaire retardée mais plus persistante dans le 
temps, là où la population hautement réactive de LT CD5forte pourrait être plus sujette à la mort 
induite par l’activation suit à une activation et expansion très rapide (205). Le rôle des ERVs 
comme source d’épitopes privés ou publics dans le thymus reste à préciser chez l’homme. 
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La présence de peptides HERV dans le thymus pourrait également avoir un rôle dans la 
sélection négative des LT. L’équipe de Georges Kassiotis a ainsi montré qu’un peptide issu de 
ERV participe à la sélection négative d’une fraction polyclonale de LT CD4+ dirigés contre le 
rétrovirus exogènes de Friend chez la souris (206). En analysant de plus près le répertoire et 
l’avidité des LT sélectionnés, les auteurs se sont rendu compte que cette sélection négative 
permettait d’éliminer de façon préférentielle les clones de faible affinité pour le virus de Friend, 
présentant une plus forte cross-réactivité pour les peptides du soi. Cet élagage des clones de faible 
affinité permet ainsi la sélection de clones de plus forte avidité pour le rétrovirus exogène. Chez 
l’Homme, il a été démontré que l’expression thymique du superantigène de HERVK-18 est 
nécessaire et suffisante pour la sélection négative des thymocytes CD4+ Vβ7 (207). La sélection 
plus ou moins complète au niveau thymique pourrait expliquer les niveaux variables de LT CD4+ 
Vβ7 retrouvés chez les sujets sains, et les différences de réactivité périphérique face au 
superantigène qui en découlent.  

Bien que les études soient peu abondantes, ces quelques exemples illustrent comment 
l’expression endogène d’un ERV peut façonner le répertoire TCR et l’activation des LT. 
L’identification des HERVs exprimés par les différentes zones thymiques, notamment par les 
cTECs et les mTECs, est ainsi un élément majeur à prendre en compte lors de la recherche de 
cible immunothérapeutique. Le contrôle épigénétique de l’expression des HERVs, associé à la 
possibilité d’immunisation contre des peptides HERVs issus de la protéine Gag ou Env prouve 
toutefois que cette tolérance n’est pas complète, amenant certains auteurs à parler d’ignorance 
immunitaire plus que de tolérance (102). Cela explique également le grand intérêt porté aux 
HERVs dans les maladies auto-immunes, différents auto-antigènes issus de HERVs ayant déjà 
été identifiés comme potentiellement responsable de réactions auto-immunes (102). 

Activité immunosuppressive des HERVs 
 Comme nous l’avons déjà évoqué avec l’exemple des Syncitines, la protéine d’enveloppe 
de nombreux rétrovirus aussi bien endogènes qu’exogènes contient un domaine 
immunosuppresseur (ISD pour ImmunoSupressive Domain) (208). Bien que cet effet soit désormais 
communément admis, l’effet immunosuppresseur de la protéine Env est encore mal compris. 
Morozov et al. ont montré qu’un peptide synthétique correspondant à la séquence ISD de la 
protéine d’enveloppe de HERV-K suffit à reproduire les effets de la protéine complète, 
entrainant une inhibition de l’activation et de la prolifération de cellules sanguines périphériques 
mononuclées (PBMCs pour Peripheral Blood Mononuclear Cells) face à un mitogène ainsi qu’une 
augmentation de la synthèse de nombreuses cytokines, notamment de l’IL-10, IL-6 et IL-8 (209). 
Cette séquence ISD est par ailleurs très conservée avec d’autres rétrovirus exogènes notamment 
le VIH-1. L’exposition de monocytes purifiés au domaine ISD du VIH (protéine gp41) reproduit 
l’augmentation d’IL-10 associée à une baisse d’IL-2, d’IL-4 et une synthèse d’IFN-γ, qui ne se 
retrouve pas en cas d’exposition des lymphocytes T, B ou Natural Killer (NK) seuls (210). Ces 
effets sont par ailleurs totalement abolis en présence d’anticorps anti-IL-10, suggérant une 
médiation de l’effet immunomodulateur de la protéine d’enveloppe passant par la synthèse d’IL-
10 par les monocytes/macrophages.  

Les études sur l’activité immunosuppressive de la protéine d’enveloppe peuvent parfois 
être discordantes : ainsi la Syncitine-1 a été mise en avant comme non immunosuppressive 
comparée à la Syncitine-2, suite à des résultats obtenus dans un modèle murin de rejet de tumeurs 
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(211). En revanche, l’exposition de PBMCs humains à des exosomes contenant de la Syncitine-1 
inhibe la synthèse de TNF-α, IFN-γ et CXCL10 en réponse à une stimulation par 
lipopolysaccharide et  phytohaemagglutinin (LPS/PHA) (212). Plus étonnant encore, une 
protéine recombinante dérivée de la Syncitine 1, ne comprenant pas le fameux domaine ISD, 
inhibe la réponse au LPS et la synthèse d’IL1-β dans des PBMCs de donneurs sains (213). 
Hummel et al. ont par ailleurs montré que des lignées de choriocarcinome (Bewo ou JEG) 
exprimant trois protéines d’enveloppe distinctes (Syncitine-1, -2 et la protéine d’enveloppe de 
HML-2) inhibent l’expansion de LT lors d’une coculture, contrairement à des cellules CHO 
(lignée de cellules épithéliales ovariennes de hamster) transfectées pour exprimer l’une de ces trois 
protéines ou bien les trois en même temps (214). En réalisant une coculture avec des cellules 
dendritiques induites à partir de monocytes via l’utilisation de LPS, les auteurs ont observé une 
stimulation de la synthèse de TNF-α et d’IL-12 dans les conditions CHO, alors qu’une induction 
de la synthèse d’IL-10 était observé avec les lignées de choriocarcinome. Les deux types 
cellulaires entrainaient cependant une réduction de l’expansion de LT lors d’une coculture 
incluant les cellules dendritiques, en lien avec une diminution des contacts entre les cellules 
dendritiques et les LT ainsi qu’une diminution des flux calciques. Ces résultats soulignent le rôle 
potentiel de facteurs complémentaires dans l’activité immunosuppressive des protéines 
d’enveloppe, agissant en partie de façon indirecte via une modulation de l’activité des cellules 
dendritique.   

  L’action immunorégulatrice des HERVs peut également jouer de façon indirecte. Ainsi, 
l’intégration d’un HERV en amont du gène codant pour CD5 entraine la production d’un 
transcrit alternatif (E1B) responsable d’une baisse du transcrit classique (E1A) et donc du niveau 
de CD5 membranaire dans des lymphocytes B normaux (215). Cette diminution du niveau de 
CD5 membranaire empêche l’action régulatrice de CD5 via son domaine SHP-1 (SH2-containing 
Phosphatase 1), favorisant in fine la production d’anticorps. La balance entre les deux transcrits E1A 
et E1B jouerait ainsi un rôle central dans la régulation de l’activation des lymphocytes B. 

Régulation génique de la réponse immunitaire 
Outre l’impact immunitaire de leurs produits protéiques et nucléotidiques, les HERVs 

participent au contrôle de la réponse immunitaire à un niveau supérieur via le contrôle génique 
qu’ils exercent. Chez la souris, l’inactivation de SETDB1 dans les LT CD4+ entraine un biais de 
différenciation vers un profile TH1 par la dérépression de ERVs contrôlant des gènes associés à 
ce phénotype (agissant soit en tant qu’enhancers, soit régulateurs de gènes du réseau TH1, soit 
simplement en permettant l’ouverture de la chromatine à proximité de ces gènes) (144). En 
réprimant certains ERVs spécifiques contrôlant la voie TH1, SETDB1 permet donc de maintenir 
la stabilité des lymphocytes CD4+ TH2. Toujours chez la souris, une équipe japonaise a 
récemment montré que les cellules dendritiques murines perdent progressivement l’expression de 
TRIM28 avec l’âge, ce qui induit une perte des marques répressives H3K9me3 au niveau de 
différents ERVs (216). Cette dérépression des ERVs entraine l’expression de plusieurs gènes à 
proximité de leurs LTRs, entrainant notamment une réponse inflammatoire et une expansion des 
LT CD4+ TH17 se traduisant par une augmentation des manifestations auto-immunes et 
inflammatoires. La perte progressive du contrôle des ERVs pourrait ainsi être un des mécanismes 
participant à l’immunosénescence et la réponse inflammatoire liée à l’âge (217). Enfin, il a 
également été montré que l’intégration d’ETs et en particuliers de HERVs au niveau des portions 
introniques des gènes codant pour le CMH de classe II (notamment DRB) a permis de 



 

50 
 

promouvoir la diversité des molécules du CMH (218). La mobilisation d’ETs serait également 
source de diversité pour le CMH de classe I, à l’origine notamment de la duplication génique 
ayant conduit à la divergence des HLA-B et -C (219). 

L’activité enhancer des HERVs pourrait également jouer un rôle important dans la 
mémoire immunitaire innée. Une équipe chinoise a ainsi montré que l’exposition de cellules 
rénales humaines embryonnaires HEK293F au TNF-α entraine une déméthylation médiée par 
des enzymes de la famille TET de régions contenant des motifs de liaison pour Nuclear factor-
kappa B (NF-κB), potentialisant ainsi la réponse aux expositions futures (220). Parmi les zones 
déméthylées, deux ERVs agissant en tant qu’enhancers ont été identifiés comme permettant la plus 
forte mémoire et potentialisation de la réponse au TNF-α.  

Mimétisme viral (Viral mimicry) 
Bien que déjà discutée dans notre revue, le lien entre HERVs et réponse aux agents 

hypométhylants mérite d’être repris ici. Depuis les travaux de Chiappinelli L. et al. et Roulois D. et 
al. en 2015 (221,222), il est bien établit que l’un des mécanisme d’action des agents 
hypométhylants passe par la réactivation de HERVs par la cellule tumorale, imitant un état 
d’infection virale avec production d’ARN double brin (dsRNA) stimulant la réponse IFN de type 
I et III (181). Il semblerait que les HERVs plus récemment intégrés soient préférentiellement 
réactivés par les phénomènes de déméthylation induits par l’AZA (223). 

En parallèle de cette stimulation immunitaire « innée », il a été montré que les inhibiteurs 
de DNA-methyltransferase (DNMTi) et de Histone désacétylase (HDACi) entrainent la 
transcription de novo de LTRs cryptiques menant à la production d’isoformes de protéines 
générant des néoépitopes (224). Cette production accrue de protéines « tronquées », associée à 
l’augmentation de la quantité de molécules du CMH de classe I liée  à la réponse IFN de type I, 
pourrait permettre de favoriser la présentation d’épitopes T CD8+, posant le rationnel d’une 
combinaison thérapie épigénétique – ICPI en particulier dans les tumeurs faiblement mutées 
telles que les hémopathies (225). Par ailleurs, l’effet des DNMTi ne se limiterait pas aux cellules 
tumorales et pourrait également permettre d’agir sur les cellules effectrices elles-mêmes : ainsi, le 
blocage de la méthylation de l’ADN des LT CD8+ activés permet de prévenir leur épuisement, 
permettant d’intensifier et de prolonger la réponse immunitaire sous ICPI (226). 

Désormais documentés pour les agents dits hypométhylants, d’autres molécules 
pourraient agir en partie par cet effet de mimétisme viral : citons par exemple l’acide tout-trans 
rétinoïque (ATRA), molécule connue principalement pour son effet différenciant dans le 
traitement des leucémies aiguës promyélocytaires. Des études pré-cliniques suggèrent un intérêt 
de l’ATRA dans le traitement des cancers du sein, cet effet passant en partie par l’activation de 
HERVs entrainant une activation de la réponse IFN de type I (227). La réponse inflammatoire 
associée à la radiothérapie pourrait également agir en partie par cet effet comme cela a été montré 
avec l’expression de différents HERVs entrainant une réponse IFN de type I secondairement à 
l’irradiation de lignées de monocytes humaines (228). Enfin, un article récent publié dans Cancer 
Discovery montre que l’effet des inhibiteurs de MDM2, molécules activatrices de la voie p53, 
passe par l’inhibition de LSD1 et DNMT1 entrainant la dérépression de ERVs induisant une 
réponse IFN de type I et une réponse antitumorale par mimétisme viral (229).  
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Les relations entre les HERVs et le système immunitaire sont donc complexes et se 
jouent à plusieurs niveaux, ouvrant de nombreuses voies à la fois de compréhension 
physiopathologique et d’approche thérapeutique. Le décryptage de ces différentes interactions 
passe inévitablement par une appréciation et une quantification juste de l’expression des HERVs, 
ce que nous discuterons dans la dernière partie. 

 Quantification des HERVs : aspects techniques et bioinformatiques 
Du fait de leur nature même de séquence répétée et de leur abondance dans le génome, 

les ETs représentent un véritable défi en termes d’identification et de quantification (230). De 
plus, la transcription d’ETs peut refléter non seulement la transcription d’un ET en lui-même, 
mais également celle d’un gène contenant une portion d’ET par un phénomène de co-
transcription passive ou de transcription du brin situé en sens inverse (230). Si les anciens ETs 
tendent à devenir uniques par accumulation de mutations, les ETs plus récemment acquis 
présentent très peu de divergences de séquences, majorant la problématique d’alignements 
multiples (multimap) (230). L’activité de certaines familles d’ETs (notamment les LINEs) entraine 
par ailleurs un polymorphisme non négligeable. Chez l’Homme, environ 20% du polymorphisme 
total du génome est lié à de nouvelles insertions d’ETs (231). Ces différentes difficultés 
expliquent pourquoi les ETs ne sont habituellement pas analysés dans les analyses de séquençage 
ARN classique, ceux-ci étant généralement masqués. 

Dans cette partie, nous passerons en revue les principaux aspects théoriques et techniques 
de l’analyse et la quantification des ETs, en nous concentrant sur les problématiques plus 
spécifiques liées à l’analyse des HERVs. Nous verrons d’abord quelles sont les différentes bases 
de données référençant les ETs et les HERVs, avant de nous concentrer sur les techniques de 
quantification elles-mêmes et leurs limites. Nous finirons par comparer 5 pipelines d’analyse des 
HERVs que nous avons sélectionné et retenu comme particulièrement intéressants. 

1) Base de données / référence 
La première question à se poser avant toute analyse de HERVs est de savoir sur quelle 

base de données / référence nous nous reposons. Il existe trois principaux type de base de 
donnée d’ETs: les bases centrées sur les ETs, les bases centrées sur le génome et celles centrées 
sur les polymorphismes (232). Les plus souvent, ces bases de données sont associées à un outil 
permettant de les alimenter. 

Bases centrées sur les éléments transposables  
 Ces bases se concentrent sur les séquences d’ETs en elles-mêmes, en référençant les 
séquences consensus regroupées en sous-familles et familles. Ce type de base vise généralement à 
regrouper de façon exhaustive l’ensemble des séquences possibles appartenant à la famille des 
ETs, et sont utilisées comme base de travail pour les programmes de localisation génomique. 
Parmi les différentes bases existantes, Repbase constitue incontestablement une des plus grandes 
références en termes de référencement des ETs (233). Publiée dans sa première version en 1992 
et mise à jour régulièrement depuis, Repbase référencie toutes les séquences existantes d’ETs 
sous forme de séquences consensus ou de séquence représentative.  

Le caractère participatif et contributif de Repbase (les séquences publiées étant soumise 
par différents auteurs et contributeurs suite à l’identification de nouvelles séquences) constitue 
autant la force qu’une potentielle faiblesse de cette base, ne proposant pas de screening 
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systématique des génomes. Dfam propose une approche complémentaire, se basant sur les 
séquences connues et publiées d’ETs (notamment celles de Repbase) pour aller identifier dans les 
génomes les séquences potentielles d’ETs via un modèle de Markov caché (234). L’approche de 
Dfam permet une annotation plus systématique des différentes familles d’ETs et facilite 
également l’annotation de séquences anciennes ayant fortement divergé de leur séquence 
d’origine par accumulation de mutations. Le caractère gratuit et open-source de Dfam le rend 
désormais très populaire depuis le passage au format payant de Repbase. 

Développé initialement pour masquer les séquences répétées, Repeatmasker est devenu 
peu à peu un outil de référence pour la détection et le référencement des ETs (235). Utilisant une 
base de données de référence (telle que Repbase ou Dfam), le programme permet de détecter les 
séquences répétées dans une séquence ADN via différents algorithmes tels que nhmmer (modèle 
de Markov caché) ou WUBlast (alignement). Cet outil permet ainsi de compléter les bases de 
référence en cherchant de façon plus exhaustive de nouveaux ETs dans un génome donné en 
fonction des familles d’ETs déjà décrites. 

 Ces trois outils ont joué un rôle majeur dans l’identification et l’annotation des ETs dans 
le génome humain (et également d’autres organismes eucaryotes). Actuellement, plus de 50% du 
génome humain peut être annoté et masqué (ou identifié) par Repeatmasker. 

Bases centrées sur le génome 
Au lieu de proposer des séquences consensus regroupées au sein de familles et sous-

familles, ce type de base vise plutôt à identifier les séquences exactes des différents ETs ainsi que 
leurs localisations génomiques. Ce type de référence utilise généralement une base de référence 
centrée sur les ETs associée à une méthodologie statistique pour aller identifier et localiser les 
séquences dans le génome. De très nombreux programmes existent, rendant difficile la 
comparaison exhaustive des différentes méthodes lors d’une simple analyse (236,237). 

Une première approche vise à identifier les séquences correspondant à des ETs dans le 
génome en fonction de leur similarité et homologies par rapport aux références d’ETs existantes 
décrites ci-dessus. Repeatmasker est l’outil le plus populaire, proposant une annotation des 
séquences retrouvées par les différents modes de recherche et permettant ainsi d’annoter plus de 
50% du génome humain en tant qu’ET en couplant les bases Repbase et Dfam (233–235). Basée 
sur Repbase et Repeatmasker, HERVd est une base publiée par l’académie des sciences de 
République Tchèque proposant de définir des loci regroupant des fragments provenant d’une 
même famille de HERVs (238).  

Une autre approche vise à fournir une annotation de novo en se basant sur des homologies 
de séquences. P-clouds détecte les ETs potentiels d’un génome en détectant des clusters de 
nucléotides proches et répétés (239). C’est un des outils les plus sensibles à ce jour, annotant 66 à 
69% du génome humain comme ET. Bien que permettant l’annotation de plusieurs séquences 
non identifiés par les approches « classiques » par homologie de séquence, ce type d’approche 
semble cependant trop sensible et proposer un nombre important de faux positifs (240). 
Concernant les HERVs, l’outil Retrotector vise à identifier et localiser des séquences provirales 
complètes dans le génome (241). L’outil utilise une base de motifs rétroviraux (séquences LTR, 
gag, pol, env…) pour localiser les HERVs potentiels dans le génome humain. Chaque résultat est 
ensuite vérifié par un algorithme dit de « fragment threading », prenant en compte la distance entre 
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chaque motif comparativement à la distance retrouvée dans d’autres rétrovirus exogènes. Les 
séquences possédant une structure provirale complète avec deux LTR entourant au moins une 
séquence gag, pol ou env répondant aux critères de distance sont alors identifiés comme HERV. 
Retrotector favorise ainsi l’identification de séquences « longues » (de plus de 1000 pb). Cette 
approche a permis l’identification de 3 173 provirus dont 1 214 sont considérés canoniques 
(l’ensemble des motifs appartenant à la même famille de HERV) (100). Bien que très intéressante 
pour la détection de provirus, cette approche sous-estime grandement le nombre de HERVs, 
certaines familles (notamment les plus dégénérées) étant sous-représentées.    

 Une dernière approche vise à identifier directement la présence d’ETs par l’assemblage de 
séquences brutes. Bien que moins sensible que les deux approches précédentes (annotation de 20 
à 30% du génome humain en tant qu’ET pour l’outil Replong par exemple (242)), ce type 
d’approche prend tout son intérêt pour l’identification de séquences au sein de nouveaux 
génomes encore mal annotés. L’utilisation de technologies menant à la production de séquences 
plus longues (long reads) est particulièrement importante pour gagner en sensibilité avec ce type 
d’approche, permettant de surmonter plusieurs problématiques liées aux séquences dites courtes 
(short reads, 50-250 pb).  

 Pour combiner les forces et palier aux faiblesses individuelles de ces approches, certains 
auteurs proposent de combiner plusieurs outils. Ainsi la base gEVE propose un référencement 
des HERVs possédant des ORFs de plus de 80 acides aminés correspondant à des motifs 
rétroviraux pour plus de 19 espèces de mammifères en se basant sur les annotations de 
Retrotector et Repeatmasker combinées à un alignement avec recherche d’homologies via Blast-
Like alignement Tool (BLAT) (184). 

Bases centrées sur les polymorphismes 
 Ce troisième type de base de données vise à répertorier les différents polymorphismes 
existants et non présents dans le génome de référence. Là encore de nombreux outils ont été 
développés pour détecter le polymorphisme des ETs, se basant sur plusieurs méthodes telles que 
le fractionnement des séquences alignées, l’alignements discordants de paires de séquences ou la 
recherche de motifs correspondant à des ETs (232). En plus du référencement, ces bases 
essayent de proposer un aspect exploratoire en répertoriant les associations entre 
polymorphismes et phénotypes. Deux bases principales existent pour l’Homme : la base dbRip 
(243), répertoriant tous les polymorphismes de rétrotransposons par loci (mais plus mise à jour 
depuis 2012), et la base euL1db (244), développée spécifiquement pour répertorier les insertions 
de LINE1 dans le génome humain.  

2) Techniques de quantification pré-NGS 
RT-PCR 

Pendant plusieurs années les techniques de RT-PCR ont constitué la seule méthode 
d’analyse moléculaire de l’expression des ETs. Une grande partie des études quantifiant 
l’expression des HERVs repose ainsi sur ce type de technique, permettant généralement 
d’apprécier l’expression d’un HERV dans un locus bien particulier (245–247) ou bien à l’échelle 
d’une famille (248).  

Ces techniques présentent plusieurs problématiques : le manque de spécificité tout 
d’abord, le design d’un primer vraiment spécifique d’un ET donné étant difficile d’autant plus que 
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l’élément en question a été récemment intégré dans le génome. Ainsi le signal obtenu pour 
l’expression d’un HERV d’une famille donnée peut provenir de plusieurs localisations 
génomiques, regroupant à la fois des provirus et des transcrits chimériques partagés avec des 
gènes. Par ailleurs, l’utilisation d’ARN total ne permet pas de distinguer les ARN messagers des 
ARN issus de transcription passive (séquences introniques, co-transcription…). Ces 
problématiques rencontrées avec les HERVs sont exacerbées avec les autres ETs tels que les 
LINE1, certaines études montrant que jusqu’à 99% du signal ARN LINE1 détecté ne provient 
pas d’un promoteur de LINE1 (249). La RT-PCR expose également à des risques de 
recombinaisons ex-vivo et de génération de transcrits chimériques bien documentés dans le cadre 
de l’analyse des HERVs (250). En outre, aucune de ces techniques n’est exhaustive et applicable à 
l’échelle du transcriptome HERV entier (251). L’utilisation de la RT-PCR pour quantifier les 
HERVs est donc désormais plutôt utilisée dans certaines analyses fonctionnelles ou 
mécanistiques, à visée de confirmation pour montrer l’absence d’expression de quelques loci ou 
d’une famille suite à la répression d’un gène régulant l’épigénétique par exemple. 

Puces microarrays et ESTs (Expressed Segment Tag) 
 L’ère des puces à ADN/ARN s’est ensuite accompagnée du développement de plusieurs 
puces visant à quantifier l’expression d’ETs. Concernant les HERVs, l’une des plateforme les plus 
abouties (HERV-V3) a été développée par l’équipe de François Mallet (252). Après plusieurs 
versions plus restreintes, HERV-V3 permet finalement de quantifier plus de 350 000 loci 
différents (dont des HERVs, MaLR et LINE mais également 1 559 gènes relatifs à l’immunité) 
dont les localisations génomiques ont été manuellement annotées en se basant sur les séquences 
consensus de Repbase ainsi que sur des prototypes de HERVs, formant la base HERVgDB4. En 
parallèle, la quantité de données générées avec le séquençage d’EST (Marqueurs de Séquences 
Exprimées ou Expressed Sequence Tag) s’est accompagnée de la mise au point de stratégie de 
quantification des HERVs dans les bases d’EST, en utilisant des modèles statistiques tels que des 
modèles mixtes génératifs pour la problématique des séquences s’alignant à plusieurs endroits 
(253). 

Malgré un intérêt certain, la difficulté de mettre au point des sondes à la fois courtes et 
spécifiques, la faible adaptabilité des puces une fois mises en place (ne permettant notamment pas 
de détecter les éléments non ciblés par l’analyse initiale) et surtout le développement majeur des 
techniques de séquençage dit « nouvelle génération » (NGS pour Next Generation Sequencing) a 
relayé ces techniques au second plan. 

3) NGS 
L’arrivée des techniques NGS a permis un véritable bond dans l’analyse et la 

quantification des ETs. Cette avancée majeure s’est accompagnée de son lot de limites 
techniques, en lien avec la technologie dominante et la nature même des ETs. Brièvement, 
lorsque l’on veut séquencer l’ARN ou l’ADN d’un échantillon, les techniques désormais 
classiquement utilisées passent par une fragmentation du matériel génétique avant le séquençage 
de séquences courtes (short reads, entre 50 et 250 bp). Des techniques de séquençage de longues 
séquences existent mais sont pour l’instant moins standardisées et proposent surtout un débit 
plus faible. Une fois les séquences obtenues, l’approche bioinformatique classique cherche à 
aligner ces reads à un génome de référence pour savoir de quelle portion du génome elles 
proviennent. Si cette approche peut être relativement bien maitrisée dans le cas de l’étude des 
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gènes canoniques, l’analyse des ETs introduit de nombreuses problématiques, la principale étant 
la correspondance multiple des reads de ces séquences répétées dans le génome (ou multimap). Les 
différents outils d’analyse des HERVs sur donnée NGS proposent ainsi de multiples solutions de 
gestion des multimaps et mismatchs ainsi que différents types de quantification (par famille ou par 
locus spécifique) qui seront plus ou moins adaptés selon les objectifs de l’étude.  

Alignements multiples (multi-mapping) 
 La gestion des reads présentant de multiples alignements dans le génome (multimap) est un 
point crucial dans la quantification des ETs. En effet, du fait des fortes homologies de séquences, 
il est fréquent de voir un read provenant d’un ET s’aligner à de multiples localisations dans le 
génome, et ce d’autant plus que (i) l’ET est récemment intégré dans le génome (ayant donc 
accumulé peu de mutations et présentant de nombreuses copies similaires), (ii) les reads sont 
courts et ne sont pas séquencés à partir de leurs deux extrémités (paired-end) et (iii) l’ET présente 
de multiples copies dans le génome. Certaines approches telles que ERVmap proposent de 
s’affranchir de cette problématique en ne conservant que les reads présentant un alignement 
unique, éliminant les multimaps (254). L’utilisation de reads séquencés à partir de leurs deux 
extrémités de 50pb, 75pb et 100pb permet respectivement l’alignement unique de 68, 85 et 88% 
des ETs de la base Repeatmasker, en autorisant 3 erreurs (mismatchs) par reads (255). Bien que 
permettant d’obtenir un signal très spécifique, ce type d’approche tend à largement sous-estimer 
le signal en provenance des familles les plus récentes d’ETs, revenant à quantifier la « capacité » 
d’alignement (mappability) plus que le niveau du transcrit d’un ET donné (256). Ainsi dans l’étude 
précédemment citée, si l’utilisation de reads de 75bp permettait l’alignement unique de 84% des 
HERVs en moyenne, le taux allait de 28% pour la famille HERV-K à 94% pour les HERVs des 
familles les anciennes (255). 

 Une technique alternative pour prendre en compte les multimaps consiste à agréger les 
reads par familles de HERVs plutôt que par loci en les alignant sur une séquence consensus. Si 
cette méthode permet de gagner fortement en sensibilité pour la détection des reads provenant de 
familles plus récentes, les familles plus anciennes pâtissent cette fois-ci de la quantification du fait 
de leur divergence plus importante par rapport à la séquence consensus, nécessitant de pousser la 
tolérance des mismatchs (et donc de récupérer potentiellement du signal non spécifique).  

 Plusieurs autres stratégies ont été développées pour permettre la prise en compte des 
multimaps dans l’analyse des HERVs. Une approche courante consiste à diviser le nombre de reads 
entre chaque localisation à l’origine du multimap, soit de façon égale soit en favorisant la 
localisation avec le meilleur score d’alignement. Le nombre limite de multimap à considérer doit 
être fixé à l’avance avec ce type d’approche. La méthode hervQuant par exemple a défini un seuil 
optimal de multimap combiné à l’alignement via l’aligneur STAR (257). Combiné à la base 
Retrotector, les auteurs montrent qu’un seuil de multimap fixé à 10 permet de minimiser la perte 
de signal des classes les plus récentes. Les multimaps inférieurs à 10 sont ainsi distribués de façon 
équitable entre chaque localisation, tandis que les multimaps supérieurs à 10 sont éliminés. 
D’autres algorithmes permettent de réattribuer les multimaps via des modèles statistiques : 
Telescope par exemple propose de conserver le maximum de multimaps établis par l’aligneur 
Bowtie2 (jusqu’à 100) puis de les réassigner via un modèle mixte Bayésien dont les paramètres 
sont calculés par un algorithme d’espérance-maximisation (que nous développerons un peu plus 
loin) (258).  
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Co-transcription et transcription passive 
 Selon l’objectif de l’analyse, les phénomènes de co-transcription (transcription d’un 
HERV liée à la transcription du gène le contenant) peuvent vouloir être évités. En se basant sur 
une référence affinée ne regroupant que des provirus et en filtrant les reads de faible complexité, 
hervQuant et ERVmap diminuent ainsi les chances de trouver des reads issus d’une co-
transcription (254,257). Certains outils permettent à l’inverse de précisément capturer le signal 
provenant d’une transcription passive en comparant les ratio sens/antisens sur des données de 
séquençage ARN orientés (stranded), ou bien en séquençant uniquement l’ARN double brin via 
une digestion des ARN simple brins associée à une immunoprécipitation des ARN double brins 
(230,259).  

 Ce signal peut également être plus ou moins bien capté selon le protocole de séquençage 
ARN utilisé. Ainsi le type de sélection d’ARN (capture polyA vs. ARN total) impacte grandement 
la présence de transcrits issus de la transcription passive d’ETs et donc souvent dépourvus de 
signal de polyadénylation (260). Si l’utilisation d’un protocole polyA permet tout de même de 
capter la majorité des transcrits HERVs et une bonne partie des LINE1, la quantification de 
autres ETs et des ARN non codants (type long non-coding RNA (lncRNA)) est très fortement 
perturbée. Enfin, l’approche polyA permet de s’assurer de l’absence toute de contamination par 
de l’ADN génomique, l’utilisation de DNAse dans les protocoles ARN total n’étant pas efficace à 
100%. Bien qu’une telle contamination sur un protocole ARN total puisse être corrigée par la 
suite lors de l’analyse des gènes canoniques (en retirant par exemple les reads d’origine intronique 
/ non-exonique), celle-ci est plus difficile à corriger lors de l’analyse des HERVs. De nombreux 
auteurs utilisent toutefois une approche ARN total sans se soucier de cette problématique, 
considérant le biais de la contamination ADN comme négligeable. Aucune étude ne vient 
malheureusement faire le point sur cette problématique précise de la contamination ADN dans 
l’étude des HERVs dans les protocoles réalisés sur ARN total. 

4) Comparaison d’une sélection d’approche 
Trouver la bonne méthode d’analyse parmi ces différentes approches n’est pas une tâche 

aisée. En effet il n’existe pas une méthode universelle qui surpasserait toutes les autres, mais 
plutôt des méthodes plus ou moins adaptées en fonction des objectifs visés. Nous passerons ici 
en revue 5 outils populaires et couramment utilisés que nous avons jugés comme représentatif 
des différentes approches. 

Approche « Rooney » (base Mayer) 
La base de Mayer J. et al. regroupe 66 références de HERVs issues des principales bases 

de données génomiques américaines (Genbank), européennes (EMBL) et Japonaise (DDBJ) 
(115). Cette base constitue en fait une compilation de séquences HERVs publiées par des équipes 
différentes. Afin d’être retenus dans cette base, les HERVs devaient répondre à 3 critères : (i) 
avoir un ARNm détecté au moins une fois dans une base de données publique, (ii) avoir un 
alignement unique non ambigu dans le génome humain et (iii) représenter un provirus plutôt 
qu’un LTR seul. Cette base présente donc l’avantage de ne regrouper que des HERVs déjà 
étudiés, chaque séquence correspondant la plupart du temps à une protéine existante référencée 
dans Uniprot. Cependant, elle ne fournit qu’une vision très restreinte du rétrotranscriptome 
HERV, et souffre de l’hétérogénéité de ses sources, regroupant ainsi parfois plusieurs séquences 
dupliquées pour la famille HERV-K. 
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L’étude de Rooney M. et al. (261), un des papiers les plus cités à ce jour sur l’impact 
immunitaire adaptatif des HERVs en oncologie, utilise la base de Mayer comme référence pour 
quantifier les HERVs dans différents types de tumeurs. Dans cet article, les données de 
séquençage ARN pancancer de l’atlas du génome du cancer (TCGA pour The Cancer Genome 
Atlas) ont été alignées à la référence de Mayer avec Bowtie2 avec des paramètres de multimap 
stringents (1 max). Les HERVs ainsi quantifiés ont été corrélés au score d’activité cytolytique 
représenté par la moyenne géométrique de l’expression des gènes GZMA et PRF1 (Granzyme A 
et Perforine). Les auteurs ont ainsi identifié une corrélation positive entre plusieurs HERVs de la 
famille HERV-K et l’activité cytolytique dans les cancers du sein et du rein. Bien que ces résultats 
isolés présentent de nombreuses limites (simples corrélations, coefficients R faibles autour de 0,2-
0,4, p-values ajustées proches de 0,05, résultats contradictoires entre plusieurs HERV-K 
présentant des séquences quasiment identiques avec des protéines/peptides partagés), leur 
publication dans une grande revue associés à d’autres résultats de très grande qualité a permis une 
large couverture de l’association peptides HERV – réponse cytotoxique dans le cancer, ouvrant la 
voie de plusieurs projets de recherche plus spécifiques.  

La base de Mayer associée à une approche telle que celle de Rooney a été la première 
méthode de quantification des HERVs que nous avons utilisée. Cette méthode permet un aperçu 
rapide de l’expression de différents représentants prototypiques issus des différentes familles de 
HERVs référencées. Un des principaux avantages est qu’en cas de résultat positif, une protéine 
identifiée et déjà décrite est attachée à chaque séquence de HERV. Si nous avons pu obtenir des 
résultats encourageants avec cette approche notamment dans le cancer du sein, ses nombreuses 
limitations (au premier rang desquelles son manque d’exhaustivité et l’hétérogénéité de ses 
sources) nous ont finalement poussés à abandonner cette méthode. La gestion stricte des 
multimaps nous a par ailleurs amené à documenter la perte de sensibilité dans la quantification de 
certains HERV-K, certaines zones très conservées ne présentant parfois aucun reads du fait de 
leur élimination. 

Approche hervQuant (base Retrotector) 
 Afin d’affiner notre recherche de peptides issus de HERVs, nous nous sommes ensuite 
tournés vers la base de Retrotector précédemment présentée et ses 3 173 références (100,241). La 
méthodologie d’identification systématique à partir de motifs rétroviraux ainsi que 
l’enrichissement en séquences provirales (contenant au moins un ORF gag, pol ou env) s’intégrait 
ainsi parfaitement dans une stratégie d’identification de cibles thérapeutiques. Utilisant cette base 
comme référence, la méthode hervQuant (257) précédemment exposée propose une analyse 
fiable et robuste des HERVs. Un des points forts de hervQuant est la proposition d’une vraie 
méthodologie de quantification des HERVs basée sur une analyse bioinformatique robuste ayant 
comparé de multiples approches afin de sélectionner des outils et paramètres optimaux. 

 Dans le premier article de résultats de cette thèse (Article 1), nous avons utilisé l’approche 
hervQuant pour quantifier l’expression des HERVs dans le jeu de donnée pancancer du TCGA. 
Comme nous le verrons, cette approche nous a permis d’identifier de nombreux épitopes T 
CD8+ avec de bons résultats, confirmant la validité de cette méthode pour l’identification de 
peptides issus d’ORFs de HERVs. Le seul point négatif réside finalement dans le manque 
d’exhaustivité de cette référence ne captant que les provirus et pouvant manquer certaines 
familles plus anciennes. Si cette approche peut donc largement convenir à certaines analyses 
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(identifications d’épitopes issus d’ORFs de HERVs, aperçu de l’expression de certaines familles 
basée sur un échantillon de HERVs…) elle reste limitée pour les approches visant à tirer le 
maximum du rétrotranscriptome HERV, telles que les approches cherchant à identifier des 
biomarqueurs. 

Approche par famille (base RepeatMasker) 
 Plutôt que de chercher à quantifier précisément certains loci, de nombreuses équipes 
choisissent une approche plus globale par famille. En partant d’une base de référence complète 
type RepeatMasker, cette approche vise à quantifier le nombre de reads s’alignant aux éléments 
d’une même famille de façon globale. Bien que cette technique permette en théorie de 
s’affranchir du problème de multimap (les reads s’alignant à plusieurs endroits appartenant a priori à 
la même famille), un filtre supplémentaire ne conservant que les reads ne présentant pas de 
multimap est souvent appliqué (262). Le nombre important de références, avec notamment la 
possibilité d’étudier les autres ETs tels que les LINEs, est ici contrebalancé par le manque de 
spécificité du signal. Ce type d’approche est donc surtout utilisée afin d’obtenir un aperçu global 
de la transcription des HERVs par famille.    

Approche Telescope (base RepeatMasker modifiée) 
 Pour pallier au manque de spécificité de l’approche précédente, Bendall M. et al. 
proposent Telescope (258), un outil complet permettant de quantifier le rétrotranscriptome 
HERV à partir de donnée de séquençage ARN. Le premier point fort de Telescope est sa base de 
référence : les auteurs sont en effet partis d’une annotation exhaustive des HERVs du génome à 
partir de RepeatMasker. Ils ont ensuite procédé à un regroupement des fragments de HERVs 
sous forme d’unité transcriptionnelle, en identifiant d’abord les LTRs puis en recherchant les 
séquences proches d’une même famille. Les loci discordants ont été manuellement revus, et 
l’annotation a été validée par comparaison des HERVs de la famille HML-2 avec l’annotation de 
référence de Subramanian R. et al. (263). Cette approche a abouti à l’annotation de 14 968 loci 
HERVs, regroupant aussi bien des provirus complets que des séquences LTRs seules.  

 Telescope fournit ensuite un algorithme de quantification permettant de conserver le 
maximum de signal des familles récentes sujettes au multimap. Dans un premier temps, chaque 
read est aligné de façon indépendante au génome de référence, en cherchant à chaque fois les 
différents alignements possibles sous réserve d’un score minimum de qualité d’alignement. 
Ensuite, les reads sont assignés à un locus, chaque assignement étant pondéré par le score 
d’alignement. Cette première étape montre que moins de 50% des reads s’alignant aux HERVs 
peut être assigné à une localisation unique, de nombreux reads pouvant avoir jusqu’à 20 
localisations avec de bon scores d’alignement. La proportion exacte de transcrits à un endroit 
donné est ensuite représentée par un modèle mixte Bayésien prenant en compte l’incertitude de 
l’alignement et la quantité relative de transcrit à cet endroit. Les paramètres de ce modèle sont 
calculés par un algorithme d’espérance-maximisation qui converge vers un modèle final 
maximisant la vraisemblance de la distribution.  

 Ce type de méthode s’approche d’autres méthodes connues et largement utilisées en 
analyse de séquençage ARN telle que la méthode RNA-Seq by Expectation-Maximization (RSEM) 
permettant notamment de quantifier les transcrits issus d’isoformes (264). Ainsi, Telescope 
fournit non seulement une annotation relativement exhaustive du rétrotranscriptome HERV, 
mais sa méthode de calcul permet d’avoir une quantification sensible de l’ensemble des familles 
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HERVs, particulièrement des familles récemment intégrées. Cette méthode se présenterait donc 
comme plus sensible que les autres et permettrait une meilleure appréciation du 
rétrotranscriptome HERV. Cette référence comprend par ailleurs tous les provirus de la référence 
de Retrotector, permettant également de faire une analyse centrée sur les ORFs. En outre, 
Telescope est un logiciel open-source avec un code très bien documenté et accessible, en faisant un 
outil modifiable et reproductible.  

 Ces différents avantages nous ont poussé à considérer Telescope comme une méthode de 
référence. De plus, une comparaison directe des approches pour les besoins de l’article 2 que 
nous développerons plus tard a révélé que Telescope surpassait les approches hervQuant et 
« Kassiotis » pour la classification non supervisée des différentes sous-populations cellulaires de 
moelles osseuses normales et leucémiques. 

Approche « Kassiotis » (base RepeatMasker) 
 Plus récemment, l’équipe de George Kassiotis a développé une approche innovante pour 
l’analyse du rétrotranscriptome HERV (265). Les auteurs se sont servis des données de 
séquençage ARN de 768 patients de la base TCGA représentant 31 types de cancers différents 
pour réaliser un assemblage de transcriptome de novo. Ils ont ensuite procédé à une annotation des 
transcrits correspondant à des ETs via la base RepeatMasker. Sur 753 166 transcrits exprimés à 
au moins 1 Transcrits par million de reads mappés (TPM) dans au moins un échantillon, presque 
la moitié n’était pas annotée, correspondant pour 37% à des SINEs, 30% à des LINEs, 21% des 
LTRs et 12% des éléments non ETs. Pour comparaison, la portion annotée comprenait 31% de 
SINEs, 19% de LINEs, 14% de LTRs et 36% d’éléments non ETs (correspondant 
principalement à des isoformes de gènes issus d’épissages alternatifs). Concernant les HERVs 
(LTRs), 58% ne présentaient pas de chevauchement avec un autre gène, 32% présentaient un 
chevauchement avec un gène codant et 10% avec un autre ARN (type lncRNA).  

 Sur les 630 356 LTRs annotés, 108 946 (~17%) étaient exprimés à au moins 1 TPM dans 
au moins 1 échantillon, et 20 164 (~3%) étaient considérés spécifique du cancer (non retrouvés 
dans une sélection de tissus sains de la base GTEX). Parmi ces HERVs exprimés spécifiquement 
dans le cancer, 17% correspondaient à des HERVs complets et 39% à des transcrits chimériques 
débutant par le LTR (et donc potentiellement exprimés via celui-ci). Les autres cas 
correspondaient à une séquence HERV complètement contenue dans un exon ou bien précédant 
celui-ci en fournissant une zone d’épissage alternatif.   

 Ces données nous montrent que l’expression des HERVs dans le cancer est en partie due 
à une dérépression de séquences LTR mais également à des transcrits alternatifs d’autres gènes 
menant à la transcription passive de HERVs localisés dans des portion exoniques ou introniques. 
Ces transcrits alternatifs pourraient avoir une importance particulière, comme l’a montré une 
étude réalisée dans les SMD publiée par la même équipe (266): en analysant le transcriptome 
(assemblé de novo selon cette méthode) de cellules souches hématopoïétiques (CSH) de patients 
présentant un SMD ou une Leucémie Myélomonocytaire Chronique (LMMC) et traités par AZA, 
les auteurs montrent que, bien que l’AZA entraine la dérépression d’ETs, ceux-ci ne sont pas 
prédictif de la réponse au traitement contrairement à différents transcrits issus de phénomènes 
d’épissage alternatif induits par le traitement. A noter que le séquençage ARN réalisé dans cette 
étude était réalisé sur populations CD34+ triées, ne captant ainsi pas tout le signal de 
l’environnement pouvant être informatif dans un but de mise au point de signature prédictive.  
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 Rooney hervQuant Telescope Kassiotis RepeatMasker 

Référence 
Mayer J.  
66 loci 

 

Retrotector 
3 173 loci 

 

RepeatMasker 
(regroupés en loci) 

~15 000 loci 
 

RepeatMasker 
(assemblage de 

transcriptome de 
novo) 

~630 000 transcrits 

RepeatMasker, basé 
sur Repbase et Dfam 

Algorithme 
d’alignement 

Bowtie 2 -q–end-to-
end –no-unal STAR (default) Bowtie2 --very 

sensitive local 
Bwa mem ou aln 

(default) Variable 

Alignement 
multiple 
(multimap) 

1 (distribution 
aléatoire des 
multimaps) 

Jusqu’à 10 Jusqu’à 100 

Distribution 
aléatoire des 

multimaps guidée 
par le score 

d’alignement 

Généralement limité 
à 1 

Mismatch 2 <=7 5% max 2 Variable 

Quantification CPM ou RPM 

Salmon sur BAM 
filtré avec 

uniquement les 
références HERVs. 

CPM 

Modèle mixte 
bayésien avec 

algorithme EM pour 
l’estimation des 

paramètres. Proche 
du RSEM 

Salmon, TPM 
HTseq ou 

Featurecount 
CPM, RPKM ou TPM 

Avantages 

- Regroupe 
uniquement des 
HERVs validés avec 
une protéine 
connue 

- Identification 
systématique des 
provirus 
- Quantification de 
provirus et 
séquences 
complètes 

- Base exhaustive 
regroupée par loci 
- Méthode de 
quantification 
sensible 

-Analyse plus large 
des événements 
(épissage alternatif, 
transcrits 
chimériques LTR-
gènes) 

- Base de référence 
très vaste 
- Aperçu global du 
rétrotranscriptome 

Inconvénients 

- Annotation 
hétérogène 
- Séquences 
dupliquées 
- Manque de 
sensibilité pour les 
familles récentes du 
fait de l’élimination 
des multimaps 

- Aperçu partiel du 
rétrotranscriptome 
minimisant 
l’utilisation des 
HERVs type 
biomarqueur 
- Sous-
représentation de 
certaines classes 

- Pas d’annotation 
des transcrits 
chimériques 
chevauchant des 
gènes 

- Analyse spécifique 
nécessitant une 
reconstitution du 
transcriptome à 
chaque cancer (voir 
chaque patient) 

- Compte par famille 
ne donnant qu’un 
aperçu global du 
rétrotranscriptome 

Tableau 3 : Comparaison d’une sélection d’approches bioinformatiques pour la quantification des HERVs dans les bases 
de données de séquençage ARN. 

BAM : Binary Alignement Map (fichier d’alignement de séquences), CPM : Comptes par million de reads mappés, RPM : Reads par 
million de reads mappés, RPKM : Reads par kilobases par million de reads mappés, TPM : Transcrits par million de reads mappés 
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Cette approche propose une analyse exhaustive du rétrotranscriptome dans le cancer et 
présente donc un intérêt majeur pour la compréhension des mécanismes d’oncogenèse. Elle a 
l’avantage de pouvoir se pencher sur les transcrits chimériques associés à d’autres gènes. Pour 
apprécier ce type de transcrit avec l’approche de Telescope, il faudrait réaliser une analyse 
spécifique pour chaque HERV exprimé : regarder les gènes situés autour et leur expression, et 
vérifier si un gène proche exprimé correspond bien à un transcrit unique avec le LTR, ce qui est 
long et fastidieux et expose également à un manque de sensibilité. 

 

Conclusions préliminaires 

Cette introduction nous aura permis de resituer les défis actuels dans le domaine de 
l’immunité antitumorale et notamment de la découverte d’antigènes tumoraux. Nous avons pu 
souligner les limites actuelles des cibles « conventionnelles » que représentent les antigènes mutés, 
introduisant de fait les avantages potentiels des épitopes issus de HERVs. Nous avons également 
abordé les difficultés bioinformatiques liées à la quantification des HERVs, et proposé une brève 
comparaison des approches existantes. L’ensemble de ces données viennent poser les bases 
théoriques et le rationnel de l’utilisation des HERVs en immuno-oncologie. Nos travaux, 
présentés en résultats de cette thèse, viennent en présenter les aspects pratiques. 
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De par leur profil d’expression particulier et leur origine virale, les protéines issues de 
HERVs pourraient donc constituer de très bons antigènes tumoraux. Le nombre important de 
séquences présentes dans le génome, représentées en grande majorité par des séquences LTR 
isolées, vient néanmoins perturber le processus d’identification de cibles thérapeutiques, menant à 
la sélection de nombreux faux positifs. Ainsi, au début de ce projet, aucun outil bio-informatique 
ne permettait d’analyser le profil d’expression des HERVs dans un cancer donné afin d’en 
déterminer les cibles épitopiques d’intérêt. 

L’objectif principal de cette thèse était de mettre au point un pipeline d’analyse bio-
informatique permettant, pour une tumeur donnée, de définir les épitopes LT CD8+ issus de 
HERVs les plus pertinents. Cette mise au point impliquait (1) d’identifier les HERVs exprimés 
spécifiquement par une tumeur donnée (c’est-à-dire fortement exprimés dans une tumeur et non 
exprimés dans le tissu sain), (2) de détecter les épitopes LT CD8+ potentiels à partir de ces 
HERVs et (3) de définir une stratégie pour filtrer ces épitopes afin de diminuer la liste de peptides 
à valider et de ne retenir que les plus prometteurs. Toute une série de validation biologique in vitro 
était prévue dans un second temps afin de confirmer l’immunogénicité des épitopes identifiés, 
depuis la validation d’affinité des peptides pour le HLA et l’induction de réponses LT CD8+ 
spécifiques chez le donneur sain jusqu’à la confirmation de la cytotoxicité de clones spécifiques 
en contact de cellules tumorales. Le cancer du sein étant la pathologie de prédilection de l’équipe, 
c’est naturellement vers cette pathologie que se sont tournées nos premiers travaux avant d’élargir 
le champ progressivement aux LAM. 

L’acquisition d’une certaine expertise dans le domaine d’analyse des HERVs ainsi que 
l’adoption progressive d’une méthode permettant une capture plus complète et fine du 
rétrotranscriptome nous ont par la suite poussés à élargir ces objectifs, avec un nouvel axe 
concernant la caractérisation des populations cellulaires via le rétrotranscriptome HERV. Ce 
deuxième axe, visant à souligner l’importance des HERVs dans la constitution de l’identité d’une 
population cellulaire et questionnant sur leur rôle causal via notamment leur activité de régulateur 
génique, a ainsi pleinement émergé au cours de cette thèse. 
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Therapeutic monoclonal antibodies targeting immune checkpoints (ICPs) have changed

the treatment landscape of many tumors. However, response rate remains relatively

low in most cases. A major factor involved in initial resistance to ICP inhibitors is the

lack or paucity of tumor T cell infiltration, characterizing the so-called “cold tumors.”

In this review, we describe the main mechanisms involved in the absence of T cell

infiltration, including lack of tumor antigens, defect in antigen presentation, absence

of T cell activation and deficit of homing into the tumor bed. We discuss then the

different therapeutic approaches that could turn cold into hot tumors. In this way,

specific therapies are proposed according to their mechanism of action. In addition,

‘‘supra-physiological’’ therapies, such as T cell recruiting bispecific antibodies and

Chimeric Antigen Receptor (CAR) T cells, may be active regardless of the mechanism

involved, especially in MHC class I negative tumors. The determination of themain factors

implicated in the lack of preexisting tumor T cell infiltration is crucial for the development

of adapted algorithms of treatments for cold tumors.

Keywords: cold tumors, T cells, tumor antigen, presentation, priming, trafficking, immunotherapy

Immune checkpoint inhibitors (ICIs) have changed the treatment landscape of many tumors,
inducing durable responses in some cases, Tumor mutational load, CD8+ T cell density and
Programmed cell Death Ligand−1 (PD-L1) expression have each been proposed as distinct
biomarkers of response to PD-1/-L1 antagonists. The lymphocyte infiltration and IFN-γ status
may be key factors for effective anti-PD-1/-L1 therapy by defining a “T cell inflamed” phenotype
(“hot tumors”). In contrast, lack of T cells infiltrating the tumor characterizes “non-inflamed” or
“cold tumors” (in which other immune populations or myeloid cells can however be observed).
Immunological treatment of cold tumors is a great challenge as no adaptive immune response has
been set up or maintained. In this review, we discuss the possible issues that the immune system
could encounter at different steps of the anti-tumor immune cycle (1), leading to the absence of T
cell infiltration: lack of tumor antigens, defect in Antigen Presenting Cells (APCs), absence of T cell
activation and deficit of homing into the tumor bed (Figure 1). The potential therapeutic strategies
to overcome these problems will be described in the second part of this review. We will not discuss
here the mechanisms of immune escape developed by inflamed tumors, reviewed elsewhere (2).

LACK OF TUMOR ANTIGENS

Tumor antigens can be divided into three main classes: tumor specific antigens (TSA), cancer-
germline antigens (CGA), and tumor associated antigens (TAA) (3). TSA are expressed only by
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cancer cells and not in healthy tissues (4). TSA include mutation-
associated neoantigens (MANA) and viral antigens.MANAs arise
from DNA mutation/rearrangement in a gene coding sequence
and play a crucial role in the recognition of tumor cells by CD8+

T cells after immune checkpoint treatment (5). Viral antigens
may also represent the target for immune recognition of virus-
associated tumors (6). CGA are expressed in tumor cells of
different histological origins, but they are silent in normal adult
tissues, except in the male germ line and trophoblastic cells
(7). Their expression is associated to the demethylation of their
promoter. TAA correspond to antigens with low expression in
normal tissues and overexpressed in tumor cells, like HER2 (8),
or melanocyte differentiation proteins (9).

Tumor mutation burden (TMB) is a quantitative measure
of the total number of mutations per coding area of a tumor
genome that has been shown to predict responses to ICIs in
a range of advanced cancers (10). Tumors with a high TMB
are believed to express more MANA. Interestingly, a correlation
between MANA and CGA has been observed (11). However,
even if some tumors are characterized by low expression of both
MANA and CGA, the quantity of tumor neoantigens does not
seem to be the main limiting factor for the induction of a T cell
response. A recent study by Spranger et al. analyzed the impact
of the presence of differentiation antigens, CGA and MANA
on T cell infiltration in malignant melanoma. They reported
that non-T-cell-inflamed melanomas do not lack antigens for
T-cell recognition, arguing for other mechanisms causing the
lack of T cell priming and recruitment. Moreover, the number
of neoantigens and the mutational load was still comparable
between non-T cell-inflamed and T cell-inflamed subtypes in
other solid tumors (12). Finally, the kinetics of tumor antigens

FIGURE 1 | Reversing a cold into a hot tumor. Adapted from Chen and Mellman (1). The absence of T cells in the tumor can be due to the lack of tumor antigens,

APC deficit, absence of T cell priming/activation and impaired trafficking of T cells to the tumor mass (left panel). Understanding which step of the anti-cancer immune

response is not functional in cancers is crucial to adapt therapies to the cancer phenotype.

release, associated with different modalities of spontaneous or
induced cancer cell death, may also influence the quality of the
T cell response (13).

ABSENCE OF T CELL

PRIMING/ACTIVATION

Defective Recruitment of APCs
The second step of the anti-tumor immune response consists
in the presentation of tumor antigens by dendritic cells (DCs),
resulting in the priming and activation of specific effector T
cells. Several DCs subsets such as classical DCs (type 1 cDC1s
and type 2 cDC2s), Langerhans cells, inflammatory DCs and
plasmacytoid DCs (pDCs) exist and are specialized in different
functions to shape the immune response and cope with the threat
of diversity (14). In particular some evidences exist showing
that a higher ratio of cDC1s over monocytes/macrophages in
the tumor bed favors protective anti-tumoral adaptive immune
responses (15). Spranger et al. have also shown in melanoma that
MHC expression and DCs infiltration is associated with T cell
infiltration (12).

Among DCs, cDC1s excel at inducing anti-tumoral CD8T
cell responses through cross-presentation of exogenous antigens
on MHC-I (16–18). A strong correlation between CD8 gene
transcript and cDC1s markers was observed, suggesting that lack
of T cell activation and infiltration in the non-T-cell-inflamed
tumor microenvironment is mainly associated with a defective
recruitment and activation of cDC1 (19–21). Moreover, recent
papers published by M. Krummel and C. Reis e Sousa teams
recently demonstrated a critical role of the cross-talk between
cDC1s and NK cells for the CTL infiltration in melanoma
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(22, 23). In mice, several reports have shown that cDC1s are
necessary for the natural rejection of transplanted tumors and for
the efficiency of anti-tumoral immunotherapies including ICIs or
adoptive transfer of anti-tumoral CD8T cells (24).

Lack of T Cell Co-stimulation and

Activation After Antigen Presentation
The maturation and activation of antigen-presenting DCs is
a critical step for activating an efficient T cell-response. In
this context, the DC activation marker DC-LAMP is a good
prognostic marker in solid tumors (25). Naive T cells require
contact with activated APCs to be primed in an appropriate
context of “danger signal” (26). APCs expressing Pattern
Recognition Receptors (PRRs) can be directly activated by
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) or Danger
AssociatedMolecular Patterns (DAMPs) to become competent to
prime T cell responses (27). Engagement of PRRs onDCs induces
NF-κB activation, up-regulation of co-stimulatory molecules,
production of cytokines and promotion of cross-priming (28,
29). Various DAMPs are produced by tumor cells undergoing
immunological cell death [e.g., calreticulin, HighMobility Group
Box 1 protein (HMGB1) or Sin3A Associated Protein 130
(SAP130)] (30). The absence or low production of DAMPs
could induce a lack of DCs maturation as well as production of
immunosuppressive factors such as transforming growth factor
beta (TGF-β) leading to the absence of CD4+ T cell help (30, 31).
Recent works demonstrate the importance of the protein Formyl
Peptide Receptor 1 (FPR1) expressed by tumoral DCs in the
anthracycline-induced immunogenic cell death. DCs lacking or
presenting a variant of FRP1, failed in antigen presentation
and activation of T cells, resulting in poor anticancer immune
responses and reduced overall survival in breast and colon
cancer (32).

Stimulation of CD40 on APCs through CD40L expressed on
helper CD4+ T cells is another crucial step for the activation of
APCs to prime CD8+ T cells. Moreover, the stimulation of CD40
on DCs regulates the expression of the co-stimulatory molecules
CD80 and CD86, enhances the production of cytokines (most
notably IL-12 and IFN-I) and promotes the cross-priming to
exogenous antigens (33). As a consequence, reduced CD8+ T cell
responses are largely due to impaired activation of APCs or to the
absence of co-stimulation.

DEFICIT OF HOMING TO THE TUMOR BED

CD8+ T Cell Exclusion by the

Immunosuppressive Peritumoral Stroma

and Tumor Cell Alterations
WhenDCs aremature and T-cells correctly primed and activated,
the access of T cell to the tumor bed could be compromised by the
stromal compartment (34). The exclusion of CD8+ T cells from
the vicinity of cancer cells was shown to correlate with a poor
long-term clinical outcome in colorectal cancer, ovarian cancer
and pancreatic ductal adenocarcinoma (35, 36). Interestingly,
Spranger et al. reported an inverse relationship between intrinsic
β-catenin signaling of tumor cells and intra-tumoral T cells

in melanoma. Using a genetically engineered mouse model
they showed that melanomas arising from mice with active β-
catenin were characterized by an almost complete absence of
both CD8+ T cells and cDC1 subsets (37). A second pathway
identified to play a role in T cell exclusion is PI3K pathway
activation/PTEN loss. Loss of PTEN in tumor cells in preclinical
models of melanoma was shown to increase the expression of
immunosuppressive cytokines, inhibit T cell-mediated tumor
killing and decrease T cell trafficking into tumors. Furthermore,
in patients PTEN loss correlated with decreased T cell infiltration
at tumor sites and inferior outcome after PD-1 inhibitor
therapy (13). PTEN-deficient prostate tumors similarly induce an
immunosuppressive tumor microenvironment by upregulating
PTPN11/SHP2 and inducing activity of the Jak2-Stat3 pathway
(38). Loss of PTEN was recently associated with resistance to
anti-PD1 therapy in metastatic uterine leiomyosarcoma (39) and
the blockade of this pathway in vivo contributed to an improved
tumor control (13).

Tauriello et al. investigated how genetic alterations and
the tumor microenvironment (TME) interact in a metastatic
colorectal carcinoma (CRC) model. A Tumor Growth Factor
(TGF)-β activity correlating with T cell exclusion and a low
TMB was described (40). Recently, a study associated a TGF-β
signature of stromal cells with lack of response to anti PD-L1 in
the excluded tumor–immune phenotype (41). Blockade of TGF-β
in a pancreatic ductal adenocarcinoma model improved the cure
rate of mice by decreasing the presence of immune suppressive
cells in the TME and enhancing CD8+ T cell infiltration within
the tumor (42).

Modified Production of Chemokines and

Cytokines Affecting Cell Trafficking and

Activation
Cytokines and chemokines may influence cell trafficking to the
tumor bed. Besides the steady-state influx of immature dendritic
cells (iDCs) within tissues, chemokines, abundantly secreted
under inflammatory conditions, can provoke influx of iDCs in
the tumor bed (43). Lack of those chemokines and the consequent
reduced influx of iDCs in the tumor bed can be the cause of the
reduced activation and migration of T cells at the tumor site.
Chemokines acting on iDCs are the Monocyte Chemoattractant
Proteins (CCL2, CCL7, CCL8) as well as CCL3/MIP-1alpha,
CCL5/RANTES, and CCL4/MIP-1beta (44). Cytokines are also
necessary to generate active DCs: as an example type I interferon
(IFN-I) produced by DCs can act in an autocrine manner to
generate fully active DC1s (45). Moreover, DC1s are a source of
CXCL-9/10 and their absence lead to a reduced production of
these chemokines (20). The chemokine CXCL16, produced by
DCs, and its receptor CXCR6 for example have been associated
with an increased CD4+ and CD8+ T cell recruitment and a good
prognosis in CRC (46). The disruption of the CXCL16/CXCR6
pathway could lead to a reduced tumor T cell infiltration.

The deregulation of trafficking can directly involve T cells:
DCs-activated T cells against tumor antigens have to reach
the tumor bed to perform their anti-cancer activity. Tumors
can disrupt chemokine expression to deregulate the immune
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response and chemokines involved in effector T-cell recruitment
is significantly reduced in tumors lacking a CD8+ T-cell infiltrate.
CXCL9 and CXCL10 (CXCL11 in humans) are key chemokines
in the recruitment of CD8+ T cells engaging the CXCR3 on
their surface and their production is generally deregulated in
“non-inflamed” tumors (47). CXCL9/10 can be produced by
the tumor cell itself where a methylation of chemokine genetic
loci results in a reduced CD8+ T cell infiltration. The use
of demethylating agents restores chemokine production and
T-cell recruitment, showing that epigenetic modification is a
mechanism of tumor escape which could lead to the lack
of immune cells infiltration (48). Tumors can also alter the
chemistry of certain chemokines to preferentially recruit myeloid
cells: as an example the nitrosylated CCL2 eliminates the ability
to recruit CTLs and Th1 effector cells (49), while selectively
recruiting myeloid dendritic stem cells (MDSCs) to tumor sites.

THERAPEUTIC APPROACHES

Different therapeutic approaches can theoretically be used to
overcome the absence of T cell infiltration in tumors. These
strategies are summarized in Figure 2. The demonstration that
these therapies can effectively transform a cold into hot tumor
remains to be done in the clinic in most instances.

Specific Therapies for Tumors Expressing

Few Antigens
Demethylating Agents
It has been shown that DNA methyltransferase inhibitors
(DNMTi) and histone deacetylase inhibitors can enhance the
expression of tumor antigens and components of antigen
processing and presenting machinery pathways, as well as other
immune related genes (50, 51). These agents can also induce
the expression of retroelements such as endogenous retroviruses
(ERVs), usually silent and able to induce a type I IFN response
(52). Epigenetic drugs have been reported to induce transcription
from normally repressed ERV LTR, that may cause ectopic
expression of transcripts with canonical or novel open reading
frames, leading to the production of immunogenic peptides
(53, 54). DNMTi and Histone-lysine N-methyltransferase EZH2
inhibitors have also been shown to reverse epigenetic silencing

of Th1-type chemokines in tumor cells, which is negatively
associated with CD8+ T cells in tumors and patient outcome (48).
There is thus a strong rationale to combine epigenetic therapy
and immunotherapy and many clinical trials are currently
ongoing (55).

NK Cell-Based Approaches
Natural killer (NK) cells are lymphocytes of the innate immune
system able to recognize and kill tumors lacking self-MHC
class I molecules, by recognizing stressed cells. For this reason
NK approaches could be suitable in the absence of tumor
antigens or in case of deficient antigen presentation machinery
(e.g., lack of MHC class I). While a large portion of cancer
immunotherapies focus on targeting T cells, NK cell system
for therapeutic intervention stays relatively underexplored.
Nevertheless, different NK cell-based approaches have been
described, such as ex vivo activated NK cells or NK cells
transduced with a chimeric antigen receptor (CAR) to target
specific cancer cell surface antigen (56, 57). Antibodies-mediated
targeting of NK activating receptors such as NKG2D and NKP46,
or inhibitory receptors such as KIR and NKG2a, is under
deep investigation (58). Lirilumab is a fully human antibody
directed against KIR2DL-1,-2,-3 inhibitory receptors expressed
predominantly on NK cells and is being tested in combination
with ipilimumab or nivolumab for the treatment of patients
bearing advanced solid malignancies (59).

Specific Therapies for Tumors With

Defective Priming or T Cell Activation
Chemo/Radiotherapy Inducing Immunogenic Cell

Death (ICD)
Several chemotherapies were found to work mainly in
immunocompetent subjects, accumulating evidences that tumor
inhibition partially relies on the immune system competence
and not only on the direct anti-tumor toxicity of chemotherapy
(60). In this regard ICD inducing chemotherapeutic agents
can be classified within cancer immunotherapy strategies.
Radiotherapy was initially designed to selectively kill tumor
cells within the irradiated field. However, emerging evidence
indicates that radiotherapy, by inducing ICD, harnesses the
host’s immune system to attack the tumor cells outside the

FIGURE 2 | Specific and common approaches to overcome the absence of T cells in tumors. According to the mechanism involved in the lack of T cell infiltration in

tumors, specific therapies can be selected. In the case of MHC-I negative tumors or if specific therapies are not sufficient, “supra-physiological therapies” can be used.
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irradiation field, explaining the “abscopal” effect (regression of
tumor lesions outside the irradiation field) (61). Based on this
rationale, many trials are ongoing to combine chemotherapy
and radiotherapy with PD-1/PD-L1 antibodies. Of note,
the same rationale also applies to antibody-drug conjugates
(ADCs) with cytotoxic payloads capable of inducing ICD,
justifying the initiation of clinical trials combining ADCs and
immunotherapy (62).

Oncolytic Viruses
Oncolytic viruses are common viruses that can selectively target,
replicate in and destroy cancer cells (63). Most oncolytic viruses
can induce cancer cell death and directly eliminate tumor
cells, but they also initiate systemic immune responses through
different mechanisms such as induction of ICD and release
of danger signals (DAMPs) and tumor antigens from virus-
infected cells. They also release viral PAMPs contributing to
APCs maturation that conduct to activation of antigen-specific
CD4+ and CD8+ T cell responses (64). Moreover, the infected
cells are directly recognized by the innate immune system
such as NK cells or macrophages (65). It has been recently
shown in a melanoma phase I trial that use of oncolytic
viro-therapy was able to convert a cold into hot tumor, as
patients with a low level of immune cell infiltrate and a
negative IFNγ signature before treatment responded well to
the combination of talimogene laherparepvec with the PD-1
antagonist pembrolizumab (66).

PRR Agonists
PRRs consist of five families including Toll-like receptors (TLRs),
RIG-I-like receptors (RLRs), nucleotide-binding oligomerization
domain (NOD)-like receptors (NLRs), C-type lectin receptors
(CLRs), and cytoplasmic DNA sensors. PRRs agonists have
notably the ability to activate PRR pathways inducing antigen
presentation by myeloid cells residing in the tumor micro-
environment (67–69).

TLR agonists showed controversial results in pre-clinical
studies by either promoting or inhibiting tumor progression
depending on the TLR and the tumor type (70). Multiple TLR
agonists are currently in clinical development. As an example,
the intra-tumoral injections of a TLR-9 agonist, the CpG-rich
oligonucleotide PF-3512676, showed significant activity in both
injected and non-injected lesions of B- and T-cell lymphomas
when used concomitantly with low-dose (2 × 2Gy) local
irradiation (71).

STING has been shown to play an important role in the innate
immune response against cancer. In the TME, tumor cell DNA
detected by APCs is correlated with activation of STING pathway
that leads to IFN-β production (25), enhancing CD8+ T cell
priming and trafficking of effector T cells. One STING agonist,
ADU-S100 (Aduro Biotech/Novartis), is currently evaluated
in phase I clinical trial by intra-tumoral administration in
cutaneously accessible tumors (72).

CD 40 Agonistic Antibodies
CD40 is broadly expressed on immune cells, predominantly on
DCs, B cells and macrophages. A major role of CD40 signaling is

to activate and “license” DCs to prime effective cytotoxic CD8+

T cell responses. CD40 signaling can also be effectively triggered
using agonistic antibodies or CD40L, thus bypassing the need
for CD4+ helper T cells (73). In preclinical studies, agonistic
CD40 antibodies have demonstrated T cell-dependent anti-
tumor activity, in particular in combination with conventional
chemotherapy and immune checkpoint inhibitors (ICIs). Many
CD40 antibodies are under clinical development (74). Toxicity
profile is acceptable in monotherapy and combination trials are
ongoing (75).

Tumor Vaccines
The therapeutic breakthrough provided by ICIs and the
demonstration of the role of MANA in T-cell mediated
antitumor response have paved the way for a next generation
of personalized cancer vaccines based on the use of MANA
specific of the tumor. Preclinical results showed induction of
efficient antitumor response and clinical trials providing a clinical
proof of concept in melanoma have been published (76–78). A
specific CD8+ and CD4+ T cell immune response characterized
by the induction or the amplification of a preexisting response
against MANA has been shown. Encouraging clinical activity
seems to be associated but larger trials are awaited to firmly
demonstrate the clinical activity of this therapeutic approach.
Theoretically, cancer vaccines may either reinforce the activity
and therapeutic margin of ICIs by increasing the number of
specific effector T cells, or convert cold into inflamed tumors.
The potential limitations are the availability of T cell repertoire
in cancer patients and the risk of specific loss of heterozygosity
(LOH) of the HLA presenting MANA in advanced metastatic
tumors (79).

Specific Therapies for Tumors With

Impaired T Cell Trafficking to the Tumor
TGF-β Blocking Antibodies and TGF-β-Receptor

Antagonists
TGF-β has been involved in cell proliferation, angiogenesis,
epithelial-to-mesenchymal transition, immune infiltration,
metastases dissemination, and drug resistance (80). Of note
TGF-β produced by the tumor cells mediates alterations in
tumor-associated pDCs functions, e.g., impaired capacity to
produce IFN type I, leading to a lacking/unbalanced T cell
recruitment (81, 82). Recent reports have shown that TGF-
β in the peritumoral area was a major factor involved in
T cell exclusion from the tumor. Mariathasan et al. used a
preclinical model recapitulating T cell exclusion and showed
that combination of a TGFβ blocking antibody with a PD-L1
antibody induced T cell penetration into the center of tumors,
allowing anti-tumor immunity and tumor regression (41).
Several TGF-β antibodies or small molecules TGF-β-receptor
antagonists are in clinical development and could be tested in
this setting.

Anti-angiogenic Therapies
The clinical activity of anti-angiogenic drugs is modest when
used as single agent. However, it has been shown that
anti-angiogenic drugs normalize the tumor vasculature and
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induce the upregulation of the leukocyte adhesion molecules
ICAM-1 and VCAM-1 on tumor endothelial cells (83), leading
to increased T cell infiltration (84). These therapies may thus
represent a treatment of choice for tumors characterized by T
cells blocked in the periphery of the tumor in order to enhance
intratumoral penetration of T cells. It has been shown in the
clinic that anti-angiogenic therapies could synergize with ICIs in
metastatic melanoma (85).

Immunocytokines
Cytokines such as IL-2, TNF, IL-12 mediate the influx and
expansion of leukocytes at the tumor site. However, these
cytokines, and especially IL-12, induce significant toxicity when
administrated systemically in clinical trials (86). Next generation
immunocytokines combining a fragment from a specific tumor
antigen antibody with a modified cytokine are being developed
with the aim of activating specifically the immune system
inside the tumor to reduce systemic side effects. For example,
cergutuzumab amunaleukin (CEA-IL2v), is a novel monomeric
CEA-targeted immunocytokine that comprises a single IL-
2 variant (IL2v) moiety with abolished CD25 binding (to
avoid activation of regulatory T cells) fused to the C-terminus
of a high affinity bivalent carcinoembryonic antigen (CEA)-
specific antibody devoid of Fc-mediated effector functions.
A superior efficacy over the respecting monotherapies was
observed with CEA-IL-2v in combination with PD-L1 antibody
and ADCC competent antibodies in CEA-positive solid tumor
models (87).

Therapeutic Approaches Active in Different

Immune Contexts
Adoptive T Cell Therapy and Chimeric Antigen

Receptor (CAR) T Cells
Historically, cell-based therapies have focused on cytotoxic T
cells targeting MHC-restricted antigens. This approach remains
promising, in particular with the development of T cell
receptor (TCR)-engineered T cells (88) and improvement of
tumor infiltrating lymphocytes (TILs) infusion (89). However,
their efficacy may be limited by the tendency of tumors to
downregulate MHC molecules. CARs are engineered receptors
made of the combination of an antigen binding domain of a
monoclonal antibody specific for a cancer antigen (not MHC
restricted) together with an intracellular domain of the CD3-zeta
chain (90). CAR T cells responses can be further enhanced by
addition of costimulatory domains, such as CD28 and CD137
(4-IBB) to support the expansion and persistence of genetically
engineered cells in vivo (91). The reinfusion of CAR T-cells is
preceded by a “lymphodepleting” chemotherapy regimen used to
physically create enough space for the expansion and persistence
of CAR T cell clones. Over the past decade multiple tumor
antigens have been targeted by CARs. Outstanding activity of
CAR T cells targeting CD19 has been observed in hematological
malignancies, in particular in acute lymphoblastic leukemia and
Diffuse Large B cell lymphoma with two CAR T-cell therapies
approved by the Food and Drug Administration (FDA) in 2017
(92). The clinical activity of CAR in solid tumors is still to

demonstrate and will probably require optimization of CAR
functions [for review see (93)].

T-Cell Recruiting Bi-specific Antibodies
Bi-specific antibodies (bsAbs) are engineered antibodies that
can bind two different antigens. One of the main strategies in
the development of bsAbs is the recruitment and activation of
immune effector T cells by targeting CD3 domain of the TCR
complex (T-cell recruiting bsAbs) together with another antigen
abnormally expressed on the tumor cell surface. The approval of
catumaxomab (anti-epitelial cell adhesion molecule EpCAM and
anti-CD3) and blinatumomab (anti-CD19 and anti-CD3) has
become a major milestone in the development of bsAbs. BsAbs
can be divided into two categories: immunoglobulin G (IgG)-
like molecules and non-IgG-like molecules. Non-IgG-like bsAbs
are smaller in size, leading to enhanced tissue penetration, but
shorter half-life (94). Currently, more than 60 different bsAbs
formats exist, some of them making their way into clinical
trials. As for CAR T-cells, activity of T cell-recruiting bsAbs is
not dependent on MHC class I expression on tumor cells and
both approaches represent thus very promising treatments for
MHC I-negative cold tumors. It is however not know whether
a minimum threshold of T cells inside the tumor is required for
the activity of bsAb, alone or in combination with other therapies.
A comparison between CAR T cells and T-cell recruiting bsAbs
is proposed in Table 1.

PERSPECTIVES

Changing the natural history of a tumor characterized by
the absence of T cells remains a great therapeutic challenge.
However, as discussed above, many therapeutic approaches can
be evaluated in this context. A major issue will be to determine
the origin of this lack of T cell response to adapt the therapy to the
physiology of the tumor. Figure 2 summarizes the possibilities of
treatment according to this tumor context.

Conventional anticancer approaches like chemotherapy
and radiotherapy have still a room in the therapeutic
armamentarium, not only to potentially induce ICD but
also to reduce the tumor burden and thus potentially decrease
the selection of immune-resistant clones. In other cases, “in
situ” vaccination using PRR or CD40 agonists may be used to
induce a specific immune antitumor response against naturally
presented tumor antigens. Personalized cancer vaccines also
represent a very promising strategy especially in highly mutated
tumors. Finally, “supra-physiological” approaches like CAR
T cells or T-cell recruiting bsAbs could be efficient in tumors
characterized by the absence of MHC expression or even LOH
of the HLA alleles presenting tumor antigens. It is likely that
in the near future, algorithms of treatment will be developed
to adapt the therapeutic strategy to the immune context of
the tumor, considering also space and time evolution for
adequate sequential strategies. At the end, while the efficacy
of the therapy in inflamed tumors depends principally in the
remove of the breaks induced by the immune activation itself,
the conversion of a cold into an inflamed tumor will require a
prior combination of therapies to induce immune infiltration
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TABLE 1 | Comparison between CAR T-cells and T-cell recruiting bi-specific antibodies.

CAR T-Cells Bi-specific antibodies

Mechanism of

action

- Direct cancer antigen recognition

- Non MHC-restricted

- Does not require pre-existing T cell infiltration, independent of

receiver T cell characteristics

- Recruitment of immune effector T cells by their CD3 with another

antigen expressed on the tumor cell

- Non MHC-restricted

- May be more dependent on quantity/quality of patients’ T cells

Administration - Single administration

- Long half-life (months/years)

- Repeated administration (continuous infusion for non-IgG-like)

- Short/intermediate half-life (hours/days)

Tissue

penetration

- Homing of the T cells for blood, lymph nodes, and bone marrow - Non IgG like: enhanced tissue penetration

Toxicity - Acute reversible neurotoxicity (CD19)

- Cytokine release syndrome (CRS)

- Lower toxicity expected

- Acute reversible neurotoxicity (CD19)

- Cytokine release syndrome (CRS)

Main diseases - Outstanding activity in some hematological malignancies: B cell

acute lymphoblastic leukemia, Diffuse Large B cell lymphoma

(CD19)

- Clinical trials in solid tumors

- B cell acute lymphoblastic leukemia (CD19)

- Clinical trials for many solid tumors including colorectal, ovarian,

breast and prostate cancer

Other

limitations

- Clinical activity in solid tumors is still to demonstrate

- Immunosuppressive microenvironment (rationale for

combination with ICIs or use of optimized CAR T-cells)

- Target specificity: risk of escape by loss of the target

- Clinical activity in solid tumors is still to demonstrate

- Immunosuppressive microenvironment (rationale for combination

with ICIs)

- Target specificity: risk of escape by loss of the target

Cost and

availability

- Long process, manufacturing issues

- Cost+++

- Immediate availability, less manufacturing and regulatory issues

- Cost+

and then different immune checkpoint modulators to remove
the breaks.
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 Résumé

Le concept de vaccination antitumorale repose sur la mise en place d’une réponse immunitaire 
spécifique, dirigée contre des antigènes présentés par la tumeur, et capable de contrôler et 
détruire les cellules tumorales exprimant ces antigènes. Les premières générations de vaccins 
antitumoraux ont en général été associées à des résultats cliniques assez décevants. Le chan-
gement de paradigme amené par les inhibiteurs de checkpoints de type anti-Programmed Cell-
Death 1 (PD-1/Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) et la démonstration du rôle clé joué dans 
la réponse T antitumorale par les néoantigènes associés aux mutations somatiques spécifiques 
de la tumeur ont permis de remettre en avant le concept de vaccination antitumorale. Cette 
nouvelle génération de vaccins repose donc sur l’utilisation de néoantigènes mutés propres à 
chaque tumeur (approche personnalisée). Les modèles précliniques ont montré que ces néoanti-
gènes permettaient de générer des réponses T antitumorales efficaces, en lien avec l’absence de 
sélection thymique des clones T réactifs. Plusieurs études cliniques sont actuellement en cours, 
avec des premiers résultats prometteurs. La démonstration clinique d’un effet antitumoral reste 
néanmoins à réaliser. D’autre part, l’optimisation du processus de sélection de ces néoantigènes 
apparaît comme un enjeu majeur. À terme, la vaccination pourrait soit renforcer la réponse aux 
anti-PD-1/PD-L1, soit permettre d’induire une réponse T antitumorale dans les tumeurs immu-
nologiquement « froides ». Enfin, la vaccination pourrait avoir un positionnement privilégié en 
adjuvant pour permettre le contrôle au long cours de la maladie résiduelle.

 Summary

The new vaccine approaches in oncology

The concept of cancer vaccine relies on the induction of an adaptive immune response against 
antigens presented by tumor cells, in order to allow a long-term control of the tumor. First gene-
rations of cancer vaccines have been associated with relatively disappointing clinical results. The 
therapeutic breakthrough provided by the immune checkpoint inhibitors targeting PD-1/PD-L1, 
and the demonstration of the key role played by mutation-associated neoantigens in anti-tumor 
T cell response, have led to a renaissance of cancer vaccination. This next generation of cancer 
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Historique rapide de la vaccination  
en cancérologie

Le concept de vaccination antitumorale repose sur la mise en 
place d’une réponse immunitaire spécifique, dirigée contre 
des antigènes présentés par la tumeur, et capable de contrôler 
et détruire les cellules tumorales exprimant ces antigènes. 
L’identification d’antigènes tumoraux de type Melanoma-
Associated Antigen-A1 (MAGE-A1) dans le mélanome, suivie par 
la découverte d’autres antigènes dans d’autres types tumoraux, 
a conduit à la réalisation de très nombreux essais cliniques. 
Malgré l’inclusion de milliers de patients, les résultats cliniques 
sont restés assez limités avec des taux de réponses objectives 
inférieurs à 7 % [1] et un bénéfice clinique estimé aux alentours 
de 20 % [2]. Un gain de survie de 4 mois a néanmoins pu être 
démontré avec le vaccin Provenge (cellules dendritiques auto-
logues chargées avec des antigènes tumoraux prostatiques) en 
phase III [3]. La vaccination avec un peptide dérivé de l’antigène 
de mélanome gp100 a pu aboutir à une discrète amélioration 
de la survie sans progression de 0,6 mois, sans gain de survie 
significatif [4]. En revanche, les essais de phase III récents de 
vaccination avec l’antigène Melanoma-Associated Antigen-A3 
(MAGE-A3) dans le mélanome et le cancer du poumon se sont 
avérés négatifs [5].
Différentes explications peuvent être avancées pour expliquer 
ces résultats cliniques plutôt décevants, et souvent corrélés à des 
réponses immunitaires assez faibles : (i) utilisation d’antigènes du 
soi et stimulation de lymphocytes T possédant un récepteur de 
faible affinité pour l’antigène, incapables de générer une réponse 
antitumorale efficace ; (ii) utilisation d’antigène monovalent 
favorisant la sélection de clones tumoraux résistants n’exprimant 
pas (ou plus) cet antigène ; (iii) support vaccinal suboptimal 
induisant des réponses lymphocytaires T de faible intensité et 
de faible durée ; (iv) microenvironnement immunosuppresseur 
bloquant la phase effectrice de la réponse immune induite ; 
(v) utilisation dans un contexte clinique non adapté de maladie 
avancée métastatique rapidement progressive [6].

Le changement de paradigme associé aux résultats cliniques 
des inhibiteurs de checkpoints de type anti-PD-1/PD-L1 et la 
démonstration du rôle joué dans les réponses T antitumorales 
par les néoantigènes associés aux mutations présentes dans 
la tumeur (Mutation-Associated Neoantigens [MANA], que 
nous appellerons aussi ici néoantigènes mutés) ont permis 
de remettre en avant le concept de vaccination antitumorale 
basée sur l’utilisation de néoantigènes mutés spécifiques de 
la tumeur, avec donc le développement d’une vaccination 
personnalisée.

Néoantigènes mutés et réponse 
immunitaire

Définition
La présence de mutations non synonymes dans les cellules 
tumorales peut conduire à l’expression de protéines mutées 
spécifiques de la tumeur, non présentes dans les cellules 
normales (néoantigènes). Les processus de dégradation pro-
téasomale vont, pour certaines de ces protéines, générer de 
nouveaux peptides, dont certains présenteront une affinité accrue 
pour le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) ou pour le 
récepteur T (T Cell Receptor [TCR]) par rapport au peptide natif 
non muté (néoépitopes). Ces peptides néoépitopiques étant 
spécifiques de la tumeur, ils peuvent en théorie être reconnus 
par des lymphocytes T de forte affinité (absence de tolérance 
centrale par délétion thymique de ces lymphocytes) (figure 1).

Réponse aux inhibiteurs de checkpoints  
et néoantigènes mutés

Plusieurs études ont permis de mettre en évidence un lien 
entre la réponse aux inhibiteurs de checkpoints et la quantité de 
mutations présentes dans la tumeur (charge mutationnelle), dans 
le mélanome [7], le cancer du poumon [8] ou le cancer colorec-
tal [9]. Une relation linéaire a ainsi pu être mise en évidence, 

vaccines is thus based on the use of mutated neoantigens specific to each tumor (personalized 
approach). Preclinical results have shown that these neoantigens are able to induce potent anti-
tumor immune responses, explained by the absence of thymic selection against the reactive T 
cells. Several clinical trials are ongoing, with promising preliminary results. Nevertheless, the 
demonstration of an anti-tumor effect remains to be done in the clinic. The optimization of neoan-
tigen selection process is still a major challenge. Finally, cancer vaccines may either reinforce the 
activity of anti-PD-1/PD-L1, by increasing the number of effector T cells in the tumor, or induce an 
adaptive T cell response in non-T cell infiltrated “cold tumors”. Vaccination may also have a strong 
interest in an adjuvant setting to allow a long-term control of the residual disease.

Cet article fait partie du numéro supplément Nouvelles perspectives dans l’immunothérapie des 
cancers réalisé avec le soutien institutionnel des partenaires AstraZeneca, Bristol-Myers Squibb, 
Roche.

Livret_BULCAN.indb   114 10/12/2018   11:48



Nouvelles approches vaccinales en cancérologie 

tome 105 > Supplément 1 > Décembre 2018 S1
15

Bulletin du 
CANCER

Sy
n

th
ès

e

dans une analyse rétrospective et multi-pathologies, entre le 
taux de réponse objective aux anti-PD-1/PD-L1 et le nombre 
médian de mutations somatiques codantes par mégabase [10]. 
La charge mutationnelle étant un reflet de la quantité possible 
de néoantigènes mutés, ces éléments suggèrent que les néoanti-
gènes mutés représentent des cibles majeures des lymphocytes T 
activés après traitement par inhibiteurs de checkpoints [11]. Il 
s’agit néanmoins d’études corrélatives n’éliminant pas le rôle 
d’autres antigènes tumoraux.

Preuve de concept préclinique
Une première approche a consisté à utiliser des modèles 
murins syngéniques. Il a ainsi pu être montré dans le modèle 
de mélanome B16F10 que la vaccination avec de longs pep-
tides contenant des néoépitopes mutés induisait une réponse 
immunitaire spécifique (16/50 peptides immunogènes en test 
Enzyme-Linked Immunospot [ELISPOT] interféron [IFN]-γ) et avait 
un effet antitumoral sur un mode aussi bien préventif que thé-
rapeutique [12]. De manière assez inattendue –  mais à corréler 
aux résultats cliniques aujourd’hui connus (voir ci-dessous) –, il 

a pu être montré que la plupart des néoantigènes mutés dans 
les modèles B16F10 et CT26 correspondaient à des épitopes T 
CD4 et que l’utilisation d’acide ribonucléique messager (ARNm) 
vaccinal contenant des épitopes T CD4+ était capable d’induire 
une réponse immunitaire antitumorale efficace [13]. Une étude 
a été réalisée dans le modèle de sarcome murin T3 et a permis 
de montrer que l’utilisation de longs peptides contenant deux 
néoantigènes connus pour être impliqués dans la réponse 
aux inhibiteurs de checkpoints dans ce modèle était capable 
d’induire un effet antitumoral comparable à un inhibiteur de 
checkpoints [14]. Une autre étude, utilisant la spectrométrie de 
masse pour confirmer la liaison au CMH I des néoépitopes prédits, 
a également pu montrer l’efficacité antitumorale de peptides 
contenant ces néoépitopes dans les modèles MC38 et Transgenic 
Adenocarcinoma Mouse Prostate (TRAMPC)-1 [15].
La deuxième approche préclinique repose sur des modèles de 
souris immunodéprimées de type NOD Scid Gamma (NSG) avec 
implantation de xénogreffe de tumeur humaine (Patient Derived 
Xenograft [PDX]). Trois modèles de PDX de sein ont ainsi été mis 
en place et des néoantigènes mutés de ces tumeurs prédits. Le 

Antigènes tumoraux

Ubiquitinylation (protéasome)

Golgi

Complexe
CMH I-peptide

LT CD8+

Présentation des néoantigènes
aux LT CD8+

→ TCR de haute affinité
→ Signal d’expansion clonale
→ Réponse forte

TAP

Néoépitope

Réticulum endoplasmique

Cellule tumorale

FIGURE 1
Processing et présentation des antigènes tumoraux au niveau du CMH de classe I. Les antigènes tumoraux sont dégradés par 
le protéasome, générant ainsi de courts peptides entrant dans le réticulum endoplasmique via la protéine TAP. Les peptides clivés 
y sont chargés sur le CMH, puis le complexe CMH-peptide migre à la surface de la cellule après un passage par l’appareil de Golgi. 
Dans le cadre d’un néoantigène muté spécifique de la tumeur, les néoépitopes présentés par le complexe CMH I sont reconnus 
par des lymphocytes T via un TCR de forte affinité, pouvant entraîner une prolifération clonale accompagnée d’une forte réponse 
cytotoxique. TAP : Transporter Associated with Antigen Processing, LT : lymphocyte T, TCR : T Cell Receptor. CMH : complexe majeur 
d’histocompatibilité.

Livret_BULCAN.indb   115 10/12/2018   11:48



S. Depil, P. Bonaventura, V. Alcazer, L. Tonon

S1
16

tome 105 > Supplément 1 > Décembre 2018 

Bulletin du 
CANCER

Sy
n

th
ès

e

transfert adoptif de cellules mononucléées sanguines stimulées 
in vitro avec ces néoantigènes est associé à un effet antitumoral 
à l’encontre de la tumeur correspondante [16].

Méthodes d’identification 
des néoantigènes mutés
La prédiction de néoépitopes est un point critique qui soulève 
encore de nombreuses questions quant à son optimisation. En ce 
qui concerne les épitopes T CD8, la mutation doit être exprimée 
pour aboutir à une protéine mutée qui sera clivée par le protéa-
some pour générer de courts peptides qui seront transportés 
dans le réticulum endoplasmique par les protéines Transporter 
Associated with Antigen Processing (TAP). Le peptide muté doit 
se lier à la molécule de CMH et le complexe CMH-peptide reconnu 
par un lymphocyte T via son récepteur (figure 1). Les différentes 
étapes de prédiction (figure 2) reposent donc sur :
 • (i) la détection précise des mutations somatiques (c’est-à-dire 
propres à la tumeur) ainsi que leur clonalité. Des outils de plus 
en plus performants existent pour détecter ces mutations dans 
des échantillons souvent contaminés par de l’acide désoxyribo-
nucléique (ADN) non tumoral. Toutefois l’attribution d’un statut 
clonal (partagé par tous les clones de la tumeur) ou sous-clo-
nal (propre à un sous-clone) à cette mutation reste délicate, 
et nécessite des données d’excellente qualité ;

 • (ii) l’utilisation de logiciels de prédiction (type netMHC) destinés 
à sélectionner des peptides possédant une bonne affinité pour 
le CMH. Les prédictions sont actuellement plus performantes 
pour les allèles Human Leukocyte Antigen (HLA) de classe I 
(davantage de données disponibles pour les épitopes T CD8, 
complexité des épitopes T CD4 liés aux variations de taille pos-
sible et la plus grande diversité des molécules HLA de classe II). 
Un cut-off de 500 nM est souvent utilisé pour une sélection 
basée sur l’affinité prédite. Certains auteurs sélectionnent des 

peptides mutés avec un gain d’affinité par rapport au pep-
tide natif correspondant. Le cut-off de 500 nM reste arbitraire 
et la sélection basée sur la forte affinité repose sur des don-
nées obtenues à partir des antigènes viraux [17]. Une autre 
méthode de sélection moins arbitraire consiste à classer l’af-
finité du peptide par rapport à celle d’une base de peptides 
naturels aléatoires [18]. Cette approche ne permet cependant 
pas d’identifier des néoépitopes présentant non pas un gain 
d’affinité pour le CMH mais pour le TCR par rapport au peptide 
natif. Il est également possible que la tolérance périphérique 
élimine certains lymphocytes T reconnaissant des néoépitopes 
de forte affinité [19] ;

 • (iii) ajout possible de la prédiction du clivage par le protéa-
some, du transport par les TAP, ou de la vérification d’absence 
de réactivité croisée avec des protéines du soi [20,21] ;

 • (iv) vérification de l’expression du transcrit correspondant par 
Ribonucleic Acid Sequencing (RNA-seq) ou autre technique 
(type Complementary Desoxyribonucleic Acid [cDNA] capture).

Récemment une étape d’estimation de la capacité du néoépitope 
à être reconnu par des lymphocytes T a été proposée, grâce à un 
modèle basé sur la similarité de sa séquence avec celle d’anti-
gènes connus [22]. Certains auteurs ont aussi ajouté une étape de 
validation par spectrométrie de masse des peptides réellement 
présentés par les cellules tumorales au niveau des molécules 
de CMH [15]. Il est également possible de vérifier la liaison des 
épitopes prédits aux molécules de CMH (test de binding) ou de 
tester leur immunogénicité par des tests de stimulation in vitro. 
Néanmoins, compte tenu du nombre d’épitopes sélectionnés 
et des délais nécessaires entre séquençage et production de 
vaccin, il reste difficile en pratique d’ajouter de lourdes étapes 
de validation (elles-mêmes non standardisées). Il persiste donc 
une problématique associée au fait qu’un nombre plus ou moins 
important d’épitopes prédits risque de ne pas être présenté de 
manière effective par les molécules de CMH. Un enjeu essentiel 

Prélèvement tumoral

– Séquençage et détermination
des mutations somatiques

– Analyse de la clonalité
– Analyse de l’expression

Prédiction des néoépitopes

– Sélection des néoépitopes
avec la meilleure affinité
pour un CMH donné

Vaccination personnalisée

– Induction d’une réponse T
spécifique contre les néo-
épitopes

– Association à un adjuvant ou
un immuno-modulateur (type
anti-PD1/-L1)

FIGURE 2 
Processus global de vaccination néoépitopique personnalisée
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aujourd’hui est donc l’optimisation des outils de prédiction de 
néoépitopes, notamment pour les molécules HLA de classe II.

Résultats cliniques obtenus 
avec les approches vaccinales 
néoépitopiques
Trois essais de vaccination utilisant des néoépitopes mutés ont 
été publiés. Une première preuve de concept a été réalisée chez 
3 patients HLA-A*02:01-positifs atteints de mélanome, avec 
utilisation de cellules dendritiques autologues pulsées avec des 
peptides [23]. La sélection des épitopes reposait sur la prédiction 
in silico avec validation in vitro de la liaison sur les molécules 
HLA-A2. Trois sites tumoraux ont été séquencés pour 2 patients 
et 1 seul pour le dernier, pour aboutir au final à 7 épitopes 
sélectionnés pour chaque patient (à partir de 219 à 598 muta-
tions non synonymes identifiées). À noter 3 épitopes communs 
(épitopes clonaux) entre les 3 lésions pour le premier patient, 
et 2 pour le deuxième. Après 3 injections intraveineuses (IV), 
une réponse T CD8 a pu être mise en évidence après stimulation 
ex vivo pour 3 peptides sur 7 pour chaque patient, avec soit 
augmentation d’une réponse préexistante (pour 1 peptide), soit 
induction d’une réponse immune (pour 2 peptides). L’analyse de 
clonalité a montré une diversification du répertoire T contre les 
néoantigènes ciblés. Il n’y a pas eu de démonstration d’activité 
clinique associée dans cet essai.
Deux autres études ont été publiées récemment, toujours dans 
le mélanome avancé. P. A. Ott et al. ont vacciné 6 patients avec 
7 administrations sous-cutanées de longs peptides synthétiques 
de 15 à 30  mers avec Polyinosinic-Polycytidylic acid with 
Polylysine and Carboxymethylcellulose (poly-ICLC) (Hiltonol) 
comme adjuvant. Pour chaque patient, entre 13 et 20 néoépi-
topes ont été sélectionnés à partir de la prédiction de liaison aux 
molécules HLA de classe I exprimées. La vaccination a induit une 
réponse T CD4 contre 60 % des néoantigènes, et une réponse T 
CD8 contre 16 % des néoantigènes cibles. Quatre patients sur 6 
n’ont pas présenté de signes de récurrence avec un suivi allant 
jusqu’à 32 mois après vaccination. Deux patients présentant 
toujours des lésions tumorales après vaccination ont répondu à 
un traitement par anti-PD-1 [24].
Dans la troisième étude, 13 patients avec un mélanome avancé, 
dont 5 avec une maladie métastatique évaluable, ont été immu-
nisés avec un vaccin ARN. Pour chaque patient, 10 épitopes mutés 
ont été sélectionnés à partir de la prédiction d’affinité pour les 
molécules HLA de classe I et II. Les ARN synthétiques vaccinaux 
codent chacun pour 5 peptides de 27 mers liés par un linker. Les 
patients ont reçu entre 8 et 20 injections de vaccin administré 
au niveau des ganglions inguinaux. La vaccination a induit une 
réponse T CD4 contre 66 % des néoantigènes, et une réponse T 
CD8 contre 25 % des néoantigènes cibles (analyses par ELISPOT, 
cytokines intracellulaires, multimères). En termes d’activité 
clinique, 2 patients parmi les 5 avec lésions métastatiques ont 
présenté une réponse objective. Une réponse complète a pu être 
obtenue chez un patient évolutif traité par la suite par anti-PD-1. 

À noter une rechute avec mutation de la β2-microglobuline au 
niveau de la tumeur (chez un patient ayant pourtant développé 
une réponse polyépitopique à la fois CD4 et CD8), suggérant que 
la perte de CMH de classe I pourrait représenter un mécanisme 
de résistance [25].
Les deux dernières études confirment la capacité des néoépi-
topes mutés à induire une réponse immune spécifique. Le profil 
de tolérance est très satisfaisant (absence d’auto-immunité) 
et il existe une impression d’activité clinique très encoura-
geante, qui reste à confirmer compte tenu du faible nombre 
de patients et de l’absence de bras contrôle pour les critères 
de progression. On retrouve dans les deux cas une majorité 
de réponse T CD4. Le rôle des CD4 avec le vaccin ARN avait 
déjà été observé en modèle murin [13]. Il est probable que 
les régions sélectionnées contiennent à la fois des épitopes T 
CD4 et CD8 en raison de la présence de clusters épitopiques 
au sein d’une protéine. Le rôle des CD4 reste à préciser : rôle 
helper, activité antitumorale liée à la sécrétion d’IFN-γ  ? Il 
sera également utile de vérifier l’absence de réponse T CD4 
régulatrice associée.

Mécanismes de résistance et limitations 
possibles
Compte tenu de l’hétérogénéité tumorale, notamment à un stade 
avancé, il existe un risque élevé de sélectionner des épitopes 
présents au niveau de certains clones uniquement (épitopes dits 
« sous-clonaux »). La publication de B. M. Carreno va dans ce sens 
avec une majorité de néoépitopes non retrouvés au niveau des 
différents sites lésionnels étudiés [23]. Compte tenu de l’impact 
associé à la présence de néoépitopes sous-clonaux par rapport 
à des néoépitopes clonaux dans la réponse immune [26], il 
conviendra en théorie de favoriser les néoépitopes clonaux ou 
de privilégier un mélange de néoépitopes représentatifs des 
principaux sous-clones, ce qui ajoute une complexité à la méthode 
de sélection des néoépitopes candidats.
La plupart des mutations intervenant de manière aléatoire au 
niveau de gènes de type passenger, la fréquence de néoanti-
gènes mutés partagés entre différentes tumeurs est très faible. 
Il a ainsi été retrouvé que, sur un total de 911 548 néoanti-
gènes mutés, seulement 24 étaient partagés chez au moins 
5 % des patients [11]. Une étude récente ne retrouve, parmi 
3 760 néoantigènes prédits, que 0,42 % présents dans plus 
d’une tumeur [21]. Il convient donc de définir pour chaque 
patient un cocktail de néoépitopes adapté dans une démarche 
purement personnalisée. Il existe donc un délai lié à la prédiction 
des néoépitopes et la production du vaccin, ce qui limite son 
utilisation dans des formes avancées, métastatiques progres-
sives. Une possibilité est de débuter avec un vaccin contenant 
des antigènes tumoraux partagés avant d’y associer le vaccin 
personnalisé [25].
Une limite possible de l’approche est la disponibilité du réper-
toire T disponible chez les patients. Il a ainsi pu être observé que 
le répertoire T de donneurs sains contenait des lymphocytes T 
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reconnaissant des néoantigènes mutés pour lesquels il n’était 
pas retrouvé de lymphocytes  T intratumoraux spécifiques 
dans les tumeurs correspondantes  [27]. Une approche com-
plémentaire réside donc dans le transfert adoptif de cellules T 
génétiquement modifiées et transduites avec un TCR spécifique 
de néoantigène [28].
Un mécanisme de résistance déjà identifié dans l’étude de 
U. Sahin et al. est la perte de CMH par exemple via la perte 
de β2-microglobuline (ce qui induit l’absence d’expression de 
molécules HLA de classe I à la surface de la cellule tumorale) [25]. 
Ce mécanisme a également été identifié dans la résistance 
acquise aux anti-PD-1/PD-L1 [29]. De manière plus subtile, la 
perte d’hétérozygotie des allèles HLA correspondant aux CMH 
présentant les néoépitopes mutés pourrait représenter un 
mécanisme de résistance initiale ou acquise à la vaccination 
basée sur des néoépitopes mutés. Il a ainsi été montré une perte 
d’hétérozygotie des allèles HLA dans 40 % des cas de cancer du 
poumon non à petites cellules, associée à une forte quantité de 
néoantigènes sous-clonaux [30]. Il conviendra donc de vérifier la 
qualité de l’expression du CMH, et même idéalement d’adapter 
le choix des néoépitopes sélectionnés en fonction de l’expression 
du CMH correspondant, dans ce type d’approche thérapeutique.
Enfin, l’immunosuppression associée à la tumeur avancée 
représente un mécanisme de résistance général aux approches 
d’immunothérapie. Il existe dans ce contexte un rationnel solide 
à combiner d’emblée les approches vaccinales à un anti-PD-1/
PD-L1, de manière à inhiber la résistance induite par la réponse 
IFN-γ  [31], voire favoriser une réponse immune de novo et 
l’activation T initiale [32].

Perspectives

Positionnement clinique
La plupart des essais sont réalisés dans un contexte avancé, 
et doivent faire face aux problématiques évoquées ci-dessus : 
forte hétérogénéité tumorale, immunosuppression, perte de 
HLA, etc. Le délai avant administration, lié à la détermination 
des néoépitopes et la phase de production, nécessite soit 
d’utiliser un antigène partagé au début [25], soit de débuter 
un traitement préalable, par exemple par anti-PD-1/PD-L1, 
et de rajouter la vaccination ultérieurement (exemple : étude 
NCT02897765, qui ajoute un vaccin néoépitopique personnalisé 
après 3 mois de traitement par nivolumab dans les cancers du 
poumon, vessie et mélanome). À noter que l’avantage dans 
ce contexte de tumeur avancée est la possibilité d’utiliser des 
biopsies tumorales séquentielles pour évaluer les changements 
en termes d’infiltrat immunitaire suite à la vaccination, en 
plus de la mise en évidence de l’induction d’une réponse 
immunitaire spécifique détectée de manière classique au 
niveau sanguin.
Certains essais se positionnent en situation néoadjuvante 
ou adjuvante. Le cancer du sein de type triple négatif, en 
non-réponse pathologique complète après chimiothérapie 
néoadjuvante, se prête bien à ce type d’approche par 
exemple. Le risque de rechute est en effet important et le 
traitement vaccinal est mis en place dans un contexte de 
maladie résiduelle après traitement conventionnel combinant 
chimiothérapie néoadjuvante, chirurgie et radiothérapie. 
Deux essais de phase  I sont en cours dans ce contexte  : 

TABLEAU I
Principaux essais cliniques en cours

N° d’étude Promoteur Cancer Type de vaccin Positionnement clinique

NCT02897765 Neon Therapeutics Poumon, vessie  
et mélanome

Longs peptides Avancé/métastatique

NCT02035956 BioNTech RNA Pharmaceuticals Mélanome ARN Avancé/métastatique

NCT02316457 Biontech AG Sein triple négatif ARN Adjuvant

NCT01970358 Patrick Ott, MD Mélanome Longs peptides Adjuvant

NCT02427581
Washington University School of 
Medicine

Sein triple négatif Longs peptides Adjuvant

NCT02348320 Sein triple négatif ADN Adjuvant

NCT03122106 Pancréas ADN Après chimiothérapie adjuvante

NCT02600949 MD Anderson Cancer Center Pancréas, colorectal Longs peptides Avancé/métastatique

NCT02721043 Nina Bhardwaj Divers Longs peptides Rémission complète à risque de rechute

NCT02992977 Agenus Inc. Divers Longs peptides Avancé/métastatique,

NCT02933073 UConn Health Ovaire Longs peptides Adjuvant

NCT03068832 Washington University School of 
Medicine

Cérébral (pédiatrie) Longs peptides Rechute/réfractaire

NCT02950766 Patrick Ott, MD Rénal Longs peptides 1re ligne – Vaccination adjuvante  
avec ipilimumab concomitant
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NCT02427581 utilisant de longs peptides synthétiques et 
NCT02348320 utilisant un vaccin ADN. Un essai de vaccination 
incluant néoantigènes et épitopes dérivés de la mésothéline 
vient également de débuter dans le cancer du pancréas après 
chirurgie et chimiothérapie adjuvante (NCT03122106). L’étude 
NCT02933073 prévoit quant à elle l’ajout d’un schéma de 
vaccination personnalisée chez les patientes présentant un 
cancer de l’ovaire de stade III/IV en rémission après traite-
ment standard par chirurgie et chimiothérapie. Il conviendra 
cependant de mettre en place dans le contexte adjuvant des 
groupes contrôles pour démontrer un gain de survie associé. 
L’absence de lésion tumorale biopsiable limite les analyses 
immunologiques au seul niveau sanguin. Néanmoins, il est 
probable que le contexte adjuvant dans les pathologies à fort 
risque de rechute représente le positionnement de choix pour 
les approches vaccinales, utilisées seules ou en combinaison 
avec un anti-PD-1/PD-L1. Les principaux essais en cours sont 
présentés dans le tableau I.

Autres antigènes tumoraux
Pour le moment les études se sont focalisées sur les épitopes 
mutés issus de variants nucléotidiques (Single Nucleotide Variants 
[SNV]) mais d’autres néoantigènes pourraient s’avérer tout à fait 
intéressants, tels ceux liés à des anomalies d’épissage, propres 
à la tumeur, ou associés aux insertions-délétions (indels). Les 
indels pourraient être une source importante de néoantigènes 
et une étude récente de l’équipe de C. Swanton suggère une 
fréquence plus élevée de peptides possédant une forte affinité 
pour le CMH pour les indels comparativement aux SNV. De plus, 
leur probabilité de présence au niveau de gènes suppresseurs 
de tumeurs pourrait également être associée à une plus forte 
probabilité d’obtention d’antigènes partagés [33]. Enfin, la com-
binaison avec les anti-PD-1/PD-L1 remet également en avant la 
possibilité d’utiliser aussi certains antigènes tumoraux de type 
cancer germline [34].

Conclusion
La vaccination à base de néoantigènes spécifiques dans une 
approche de type personnalisée ouvre de nouvelles perspectives 
thérapeutiques en cancérologie. Dans les formes avancées 
métastatiques, la vaccination pourrait soit renforcer la réponse 
aux anti-PD-1/PD-L1, en augmentant la quantité d’effecteurs 
au sein de la tumeur, soit permettre d’induire une réponse T 
antitumorale dans les tumeurs immunologiquement « froides » 
–  caractérisées par l’absence d’infiltrat T –, condition préalable à 
l’activité d’un anti-PD-1/PD-L1. L’une des limites reste dans ce 
contexte l’absence d’expression de certains HLA par les cellules 
tumorales (avec dans ce cas un intérêt plus marqué par exemple 
pour des approches « supra-physiologiques » de type anticorps 
bispécifiques T cell recruiting ou l’utilisation de Chimeric Antigen 
Receptor T-cells (CAR T-cell), qui permettent une activation T non 
CMH-dépendante). Néanmoins, même en l’absence de molécules 
HLA de classe I sur la cellule tumorale, il est possible que les 
lymphocytes T CD4 induits par la vaccination puissent favoriser 
une réponse antitumorale efficace de par la sécrétion d’IFN-γ et 
la stimulation d’autres cellules de l’environnement immun. Cet 
aspect reste assez mal connu et mérite d’être précisé compte tenu 
de l’importance de la réponse T CD4 générée lors des premiers 
essais de vaccination néoépitopique. Enfin, le traitement adjuvant 
représente un positionnement privilégié pour la vaccination, de 
manière à permettre un contrôle au long cours de la maladie 
résiduelle suite à la génération d’une réponse immune mémoire.
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a Hospices Civils de Lyon, Service D’hématologie Clinique, Centre Hospitalier Lyon Sud, Pierre-Bénite, France
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Abstract First generations of cancer vaccines using shared tumour antigens have been asso-

ciated with disappointing clinical results. However, the paradigm shift introduced by immune

checkpoint inhibitors has led to a renewed interest on anti-tumoural vaccination based on

mutation-associated neoantigens. First clinical results are encouraging with some signs of clin-

ical activity associated with induction of a specific immune response. In advanced or metasta-

tic diseases, vaccination may either enhance the response to Programmed cell death 1 (PD-1/-

L1) antagonists by increasing the number of effectors within the tumour or induce an anti-tu-

moural T-cell response in immunologically ‘cold’ tumours. There is also a strong rationale to

use cancer vaccines in an adjuvant setting to induce a long-term control of the residual disease.

Prediction of neoepitopes efficiently presented by Human Leukocyte Antigen (HLA) mole-

cules remains a challenge, as well as identification of clonal neoantigens. Some mechanisms

of resistance are already identified, such as tumour loss of neoepitopes-presenting HLA class

I molecules. In this context, the role of CD4þ T cells induced by different cancer vaccines

should be clarified. Finally, although studies have focused on mutated epitopes corresponding

to single nucleotide variants, other neoantigens could be of strong interest such as those linked

to tumour specific RNA-splicing abnormalities or associated with insertions-deletions.
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1. Towards personalised vaccines

First generation cancer vaccines have shown relatively

disappointing clinical results, with less than 7% objective

clinical responses and an overall clinical benefit rate

estimated around 20% [1]. The use of nonetumour-

specific antigens, which elicit low affinity T-cell response
due to elimination of the most reactive T cells by central

tolerance, is one of the multiple factors that explain

these results. Tumour-specific antigens (neoantigens),

derived from tumour gene mutations or rearrangements,

have been reported to induce stronger immune re-

sponses in the absence of central tolerance [2]. The

abundant literature around mutation-associated neo-

antigens (MANA) together with the paradigm shift
introduced by immune checkpoint inhibitors (ICIs) led

to a renewed interest in the field of cancer vaccines.

Indeed, multiple studies showed a link between clinical

responses to ICIs and tumour mutational burden in

melanoma [3], lung cancer [4] or colorectal cancer [5].

Furthermore, a linear relation was observed between

anti-PD1/-L1 objective response rate and the median

number of coding somatic mutations per megabase of
DNA [6]. Because mutational burden is a reflection of

the quantity of MANA [7], these latter may represent

the main targets of activated T cells after ICI therapy.

2. Neoepitope-based vaccines: current challenges

2.1. Neoepitope selection

The identification of neoepitopes relies on different

steps. First, a precise detection of tumour somatic mu-

tations is performed by combined whole exome

sequencing of tumour and normal cells [8]. A matched

RNA expression analysis (such as RNA sequencing) of
tumour cells is added to select expressed mutations.

Prediction softwares are then used to identify potential

neoepitopes with a high affinity for the individual’s

major histocompatibility complex molecules (MHCs)

[9]. However, classical algorithms have a limited pre-

dictive value as they do not take into account the

different steps of epitope processing. Moreover, the af-

finity threshold needed to elicit a cytotoxic T-cell
response has been mostly validated on viral epitopes and

may not be adapted for mutated self-peptides [10]. In a

set of 448 potential CD8-T-cell epitopes identified in a

patient with melanoma, van Rooij et al.[11] found that

less than 1% were effectively recognised by the patient’s

T cells. The positive predictive value of such tools is,

therefore, pretty low and different additional steps (such

as proteasome cleavage/TAP transport predictions or
self-proteins cross-reactivity verification) can be added

to the prediction [12,13]. Recently, a quality-control step

considering the probability of recognition of a neo-

epitope by a T-cell receptor has been proposed, using a

model based on sequence similarity with that of known

antigens [14]. It is also possible to verify predicted epi-

topes’ MHC affinity by binding assay or to test their

immunogenicity by in vitro stimulation assays.

The fact that a majority of predicted class I epitopes

may not be effectively presented by MHC class I mol-

ecules on tumour cells remains a major concern. A

validation step has been added by some authors, using
mass spectrometry for identification of peptides eluted

from tumour MHC class I molecules [15]. The sensitivity

of such approach is, however, limited to neoepitopes

with relatively high expression, preventing the detection

of less abundant but still immunogenic peptides [16].

The optimisation of MHC class II neoepitopes predic-

tion is another challenge (MHC class II epitopes

harbour a high diversity with variables sizes rendering
prediction more complicated than for MHC class I

epitopes), considering the potential role of CD4þ T-cell

response after neoepitope-based vaccine [17,18].

2.2. Formulation

Different formulations or antigen sources currently

exist. DNA vaccines consist in transfecting a DNA

sequence encoding for the neoepitopes of interest.

Although unmethylated CG-rich DNA was supposed to
provide an immune adjuvant by Toll-like receptor

(TLR) stimulation, poor immunogenicity and clinical

activity were observed [19]. In the opposite, RNA vac-

cines harbour a convincing profile with a potential

adjuvant effect (by TLR 7/8 stimulation) and multiple

epitope encoding possibility [20]. However, this TLR

stimulation precludes the combination with other adju-

vants. Conversely, peptide-based vaccine can be com-
bined with any adjuvant. Of note, the diversity of

possible adjuvants has already been reviewed elsewhere

and is beyond the scope of this article [2,21]. As single

peptide formulation is associated with a higher risk of

immune escape, multipeptides approaches are usually

developed [22]. With their potential to stimulate both

CD4þ and CD8þ T-cell response, long peptides (20e30

mer) are indeed being more and more considered [23].
Other formulations such as viral vectors, ex vivoegen-

erated dendritic cells or whole cell have also being

developed. The impressive results obtained in infectious

diseases with viral vectors, eliciting a strong cytotoxic T-

cell response in terms of quality and number, merit a

particular attention [24]. Considering the importance of

T-cell numbers in clinical responses after adoptive T-cell

therapies, there is no doubt that vectors inducing a
higher number of effector T cells compared to peptides

or mRNA approaches would be of a great interest.

2.3. Tumour heterogeneity

Given tumour heterogeneity, especially at an advanced

stage, there is a high risk of selecting epitopes present in
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certain tumour clones only (‘subclonal’ epitopes). In

Carreno’s study, a majority of the identified neoepitopes

were not found at the different tumour sites [25].

Assigning a clonal (shared by all the tumour clones) or

subclonal (specific to a subclone) status to a mutation

remains difficult and requires data of excellent quality.

Moreover, as they do not confer any survival advan-

tages, passenger mutations could be lost without any
counterpart for tumour cells.

As most mutations occur randomly in passenger-type

genes, the frequency of mutated neoantigens shared

between different tumours is very low. It was found that

out of a total of 911,548 mutated neoantigens, only 24

were shared in at least 5% of patients [7]. A recent study

found that, among 3760 predicted neoantigens, only

0.42% were found in more than one tumour [13]. It is,
therefore, necessary to define for each patient a panel of

neoepitopes in a purely personalised approach.

Considering the impact of the presence of clonal versus

subclonal neoepitopes in the quality of the anti-tumour

immune response [26], it will theoretically be appro-

priate to favour clonal neoepitopes or a mixture of

neoepitopes representative of the main subclones, pri-

oritising when possible neoepitopes derived from driver
mutations, which adds complexity to the neoepitopes

selection method. The delay related to this complex

process of production may be an issue for the use in

advanced progressive diseases. One possibility is to start

with a vaccine containing shared tumour antigens before

combining the personalised vaccine [27].

2.4. Mechanisms of resistance

A possible limitation of this approach is the availability

of the patient’s T repertoire. It was observed that the T-

cell repertoire of healthy donors contained T cells rec-

ognising MANA for which specific intra-tumour T
lymphocytes were not found in the corresponding tu-

mours [28].

A resistance mechanism already identified in Sahin’s

study is theb2-microglobulin loss leading to the absence of

MHC class I molecules on tumour cells [27]. This mech-

anism has also been identified in acquired resistance to

PD1/-L1 antagonists [29]. More subtly, the loss of het-

erozygosity (LOH) of HLA alleles corresponding to
MHCs presenting mutated neoepitopes could represent

an initial or acquired resistance mechanism. HLA LOH

has been shown in 40% of non-small cell lung cancers and

is associatedwith a large amount of subclonal neoantigens

[30]. It will, therefore, be necessary to verify the quality of

MHC expression and ideally to select neoepitopes in

accordance with the corresponding MHC expression.

Optimisation of high affinity MHC class II neoepitopes
prediction will also help mounting a diversified response

by adding CD4þ T-cell anti-tumoural effects.

Finally, advanced tumour-associated immunosup-

pression represents a general resistance mechanism to

immunotherapy. In this context, there is a strong ratio-

nale for combining vaccine approaches with anti-PD-1/-

L1 from the outset, so as to inhibit the resistance

induced by IFN-g response [31] or even favour a de novo

immune response and initial T-cell activation [32].

3. Perspectives

3.1. Addition of other tumour antigens

Although ongoing studies have focused on mutated
epitopes corresponding to single nucleotide variants

(SNVs), other neoantigens could be of great interest

such as those derived from tumour specific RNA

splicing abnormalities [33] or from insertions-deletions

(indels). Indels could be a major source of neo-

antigens, and a recent study suggests a higher frequency

of epitopes with high MHC affinity for epitopes derived

from indels compared with SNVs. In addition, the
localisation of indels in tumour suppressor genes could

also be associated with a higher probability of obtaining

shared antigens [34]. The combination with PD-1/-L1

antagonists also highlights the possibility of using

some cancer germline antigens [35].

3.2. Improving T-cell response

Targetingmultiple neoepitopes, togetherwith stimulating
a CD4þ T-cell response, is a promising way to induce an

efficient immune response against the tumour. Sahin et al

[27]. reported the feasibility and immunogenicity of an

mRNA-based vaccine targeting multiple selected neo-

epitopes in melanoma. Responses were detected against

60% of the predicted neoepitopes, with 57% of isolated

CD4þ, 17% of CD8þ and 26% of combined CD4þ and

CD8þ responses. Ott et al. [36] also demonstrated the
immunogenicity and feasibility of a vaccine that targets

up to 20 predicted neoantigens in patients with mela-

noma. Using long synthetic 15e30 mer peptides with

polyinosinic:polycytidylic acid and poly-L-lysine double-

stranded RNA (poly-ICLC) (Hiltonol) as an adjuvant

injected subcutaneously, the authors reported both

CD4þ and CD8þ T-cell responses, respectively targeting

60% and 16% of the vaccine neoantigens. These results
underline the importance of the CD4þ T cells in sup-

porting CD8þ response and providing additional anti-

tumoural effects. Of note, CD8þ T-cell response was

evaluated after 2 weeks of in vitro restimulation in Ott’s

study. Thus, it is not possible to conclude that the vaccine

really induced a specific response in patients because an

in vitro priming against the tested antigens cannot be

formally excluded. Still, four of six vaccinated patients
had no recurrence 25 months after vaccination. The two

others with recurrent diseases were successfully treated

with anti-PD-1 therapy inducing a complete tumour

regression.
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Combination of cancer vaccine with ICI can also help

improving T-cell response by promoting T-cell activation

and epitope spreading [37,38]. In Sahin’s study, the only

complete response was observed in combination with

PD1 blockade [27]. Several studies are currently under-

way based on this scheme; for instance, NCT02897765

study adds a personalised vaccine after 3 months of

nivolumab in different types of cancers. The advantage
in this context of advanced disease is the possibility of

performing sequential tumour biopsies to evaluate

changes in the immune infiltrate after vaccination, in

addition to demonstrate the induction of a specific im-

mune response detected in blood. Furthermore, neo-

epitope-based vaccines could be an interesting approach

in combination with ICIs for diseases with low or no

response to ICIs alone despite a significant mutational
burden. This is the case for microsatellite stable colo-

rectal cancer, where response to immunotherapeutic

approaches (eg T-cell recruiting bispecific antibody with

atezolizumab) have shown clinical responses in favour of

a functional immune system [39]. This may represent an

interesting proof of concept of efficacy.

Depleting the immunosuppressive milieu (by using

cyclophosphamide for regulatory T-cell depletion or
gemcitabine for myeloid-derived suppressor cells) or

promoting T-cell expansion by the use of cytokines such

as IL-7 are other ways for improving T-cell response

[40,41].

Finally, combination of different immunotherapies

will probably be required to eradicate advanced tumours.

Moynihan et al. evaluated in a murine syngeneic tumour

model, a combination including a tumour-targeting

antibody, recombinant IL-2, anti-PD-1 antibody and

specific vaccine [42]. This combination induced tumour

infiltration of both innate and adaptive immune cells,

mediating a strong anti-tumoural effect with eradication
of large established tumours. Although the tolerability of

such combination must be confirmed in humans, it

makes no doubt that enhancing the vaccinal response by

different simultaneous ways is a promising approach.

3.3. Optimisation of the timing of vaccination

Most of studies have used cancer vaccines in an

advanced or metastatic setting. Considering the risk of

higher immunosuppression and of higher resistance

associated to clonal heterogeneity in case of high

tumour burden, it has been suggested that cancer

vaccination should be used in an adjuvant setting in a
context of low residual disease [1]. Vaccination could be

also used in a neoadjuvant setting. In this context, it has

been shown in murine models that T-cell stimulation by

ICI was more efficient in preventing metastasis when

applied before tumour resection [43]. In fact, more and

more studies are currently being performed in an adju-

vant situation (Table 1). Triple negative breast cancer, in

Table 1
Ongoing recruiting studies using neoepitopes for personalised therapeutic vaccine.

Study number Promotor Cancer Vaccine type Position

NCT02301611 Cancer Insight, LLC Melanoma DC Adjuvant

NCT02348320 Washington University School of

Medicine

Breast (TN) DNA Adjuvant

NCT02600949 M.D. Anderson Cancer Center Pancreatic, colorectal Long peptide Advanced/metastatic

NCT02721043 Nina Bhardwaj, Icahn School of Medicine

at Mount Sinai

Solid tumours Long peptide Adjuvant

NCT02808364 Guangdong 999 Brain Hospital Glioblastoma DC Adjuvant

NCT02808416 Guangdong 999 Brain Hospital Solid tumours with brain metastases DC Adjuvant

NCT02933073 UConn Health Ovarian Long peptide Neoadjuvant or adjuvant

NCT02956551 Sichuan University Carcinoma, non-small cell lung DC Advanced/metastatic

NCT02933073 UConn Health Ovarian Long peptide Adjuvant

NCT03122106 Washington University School of

Medicine

Pancreatic DNA Adjuvant

NCT03289962 Genentech, Inc. Melanoma, non-small cell lung, bladder,

colorectal, breast (TN), renal, head and

neck

RNA Advanced/metastatic

NCT03480152 National Cancer Institute (NCI) Melanoma, colon, gastrointestinal,

genitourinary, hepatocellular

RNA Advanced/metastatic

NCT03552718 NantBioScience, Inc. Colorectal, breast, head and neck,

melanoma, non-small cell lung,

pancreatic, liver

DC Adjuvant

NCT03633110 Genocea Biosciences, Inc. Melanoma, non-small cell lung, head and

neck, urothelial carcinoma, renal cell

carcinoma

Long peptide Adjuvant

NCT03558945 Changhai Hospital Pancreatic NA Adjuvant

NCT03645148 Zhejiang Provincial People’s Hospital and

Hangzhou Neoantigen Therapeutics Co.,

Ltd

Pancreatic Long peptide Advanced/metastatic

DC: dendritic cells, NA: not available, TN: triple negative
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non-complete pathological response following neo-

adjuvant chemotherapy, is well suited to this type of

approach. The risk of relapse is high, and the vaccine is

set up in a context of low tumoural mass after conven-

tional treatment combining neoadjuvant chemotherapy,

surgery and radiotherapy. Several phase I trials are

underway in this context, such as NCT02348320 study.

It will be necessary to set up control groups in this
setting to demonstrate a benefit in terms of survival.

Furthermore, the absence of biopsy-accessible tumours

restrains the immunological analyses to the blood level.

Nevertheless, it is likely that the adjuvant setting in

pathologies at high risk of relapse represents a posi-

tioning of choice for vaccine approaches, used alone or

in combination with an anti-PD-1/-L1.

4. Conclusion

Vaccination based on specific neoantigens in a person-

alised approach opens new therapeutic perspectives in

oncology. Recent studies have indeed provided a clinical

proof of concept in melanoma [25,36]. Immunogenicity is,

however, too often considered as a surrogate marker of

efficacy, and objective responses remain low. In advanced
metastatic diseases, vaccination may either enhance the

response to PD-1/-L1 antagonists by increasing the num-

ber of effectors within the tumour or induce an anti-

tumoural T response in immunologically ‘cold’ tumours

(characterised by the absence of T infiltration), a prereq-

uisite for the activity of ananti-PD-1/-L1.The lackofHLA

class I expression by tumour cells represent an important

limitation of this approach. Nevertheless, CD4þ T cells
induced by vaccination may promote an effective anti-

tumoural response by interferon-g secretion and stimula-

tion of other cells from the immune environment. This

aspect is barely known and needs to be clarified given the

importance of the CD4þ T-cell response generated during

the first neoepitope-based vaccination trials [17]. Finally,

adjuvant therapy represents a privileged positioning for

vaccination, so as to allow long-term control of residual
disease following the generation of an immune response.
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Haanen J. Evolving synergistic combinations of targeted immu-

notherapies to combat cancer. Nat Rev Cancer 2015;15:457e72.

https://doi.org/10.1038/nrc3973.

[39] Argilés G, Saro J, Segal NH, Melero I, Ros W, Marabelle A, et al.

LBA-004Novel carcinoembryonic antigen T-cell bispecific (CEA-

TCB) antibody: preliminary clinical data as a single agent and in

combination with atezolizumab in patients with metastatic colo-

rectal cancer (mCRC). Ann Oncol 2017;28. https:

//doi.org/10.1093/annonc/mdx302.003.

[40] Le DT, Jaffee EM. Regulatory T cell modulation using cyclo-

phosphamide in vaccine approaches: a current perspective.

Cancer Res 2012;72:3439e44. https://doi.org/10.1158/0008-

5472.CAN-11-3912.

[41] Lee S, Margolin K. Cytokines in cancer immunotherapy. Cancers

2011;3:3856e93. https://doi.org/10.3390/cancers3043856.

[42] Moynihan KD, Opel CF, Szeto GL, Tzeng A, Zhu EF,

Engreitz JM, et al. Eradication of large established tumors in mice

by combination immunotherapy that engages innate and adaptive

immune responses. Nat Med 2016;22:1402e10. https:

//doi.org/10.1038/nm.4200.

[43] Liu J, Blake SJ, Yong MCR, Harjunpää H, Ngiow SF, Takeda K,
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 Résumé

Les lymphocytes T à récepteur antigénique chimérique (CAR-T) ont démontré une efficacité remar-
quable dans certaines hémopathies malignes, notamment la leucémie aiguë lymphoblastique B 
et les lymphomes B pour les CAR anti-CD19. Les données dans les tumeurs solides restent quant 
à elles plutôt décevantes avec tout au plus quelques stabilisations et de rares réponses objectives 
observées. Ce manque d’efficacité peut être expliqué par différents facteurs : absence de cible 
spécifique (et donc risque accru de toxicité) et hétérogénéité d’expression, microenvironnement 
immunosuppresseur, homing insuffisant et faible pénétration intra-tumorale, défaut de persis-
tance des CAR-T. De nombreuses approches sont actuellement envisagées pour contrecarrer ces 
différents mécanismes de résistance : construction de CAR bispécifiques ou utilisation de gates 
logiques, combinaison avec des inhibiteurs d’immune checkpoint ou CAR-T rendus insensibles aux 
molécules immunosuppressives, ajout de récepteurs de chémokines ou d’enzyme, combinaison 
avec un virus oncolytique, administration intra-tumorale, sélection de sous-populations mémoires 
et développement de CAR-T « armés » sécrétant des cytokines type IL-12, -15 ou -18. L’élabo-
ration de CAR-T de dernière génération optimisés devrait à terme permettre de répondre à un 
besoin thérapeutique majeur notamment dans les tumeurs immunologiquement froides et/ou 
n’exprimant pas les molécules de CMH de classe I. 

 Abstract

Development of CAR T-cells in solid tumors: challenges and perspectives

While Chimeric Antigen Receptor (CAR) T-cells have shown outstanding results in some hemato-
logic malignancies, studies in solid tumors are less encouraging with poor response rates. Seve-
ral factors can account for this lack of efficiency in solid tumors: heterogeneous expression or 
absence of specific target antigen (and so higher risk of toxicity), immunosuppressive microen-
vironment, homing and tumoral trafficking issues or lack of CAR T-cell persistence. Different 
approaches can be considered to overcome these resistance mechanisms: bispecific CARs, use of 
logic gates, combination with immune checkpoint inhibitors, engineered CAR T-cells resistant to 

Mots clés
CAR
Tumeurs solides
Cible
Immunosuppression
Combinaison
Optimisation

Keywords
CAR
Solid tumors
Target
Immunosuppression
Combination
Optimization
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 immunosuppressive molecules, addition of chemokines or enzymes, combination with oncolytic 
virus, intra-tumoral administration, selection of memory T cell subpopulations and development 
of armored CAR T-cells secreting cytokines such as IL-12, -15 or -18. Last generation optimized 
CAR T-cell design should thus improve therapeutic efficiency. CAR-T cells may represent in a near 
future a therapeutic breakthrough also in solid tumors, especially in cold tumors and/or tumors 
lacking MHC class I expression.

Cet article fait partie du numéro supplément CAR-T Cells réalisé avec le soutien institutionnel des 
partenaires Gilead et Celgene.

Introduction
Les CAR-T représentent sans aucun doute une avancée théra-
peutique majeure dans les hémopathies malignes. Les CAR-T de 
seconde génération (Figure 1) dirigés contre le CD19 ont ainsi 
démontré une activité remarquable dans la leucémie aiguë 
lymphoblastique B (LAL) et les lymphomes B. Le tisagenlecleucel 
(Kymriah, Novartis) a été approuvé par la FDA en août 2017 dans 
la LAL B en rechute de l’enfant et sujet jeune avec des taux de 
réponses complètes (RC) de 70-90 % [1]. L’axicabtagene ciloleu-
cel (Yescarta, Kite Pharma) a été approuvé dans les lymphomes 

malins non hodgkiniens à grandes cellules de phénotype B en 
rechute en octobre 2017 avec des taux de RC de l’ordre de 55 % 
[2]. Les CAR-T anti-BCMA donnent également des résultats très 
prometteurs dans le myélome multiple [3]. En revanche, les 
premiers résultats obtenus avec des CAR-T dans les tumeurs 
solides apparaissent nettement moins spectaculaires. Nous 
présenterons ici les principaux résultats obtenus dans les tumeurs 
solides. Nous analyserons les principaux obstacles expliquant les 
limites d’activité des CAR-T dans ce contexte et les différentes 
solutions possibles pour les contourner.

FIGURE 1
Principes de construction des CAR.
Les CAR (« Chimeric Antigen Receptors ») correspondent à des protéines de fusion comprenant un domaine extracellulaire consistant en un fragment d’anticorps (scFV) 
reconnaissant un antigène membranaire cible présent sur la cellule tumorale, associé à un domaine intracellulaire provenant de protéines de signalisation  
des lymphocytes T. 
La 1re génération de CAR comprenait uniquement CD3ζ. Un domaine de co-stimulation (CD28 ou 4-1BB) a été fusionné au CD3ζ dans les CAR de 2nde génération.  
La 3e génération comprend deux domaines de co-stimulation liés à CD3ζ.

CAR 1re génération

scFV

Linker

VH

VL

CD3ζ

CD28
CD28

+
4-1BB

4-1BBou

Hinge

2e génération 3e génération
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CAR dirigé contre la mésothéline
La mésothéline est un antigène tumoral présent au niveau 
du mésothéliome pleural, des cancers du pancréas et ovaire. 
Compte tenu d’une expression également partagée par le péri-
toine, la plèvre et le péricarde, le premier CAR-T évalué dans ce 
contexte a été construit pour avoir une expression transitoire par 
transfection ARN sans lymphodéplétion préalable [4]. Le profil 
de tolérance était satisfaisant en dehors d’une réaction anaphy-
lactique à l’encontre du scFv murin utilisé dans la construction, 
favorisée ici par un schéma d’administration répété. D’autres 
essais ont ensuite été mis en place dans les cancers du pancréas 
et de l’ovaire utilisant un CAR classique de seconde génération 
(toujours avec scFv murin). Seules des stabilisations ont pu être 
observées, sans aucune réponse objective [5].

CAR dirigé contre CEA
Quatre essais de phase I évaluant un CAR dirigé contre la pro-
téine CEA dans les tumeurs hépatiques et digestives ont été 
rapportés [6,7]. Le profil de tolérance apparaît satisfaisant mais 
on note l’absence d’expansion durable des CAR-T injectés (CAR 
de seconde génération CD3ζ / CD28 dans l’étude de Zhang). 
Des stabilisations de la maladie (SD) ont pu être observées, sans 
réponse objective.

CAR dirigé contre EGFR et variants
Deux essais chinois ont évalués un CAR dirigé contre le récepteur 
à l’EGF (EGFR) natif dans les cancers des voies biliaires [8] et le 
cancer du poumon non à petites cellules [9], montrant dans le 
premier cas une RC et 10 SD sur 17 patients évalués, et dans le 
second 2 réponses partielles (RP) et 5 SD sur 11 patients éva-
lués. Le profil de tolérance semble acceptable avec une toxicité 
cutanéo-muqueuse n’excédant pas le grade 1/2. 
EGFRvIII est une forme mutée d’EGFR communément associée 
au glioblastome. Une étude a ainsi évalué un CAR de seconde 
génération (CD3ζ / 4-1BB) anti-EGFRvIII dans le glioblastome en 
rechute [10]. Le profil de tolérance était satisfaisant. Une mala-
die résiduelle stable pendant 18 mois a été rapportée chez un 
patient sur les 10 traités, avec une expansion transitoire des CAR-T 
détectable dans le sang. La présence de CAR-T dans la tumeur a 
été mise en évidence chez sept patients ayant bénéficié d’une 
chirurgie après l’infusion. Cette infiltration était associée à une perte 
d’expression de la cible chez cinq patients, soulignant le problème 
d’hétérogénéité d’expression antigénique dans la tumeur.

CAR dirigé contre HER2
Le premier essai mené par le NCI évaluant un CAR de troisième 
génération (CD28/4-1BB/CD3ζ) avec un scFv de forte affinité 
dérivé de l’Herceptine a dû être stoppé suite au décès d’un 
patient atteint d’un cancer colique ayant présenté une détresse 
respiratoire associée à la présence du CAR-T dans le poumon, 
en lien avec un faible niveau d’expression de HER2 dans le tissu 
pulmonaire [11]. Un autre essai a évalué des doses plus faibles de 
CAR-T possédant un scFv de plus faible affinité dans le sarcome, 
montrant un profil de tolérance satisfaisant mais une activité 
clinique modeste [12]. Un essai a également évalué des CAR-T 

anti-HER2 administrés IV sans lymphodéplétion préalable chez 
17 patients présentant un glioblastome HER2-positif en rechute. 
Sur 16 patients évaluables, un patient a présenté une RP et 7 
une SD avec une bonne tolérance globale [13].

CAR dirigé contre PSMA
PSMA est une protéine membranaire surexprimée dans le cancer 
de la prostate par la plupart des cellules tumorales et par les 
néo-vaisseaux, suggérant un effet anti-angiogénique ajouté à 
l’effet anti-tumoral direct d’un CAR-T dirigé contre PSMA. Deux 
CAR-T de seconde génération anti-PSMA (CD3ζ / CD28) ont été 
évalués en phase I. Dans l’essai du MSKCC une SD de 6 mois a pu 
être obtenue chez 2 patients sur 4 [14]. L’étude du Roger William 
Medical Center a mis en évidence 2 RP sur 5 patients évalués. 
La réponse était associée à un taux plasmatique d’IL-2 plus 
élevé [15]. Ces résultats justifient la poursuite d’essais cliniques 
évaluant des CAR optimisés ciblant PSMA (essai NCT03089203 
par exemple). 

CAR dirigé contre IL-13Rα
IL-13Rα est surexprimé dans la moitié des glioblastomes avec 
une expression faible dans le tissu cérébral normal. Une première 
publication montrait la tolérance satisfaisante de l’injection 
intracrânienne de CAR-T dirigés contre IL-13Rα avec 2 patients 
présentant des signes de réponse à l’IRM [16]. Un patient en 
rémission après injections intracrâniennes répétées de CAR-T 
dirigés contre IL-13Rα a été rapporté dans le New England Journal 
of Medicine. À noter qu’une augmentation concordante des 
cellules immunitaires et de différentes cytokines était observée 
dans le liquide céphalorachidien [17]. 

CAR dirigé contre GD2
GD2 est un disialoganglioside surexprimé par les tumeurs d’ori-
gine neuro-ectodermique notamment le neuroblastome. Un CAR 
de première génération a été évalué chez 19 patients atteints 
de neuroblastome et a permis l’obtention de 3 RC et 1 RP [18]. 
Une étude de phase I d’escalade de doses évaluant un CAR de 
dernière génération a été rapportée à l’AACR 2018. Les premiers 
paliers montraient l’absence de réponse, en lien avec l’absence 
d’expansion des CAR-T injectés. Au dernier palier testé (1×108 
cellules/m2), une réponse transitoire a pu être observée [19].

CAR dirigé contre glypican 3
Glypican-3 est un protéoglycane de surface surexprimé dans 
le carcinome hépatocellulaire. Un CAR de troisième génération 
anti-glypican 3 a été évalué au Renji Hospital. Les patients qui 
n’ont pas reçu de lymphodéplétion préalable ont progressé alors 
qu’une réponse objective et 3 SD prolongées ont été observées 
parmi les 6 patients qui ont reçu une lymphodéplétion [20]. 

Autres CAR
D’autres essais sont en cours avec des CAR dirigés contre CD70, 
CD 171 (L-1 CAM) dans le neuroblastome, claudine 18 dans les 
cancer du pancréas et de l’estomac, EPCAM, EPHA2, FAP, LMP1 
dans le carcinome indifférencié du nasopharynx lié à l’EBV, 
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MUC1, MUC16, PD-L1, PSCA dans le pancréas, ROR1, TAG-72 dans 
le cancer colorectal, etc. Les résultats cliniques restent attendus. 

Facteurs limitant l’efficacité des CAR-T 
dans les tumeurs solides
Comme le montrent les différentes études mentionnées plus 
haut, les CAR-T ont pour l’instant donné des résultats beaucoup 
moins satisfaisants dans les tumeurs solides que dans les hémo-
pathies, avec quelques stabilisations et très peu de réponses 
objectives. Différents facteurs, détaillés ci-dessous, se combinent 
dans les tumeurs solides pour expliquer cette relative inefficacité 
des CAR-T « classiques ». 

Absence d’antigènes membranaires spécifiques 
et hétérogénéité d’expression
L’origine myélo-sanguine permet d’utiliser dans les hémopathies 
des antigènes d’expression restreinte tels que CD19, CD20, 
CD22, CD123, CLL1, BCMA, etc. Les cibles membranaires dans 
les tumeurs solides sont souvent surexprimées par la tumeur 
mais retrouvées également dans différents tissus sains parfois 
critiques. Si le différentiel d’expression permet un niveau de 
sélectivité tumorale suffisant pour des approches anticorps 
classiques ou même armés, un niveau d’expression même faible 
par un tissu sain peut être à l’origine d’une toxicité rédhibitoire 
avec un CAR optimisé. L’expression faible de HER2 par le tissu 
pulmonaire explique ainsi la toxicité observée avec un CAR de 
forte affinité dérivé de l’Herceptine [11].
Une autre problématique liée à la cible est l’hétérogénéité 
d’expression avec la sélection des clones tumoraux n’exprimant 
pas l’antigène d’intérêt (mécanisme de résistance mis en évi-
dence en hématologie avec CD19 malgré une expression forte 
et homogène au départ). Il paraît ainsi nécessaire de combiner 
différentes spécificités. De telles combinaisons sont ainsi envisa-
gées dans le glioblastome compte tenu des limitations observées 
avec un CAR ciblant uniquement EGFRvIII [10]. 

Immunosuppression associée 
au microenvironnement tumoral
Le microenvironnement tumoral est caractérisé par la présence 
de cellules immunosuppressives comprenant notamment 
des cellules T régulatrices, des cellules suppressives d’origine 
myéloïde (MDSCs) et des macrophages M2. Ces différentes 
populations cellulaires et les cytokines sécrétées, comme le 
TGF-β et l’IL-10, contribuent à réduire l’activité des CAR-T qui 
arriveraient au sein de cet environnement hostile du point de 
vue immunitaire [21]. 
À cela s’ajoute l’expression de différents immune checkpoints 
négatifs (PD-L1, IDO, TIM3, LAG3, etc.) présents de manière 
constitutive ou induite [22]. Une éventuelle activation des CAR-T 
avec production d’IFN-γ favorisera ainsi l’expression de PD-L1 ou 
IDO au sein de la tumeur, ce qui viendra limiter l’efficacité dans 
le temps des CAR-T injectés. 
D’autres facteurs inhibiteurs sont présents dans les tumeurs 
solides, associés à l’hypoxie, le manque de nutriments, un pH 
acide ou la présence d’acide lactique [23]. 

Problèmes de homing et d’accès au site tumoral 
des CAR-T
Alors que la pénétration des CAR-T dans la moelle osseuse et 
les ganglions semble satisfaisante, leur pénétration dans les 
tumeurs solides semble plus compliquée en raison des barrières 
physiques et biochimiques mises en place. Le trafic des lympho-
cytes T jusqu’au site tumoral correspond en fait à un processus 
dynamique mettant en jeu un réseau complexe d’interactions. 
Les récepteurs aux chémokines exprimés par les CAR-T doivent 
correspondre aux chémokines sécrétées par la tumeur. Il a ainsi 
été montré qu’une inadéquation entre les chémokines et les 
récepteurs était impliquée dans le faible recrutement des CAR-T 
au niveau du site tumoral. De nombreuses tumeurs sécrètent en 
effet soit peu de chémokines soit des chémokines pour lesquelles 
les lymphocytes T effecteurs n’expriment pas le récepteur cor-
respondant [21]. L’endothélium tumoral représente également 
une barrière à l’infiltration des cellules T. Une bonne pénétration 
dans la tumeur nécessite donc que les cellules T et l’endothélium 
expriment les molécules et les récepteurs d’adhésion adéquats. 
Durant le processus d’extravasation, les lymphocytes T dégradent 
des composantes de la membrane basale sous-endothéliale et 
de la matrice extra-cellulaire, dont les héparanes sulfates. Les 
CAR-T doivent ainsi libérer l’héparanase pour accéder aux cellules 
tumorales. Un déficit en héparanase a été associé à une dimi-
nution de l’activité anti-tumorale des CAR-T dans des modèles 
tumoraux possédant un stroma dense [24].

Absence de persistance des CAR-T
Un faible niveau de persistance des CAR-T a été observé dans les 
tumeurs solides comparativement à ce qui a pu être décrit avec 
les CAR-T autologues dirigés contre CD19 dans les hémopathies 
lymphoïdes. La persistance de CAR-T à des niveaux significatifs 
dépend des capacités d’expansion initiale d’une part et de la 
présence de cellules de phénotype mémoire central d’autre part. 
Ainsi, une faible présence de cellules mémoires de type « central 
memory » (TCM) ou « stem cell-like memory » (TSCM) au sein des 
CAR-T injectés, un environnement immunosuppresseur peu propice 
à la survie des CAR-T, la difficulté d’accès aux cellules tumorales 
exprimant l’antigène nécessaire à l’activation et l’expansion des 
CAR-T, ou encore l’immunogénicité de la construction du CAR, sont 
autant de facteurs pouvant limiter la persistance [25]. 

Approches destinées à augmenter 
l’efficacité des CAR-T dans les tumeurs 
solides (Tableau 2)

Stratégies destinées à pallier à l’absence de cible 
spécifique exprimée de manière homogène
Compte tenu de l’absence de cible réellement spécifique et de 
l’hétérogénéité d’expression des antigènes dans les tumeurs 
solides, une possibilité théorique est de discriminer les cellules 
tumorales des cellules saines à partir d’une combinatoire 
d’antigènes. Ceci a amené à développer des constructions de 
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CAR s’articulant autour de circuits logiques booléens, avec le 
développement de « gates » AND, NOT et OR (Figure 2). Dans 
le cas de la « gate AND », l’activation n’a lieu qu’en cas de 
reconnaissance de 2 cibles A et B de manière simultanée. Une 
première approche a consisté à séparer le signal CD3ζ et le 
signal de co-stimulation sur 2 récepteurs chimériques différents 
exprimés dans la même cellule T [26]. Une autre approche repose 
sur l’utilisation d’un récepteur Notch synthétique (synNotch). La 
fixation à un premier antigène A induit le clivage du domaine 
Notch contenant un activateur transciptionnel qui est transloqué 
au noyau. Ce signal active la transcription du CAR se liant à l’anti-
gène B pour induire l’activité cytotoxique du CAR [27]. Dans le cas 
d’une « gate NOT », il y a combinaison entre un récepteur CAR 
activateur reconnaissant A et un récepteur CAR inhibiteur (dont la 
région intracellulaire est dérivée d’un récepteur inhibiteur comme 
PD-1 ou CTLA-4) reconnaissant B (antigène exprimé par une 

cellule normale). Le lymphocyte T s’activera uniquement en cas 
de fixation à l’antigène A, protégeant ainsi les cellules normales 
exprimant B. Enfin, dans une « gate OR », le lymphocyte T possède 
2 récepteurs CAR reconnaissant A et B, permettant à la cellule T 
de s’activer en cas de reconnaissance de A et/ou de B, ce qui 
permet de contrecarrer la résistance liée à l’absence d’expression 
d’une cible en cas d’hétérogénéité tumorale.

Stratégies pour contrecarrer les mécanismes 
immunosuppresseurs

Combinaison avec un immune checkpoint inhibiteur 
et construction de CAR-T insensibles à PD-L1
Il existe un rationnel solide pour associer les CAR-T avec un 
inhibiteur de checkpoint type anti-PD1/-L1. Les tumeurs solides 
vont, en effet, (i) soit exprimer d’emblée PD-L1 au niveau des 

FIGURE 2
Principe de fonctionnement des « gates » logiques.
Le lymphocyte T exprime deux récepteurs différents : l’un spécifique d’un antigène A, l’autre d’un antigène B. 
Gate « AND » : Le signal d’activation n’est déclenché qu’en cas de reconnaissance concomitante des deux antigènes A et B ;
Gate « OR » : Le signal d’activation est transmis en cas de reconnaissance de l’antigène A, de B ou des deux.
Gate « NOT » : Le signal d’activation est transmis en cas de reconnaissance de l’antigène A, mais pas en cas de reconnaissance de B (signal inhibiteur).

« GATE A AND B »

A A AA + B A + B A + BB B B

« GATE A OR B » « GATE A NOT B »

Pas d’activation Pas d’activationActivation Activation Activation

TABLEAU 2
Facteurs limitant l’efficacité des CAR-T dans les tumeurs solides et solutions proposées.

Facteurs limitants Stratégies proposées

Absence de cible spécifique / Hétérogénéité d’expression des cibles – CAR bispécifiques
– « Gates » logiques (AND, NOT et OR)

Immunosuppression – Combinaisons avec des inhibiteurs d’immune checkpoint
–  CAR-T avec KO de PD-1, PD-1 dominant négatif/chimérique (PD-1/CD28)
– CAR-T TGFβ-R II KO ou dominant négatif

Problème de homing et d’accès au site tumoral – Ajout de récepteurs de chémokines (CXCR2, CCR2b, CCR4)
– Expression d’enzymes type héparanase
– Combinaison avec virus oncolytique
– Administration intra-tumorale

Manque de persistance – Sélection et enrichissement de Tscm et Tcm

– Utilisation de lymphocytes mémoires spécifiques de virus (EBV, CMV)
– CAR-T « armés » sécrétant des cytokines (IL-12, -15, -18)

Tcm : Lymphocyte T « central memory », Tscm : Lymphocyte T « stem cell-like memory »
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cellules tumorales ou de leur microenvironnement, (ii) soit l’acti-
vité des CAR-T va induire l’expression de PD-L1 dans la tumeur 
en réponse à la production d’IFN-γ, ce qui va venir moduler 
son efficacité [22]. Différentes données précliniques confirment 
ce rationnel de combinaison [28,29]. Une autre possibilité est 
d’utiliser un CAR-T avec un KO de PD-1, un dominant négatif 
de PD-1 ou un PD-1 chimérique PD1/CD28 utilisant la partie 
cytoplasmique de CD28 pour transformer un signal inhibiteur 
en signal activateur [30,31]. 

Développement de CAR-T TGFβ-RII négatif 
ou dominant négatif
Le TGFβ est produit par de nombreux types tumoraux. Le 
TGFβ inhibe les fonctions des lymphocytes T et semble jouer 
un rôle majeur dans les phénomènes d’exclusion immune des 
cellules T [32]. Différentes stratégies peuvent être utilisées pour 
contrecarrer le TGFβ  : association avec un anticorps anti-TGFβ, 
utilisation de CAR-T KO pour le TGFβ Récepteur II ou CAR-T expri-
mant un dominant négatif du TGFβ Récepteur II [21]. Suite à la 
preuve de concept réalisée en préclinique dans un modèle de 
prostate [33], un essai de phase I est actuellement en cours dans 
le cancer de la prostate avec un CAR-T PSMA- TGFβ Récepteur II 
dominant négatif (NCT03089203).

Stratégies destinées à favoriser l’accès à la tumeur

Ajout de récepteurs de chémokines
Plusieurs récepteurs de chémokines ont été évalués en préclinique 
pour favoriser l’accès à la tumeur des lymphocytes T. Il a ainsi été 
montré que la surexpression de CXCR2 augmentait la migration 
des lymphocytes T via la reconnaissance de CXCL1 produit par la 
tumeur [34]. L’équipe de Moon a évalué un CAR anti-mésothéline 
surexprimant CCR2b dans un modèle de mésothéliome et a pu 
mettre en évidence une augmentation de la migration des CAR-T 
dans la tumeur associée à une activité anti-tumorale accrue [35]. 
Une observation similaire a pu être faite avec un CAR-T anti-GD2 
exprimant CCR2b dans un modèle de neuroblastome sécrétant 
CCL2 [36]. Enfin, il a été montré que l’expression de CCR4 par 
des CAR-T anti-CD30 augmentait leur migration dans un modèle 
de xénogreffe de lymphome de Hodgkin sécrétant CCL17 [37].

Approches favorisant la pénétration dans le stroma 
tumoral
La surexpression de l’héparanase (enzyme dégradant l’héparane 
sulfate) est susceptible de favoriser l’infiltration des CAR-T au 
sein du stroma tumoral, notamment si celui-ci est dense. Il a 
ainsi été montré qu’un CAR-T exprimant l’héparanase possédait 
une activité anti-tumorale accrue, en rapport avec une meilleure 
pénétration au sein de la tumeur [24]. 

Combinaison avec des virus oncolytiques
L’inflammation induite par un virus oncolytique est susceptible 
de favoriser le recrutement de CAR-T et de moduler l’environ-
nement immunosuppresseur. Il a ainsi été montré qu’un virus 
oncolytique produisant la chémokine RANTES et l’IL-15 possédait 

non seulement un effet lytique direct sur les cellules tumorales, 
mais en plus favorisait le recrutement et la survie de CAR-T GD2 
dans un modèle de neuroblastome [38]. Les virus oncolytiques 
vont, d’une manière générale, induire un microenvironnement 
pro-inflammatoire favorisant l’infiltration des cellules T, avec 
production des chémokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11, et rompre 
la barrière physique à la pénétration des cellules T. L’inflammation 
va aussi entraîner une augmentation des sélectines sur les cellules 
endothéliales favorisant l’infiltration T. Enfin, certains virus comme 
le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) peuvent se répliquer au 
sein des fibroblastes associés aux tumeurs (CAFs) et les détruire. 
Ces fibroblastes ayant un rôle majeur dans la mise en place d’un 
stroma desmoplasique et immunosuppresseur, leur déplétion par 
un virus oncolytique va favoriser la pénétration des cellules T au 
sein de la tumeur. Il existe donc un rationnel solide pour associer 
CAR-T et virus oncolytique. De plus, la possibilité d’une utilisation 
systémique de certains virus oncolytiques permet d’envisager 
une distribution des CAR-T aux différentes lésions tumorales [39].

Administration intra-tumorale des CAR-T
L’administration de CAR-T ciblant la mésothéline en intra-pleural 
a été comparée avec la voie IV dans un modèle orthotopique de 
mésothéliome. Une efficacité supérieure était observée après 
injection intra-pleurale associée à une persistance prolongée. 
L’élimination de lésions extra-thoraciques était également obser-
vée suggérant une circulation des CAR-T à partir du site d’injection 
[40]. Des injections locales ont été réalisées en clinique dans le 
glioblastome, suggérant un effet positif de l’injection de CAR-T 
IL-13Rα dans la cavité tumorale réséquée et dans les ventricules, 
avec un effet à la fois sur les lésions cérébrales et médullaires [17].

Approches destinées à renforcer la persistance 
et l’activité des CAR-T
Compte tenu de l’importance des cellules mémoires TCM ou TSCM 
pour assurer une persistance au long cours des CAR-T injectés, 
certains auteurs ont proposé de transduire des TSCM et TCM 
sélectionnés [41]. Des lymphocytes T mémoires spécifiques de 
virus comme EBV et CMV (caractérisés par une persistance à 
long terme) et transduits avec le récepteur CAR d’intérêt ont 
également été utilisés [18]. 
D’autres équipes ont modifié les CAR-T de manière à leur faire 
sécréter des cytokines favorisant leur survie ou leur activité. Il a 
ainsi été montré qu’un CAR-T sécrétant de l’IL-12 (de manière 
constitutive ou après activation) possédait une activité cyto-
toxique accrue tout en induisant une repolarisation Th1 attirant 
les cellules T endogènes et des cellules de l’immunité innée [42]. 
Une publication récente montre qu’un CAR-T sécrétant de l’IL-18 
présente une expansion et une persistance augmentées [43]. 
De même, l’expression d’IL-15 est susceptible de favoriser la 
prolifération et la persistance des CAR-T [44].

Conclusion et perspectives
Même si les résultats observés jusqu’à ce jour restent assez 
décevants dans les tumeurs solides, de nombreuses approches 
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sont envisagées pour permettre la construction de CAR-T de 
nouvelle génération optimisés, possédant une meilleure sélec-
tivité tumorale, de meilleures capacités d’accès à la tumeur et 
une activité accrue dans un contexte immunosuppresseur. Les 
approches de gene editing aujourd’hui disponibles permettent de 
cumuler de nombreuses modifications, qui devront néanmoins 
satisfaire à un processus rigoureux de contrôle qualité et de qua-
lification réglementaire. Les approches de combinaison ouvrent 
également des perspectives tout à fait intéressantes. À terme, 
les approches CAR-T pourraient représenter une thérapeutique 
de choix, « supra-physiologique », capable de venir modifier 

l’histoire naturelle de tumeurs immunologiquement froides, et ce 
de manière indépendante de l’expression du CMH de classe I par 
la tumeur. Le réel potentiel de « rupture thérapeutique » associée 
justifie donc la poursuite des efforts accomplis dans ce domaine.
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CAR-T cells en hémato-oncologie 
LES LYMPHOCYTES T À RÉCEPTEUR ANTIGÉNIQUE CHIMÉRIQUE (CAR-T) : 
PRINCIPES PHYSIOPATHOLOGIQUES, ACTUALITÉS ET PERSPECTIVES

Les lymphocytes T à récepteur chimérique antigénique (CAR-T) ont révolutionné la 
prise en charge des hémopathies lymphoïdes B CD19+. Beaucoup d’efforts restent à faire 
pour généraliser les résultats à d’autres cancers et notamment aux tumeurs solides.

Dr Vincent Alcazer1, 2, 
Pr Stéphane Depil 2, 3

1Service d’hématologie clinique, Centre hospitalier Lyon Sud, Pierre-Bénite
2Centre de recherche en cancérologie de Lyon, Inserm U1052, Lyon
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Résumé
Les lymphocytes T à récepteur antigénique chimérique 
(CAR-T) ont bouleversé la prise en charge des hémopa-
thies B CD19+. Ces récepteurs chimériques permettent 
de moduler la reconnaissance de la cible par le lympho-
cyte T ainsi que son activation, en surpassant différents 
mécanismes de résistance habituels tels que la perte 
du CMH de type I. Cet article fait le point sur ce nouveau 
type de thérapie cellulaire. Après un bref rappel du fonc-
tionnement des lymphocytes T en situation normale et 
tumorale, le principe de construction des lymphocytes 
CAR-T y est abordé. Les données actuelles d’efficacité 
sont ensuite passées en revue, dans les hémopathies 
lymphoïdes B CD19+ d’abord, puis dans les autres hémo-
pathies et les tumeurs solides. Les principales toxicités 
sont abordées, à la lumière des recommandations amé-
ricaines actuelles. Enfin, les principales limites de cette 
approche sont discutées avant d’ouvrir sur les perspec-
tives actuelles.

Abstract
CAR-T cells in 
hematology-oncology

Chimeric Antigenic Receptor T cells (CAR T-cells) 
have demonstrated an outstanding efficacy in 
CD19+ lymphoid malignancies. Modulation of T-
cells target recognition and activation can be mo-
dulated by these chimeric receptors, surpassing 
different tumor escape mechanisms such as MHC 
class I loss. In this article, we review the current 
knowledge on CAR T-cells therapy. Starting with 
a brief recall on normal T lymphocyte’s functions 
in normal and oncologic contexts, we expose the 
main CAR T-cells construction principles. Current 
efficacy and safety data are then reviewed, in 
CD19+ B cells malignancies but also in other hema-
tological and solid malignancies. Current chal-
lenges and perspectives are finally discussed.

Introduction
Parmi les nombreuses thérapeu-

tiques innovantes en oncologie, 

les lymphocytes  à récepteur anti-

génique chimérique (lymphocytes 

CAR-T) sont actuellement l’objet 

d’un intérêt particulier. Cet engoue-

Hématologie

la littérature d’une part, les multiples 

études venant chaque semaine agré-

menter les connaissances actuelles 

sur le sujet, et sur le nombre crois-

sant d’essais thérapeutiques d’autre 

part, avec plus de 200 essais recensés 

en 2017, en grande majorité dans les 

hémopathies lymphoïdes B (1).

Cet article fait le point sur ce qui est 

considéré actuellement comme une 

révolution thérapeutique dans les 

indispensable sur le fonctionne-

ment des lymphocytes T normaux en 

contexte sain et tumoral, nous abor-

derons le fonctionnement même des 
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activateurs présents sur les cellules 

ceux de la famille B7. À noter qu’une 

fois activé par le premier signal, le 

LT exprime de nombreux autres ré-

cepteurs de costimulation (comme 

ICOS par exemple), mais également 

des récepteurs inhibiteurs tels que 

CTLA4, reconnaissant les molécules 

de la famille B7 avec jusqu’à 20 fois 

-

tant le rétrocontrôle de l’activation 

des LT.

 > Le troisième signal

-

-

breuses sous-populations présen-

besoin de signaux de costimulation 

pour agir. Ils restent toutefois res-

treints par le CMH, ne pouvant re-

connaître que les cibles présentées 

par le CMH.

Les réponses lymphocytaires T  
en contexte tumoral
Toutes ces étapes indispensables 

à l’activation des LT se retrouvent 

dans le contexte tumoral. 

 > Cycle de reconnaissance 
 immunitaire

décrit sept étapes clés indispensables 

à la reconnaissance et la destruc-

tion d’une cellule tumorale par 

-

tuant le cycle de l’immunité anti- 

tumorale (2). Ainsi, pour être recon-

nue par un LT, une cellule tumorale 

doit :

(= cibles),

2. qui seront captés par les CPA, 

3. migrant alors vers les organes 

lymphoïdes secondaires pour pou-

voir y activer les LT naïfs en y assu-

rant la présence des trois signaux. 

4. Les LT activés doivent ensuite mi-

grer vers la tumeur par la circulation 

sanguine,

microenvironnement,

présentée à la surface de la cellule 

tumorale sur une molécule de CMH,

7. et exercer leur activité cytotoxique.

 > Phénotype de la tumeur
Ce cycle de reconnaissance immuni-

taire peut être défaillant à chacune 

phénotype de la tumeur. 

• Les tumeurs dites froides, non 

« immune-desert » par défaillance 

pas de capture par les CPA ou pas 

d’activation des LT dans les OLS) ou 

des tumeurs « immune-excluded » 

(défaut de pénétration des LT par 

restriction stromale). 

• Les tumeurs dites chaudes, 

-

lances tardives du cycle : microen-

vironnement immunosuppresseur, 

lymphocytes CAR-T et les princi-

-

-

çu des perspectives dans le domaine.

Principes

Les lymphocytes T normaux
Pour bien comprendre le réel chan-

gement de paradigme introduit par 

les lymphocytes CAR-T, il convient 

de faire un bref rappel sur le fonc-

tionnement des lymphocytes T (LT) 

normaux. 

Cellule clé de l’immunité adapta-

tive, le LT a besoin d’être activé par 

(CPA) avant de pouvoir exercer toute 

fonction. Les LT naïfs, présents dans 

les organes lymphoïdes secondaires 

(OLS), ont ainsi besoin de trois si-

gnaux pour être pleinement activés 

-

phérie et exercer leur activité.

 > Le premier signal
Le premier signal, constitué par 

d’activation à proprement parler. 

Les LT ne peuvent pas reconnaître 

ci doit être présenté par la CPA via 

une molécule du complexe-ma-

jeur d’histocompatibilité (CMH). Le 

reconnu par le récepteur du LT (TCR 

pour T cell receptor -

par le CMH de type I, tandis que les 

présentés par le CMH de type II. 

 > Le deuxième signal
-

tion, permet la survie et l’expansion 

-

des LT sont stimulés par les ligands 

Les LT naïfs ont besoin de trois signaux pour être 

 
leur activité.
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expression de checkpoint inhibiteurs 

inactivant les LT, etc. 

Ce phénotype constitue un point 

certaines thérapeutiques immuno-

ayant peu de chance de répondre aux 

inhibiteurs de checkpoint immuni-

taire par exemple. 

Au total, nous pouvons voir que la 

reconnaissance de la cellule tumo-

rale par un LT est un processus 

long et complexe, sujet à de nom-

breuses possibilités d’échappement 

tumoral.

Les lymphocytes T 
modifiés et CAR

 > Les lymphocytes T modifiés

présentées par les LT “classiques”, 

été mis au point, permettant de ne 

plus être limité par les étapes pré-

coces d’activation ainsi que la faible 

prometteurs ont été obtenus dans 

les tumeurs solides malgré des pro-

-

contrés lors des premiers essais du 

fait de la cross réactivité avec les tis-

sus normaux (3). La problématique 

de l’échappement tumoral par perte 

du CMH de type I reste néanmoins 

une limitation importante de ce type 

d’approche (4).

 > Les CAR
La mise au point de récepteur anti-

génique chimérique (CAR pour 
chimeric antigen receptor) a permis 

également de surpasser les limita-

tions liées à l’activation et à la pré-

sentation par le CMH. 

Constitution
Les CAR sont constitués d’un 

domaine de reconnaissance de 

-

ment d’anticorps scFv (single-chain 
variable fragment) associé au do-

maine de signalisation du TCR (do-

TCR reconnaissant uniquement des 

structures protéiques présentées 

par le CMH, les immunoglobulines 

peuvent reconnaître tout type de 

structure chimique et ne sont par ail-

domaines de costimulation addition-

OX40 ont par la suite été ajoutés dans 

générations, permettant une amélio-

ration de la survie et de la persistance 

des lymphocytes CAR-T activés (Fig. 1). 

Principe
Le principe des lymphocytes CAR-T 

autologues consiste dans un premier 

temps à récupérer les LT du patient 

soumis à une expansion polyclonale 

(le plus souvent via des billes de sti-

transduits avec le CAR d’intérêt 

employées, la transfection lentivi-

rale ou l’utilisation de rétrotranspo-

son constituant les deux techniques 

principales utilisées actuellement). 

Les lymphocytes CAR-T obtenus 

sont ensuite réinjectés au patient, 

-

darabine et cyclophosphamide), 

permettant une expansion et un 

maintien optimal des lymphocytes 

CAR-T par promotion de l’expan-

sion homéostatique.

Avantages et inconvénients
Les lymphocytes CAR-T combinent 

ainsi l’avantage de la reconnaissance 

antigénique forte et non restreinte 

par le CMH d’un anticorps avec les 

-

-

pement tumoral, avec en premier lieu 

la perte du CMH, mécanisme majeur 

d’évasion immunitaire, ne sont donc 

plus un obstacle avec une telle ap-

proche (6). Ces avantages sont tout 

de même accompagnés de certains 

inconvénients, les CAR se limitant 

surface extracellulaires et ne pouvant 

plus reconnaître de cible antigénique 

intracellulaire.

Efficacité 

Les CAR CD19+ dans les 
hémopathies lymphoïdes B
Si les lymphocytes CAR-T pré-

sentent de nombreux avantages 

théoriques, le véritable engouement 

-

cacité observée chez les patients 

traités pour des hémopathies lym-

 > Approbation par la FDA et l’EMA
-

CAR ne possédant pas de domaine 

-

ses promesses, menant à l’appro-

l’EMA de deux produits : 

• d’un côté, le tisagenlecleucel 

 
de la reconnaissance antigénique forte et non restreinte 
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(« Tisa-cel », Kymriah®, Novartis), 

possédant un domaine de stimu-

lation 4-1BB et approuvé dans les 

leucémies aiguës lymphoblastiques 

(LAL) B en rechute ou réfractaire 

(R/R) jusqu’à 25 ans et dans les lym-

phomes malins non hodgkiniens 

(LNH) B R/R ; 

• de l’autre côté, l’axicabtagene 
ciloleucel (« Axi-cel », Yescar-

ta®, Kite Pharma), possédant un 

approuvé pour les LNH B R/R.

 > Résultats
C’est avant tout dans les LAL B 

-

 

1 an pour le Tisa-cel (7). Au-delà 

des taux de réponse en eux-mêmes, 

c’est surtout la population ayant 

-

nant des patients multi-traités et/

ou réfractaires, qui souligne le réel 

 > Les études princeps

par la suite été confortée par deux 

études princeps, ZUMA-1 pour 

l’Axi-cel et JULIET pour le Tisa-cel, 

T chez des patients atteints de LNH 

B R/R. Les taux de réponse observés 

par des études de suivi à long terme, 

et une médiane de survie globale 

non atteinte pour le suivi de l’essai 

ZUMA-1 -

-

JULIET 

domaine de costimulation, une dif-

férence majeure de design dans ces 

deux études pourrait expliquer ces 

de l’essai JULIET pouvaient rece-

voir une chimiothérapie d’attente 

(bridge), avec un délai médian de 

délivrance des CAR-T de 54 jours. 

Cette chimiothérapie n’était pas 

permise dans l’essai ZUMA-1, avec 

un délai médian de délivrance des 

CAR-T de 17 jours permettant une 

infusion relativement rapide des 

CAR-T. Les patients ayant besoin 

d’une telle thérapie étaient ainsi 

exclus de ZUMA-1, rendant les deux 

 > Données de vie réelle
-

étude de vie réelle présentée au 

-

ricaine d’hématologie, avec des 

-

vés dans les essais (10). Outre le taux 

de réponse, le point majeur est la 

durée de réponse chez les patients 

jamais été observé auparavant. 

Les autres cibles dans 
les hémopathies

des patients réfractaires ou lourde-

ment prétraités, de nouvelles cibles 

ont été recherchées pour étendre 

l’utilisation des CAR à d’autres 

pathologies. 

 > Les CAR anti-BCMA 
dans le myélome
Les CAR anti-BCMA (B cell maturation 
antigen) sont ainsi en cours de déve-

loppement dans le myélome, avec 

des résultats préliminaires encoura-

6 cel-

une maladie réfractaire avec une in-

de plasmocytes malins. Une infusion 

CAR 1re génération

scFV

Linker

VH
VL

Hinge

CD3ζ

CAR 2e génération

CD28 ou 4-1BB

CAR 2e génération

CD28
+

4-1BB

Figure 1
Structure des récepteurs antigéniques chimériques CAR. 

Les CAR correspondent à des protéines de fusion comprenant un domaine 

extracellulaire consistant en un fragment d’anticorps (scFV) reconnaissant un 

antigène membranaire cible présent sur la cellule tumorale, associé à un domaine 

intracellulaire provenant de protéines de signalisation des lymphocytes T. 

La première génération de CAR comprenait uniquement un domaine CD3 . Un domaine 

de costimulation (CD28 ou 4-1BB) a été fusionné au CD3  dans les CAR de deuxième 

génération. La troisième génération comprend deux domaines de costimulation liés à CD3 .
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de lymphocytes CAR-T anti-BCMA a 

permis l’obtention d’une rémission 

cas. Si l’un des patients est toujours 

maintenu sa réponse pendant 17 se-

-

rence des LMNH, des rechutes sont 

suggérant un contexte et un environ-

le myélome.

 > Les CAR anti-CD22 dans les leu-
cémies aiguës lymphoblastiques 

également été évalués dans la LAL 

observées chez 15 patients (12). 

 > Le cas des hémopathies myéloïdes
La situation semble plus complexe 

dans le cas des pathologies myé-

loïdes, notamment des leucémies 

aiguës myéloïdes (LAM). La sélection 

exprimée par les cellules leucémiques 

(et notamment les cellules souches 

leucémiques) et non exprimée par le 

tissu sain pour limiter les toxicités 

dites , reste pour 

le moment problématique. 

Plusieurs essais sont actuellement 

en cours concernant les cibles clas-

siques que sont CD33 et CD123. Le cas 

d’un patient présentant une LAM R/R 

ayant reçu un traitement par lympho-

cytes CAR-T dirigés contre le  a 

été rapporté : l’infusion s’est com-

pliquée d’un syndrome de relargage 

cytokinique majeur ainsi que d’une 

pancytopénie prolongée. Malgré une 

nette diminution du pourcentage de 

une augmentation progressive a par 

la suite été observée avec une rechute 

exprimées à plus faible taux par la 

cellule souche hématopoïétique 

normale telles que CLL1 (CLEC12A) 

ou CD44v6 ont démontré des résul-

pré-cliniques et sont toujours en 

cours d’investigation dans des es-

sais de phase I (14) .

Les tumeurs solides

 > Problématiques
-

pathies lymphoïdes B ne s’est pour 

l’instant pas exporté aux tumeurs 

solides. Outre la problématique de la 

cible, de nombreux facteurs contri-

-

phocytes CAR-T dans ces situations : 

-

on-target/
 limitante (voir toxicités et 

limites)), 

• hétérogénéité d’expression, 

• environnement immunosuppresseur, 

homing et de péné-

tration des CAR-T dans les tissus 

tumoraux.

 > Principaux résultats
Nous avons récemment passé en 

-

nus à ce jour avec les CAR dans les 

tumeurs solides (15). 

Les CAR anti-EGFR dans le cancer du 
poumon non à petites cellules et les 
cancers des voies biliaires
Parmi les principaux essais, les CAR 

dirigés contre le récepteur à l’EGF 

(EGFR) dans le cancer du poumon 

non à petites cellules et les cancers 

des voies biliaires ont montré des 

premiers résultats :

-

dans 
les cancers des voies biliaires, 

sur 11 patients évalués dans le can-
cer du poumon non à petites cel-
lules (16, 17). 

-

leurs acceptable avec une toxicité 

cutanéo-muqueuse n’excédant pas 

le grade 1/2. 

Les CAR anti-CEA dans les tumeurs 
hépatiques et digestives

évalués dans les tumeurs hépatiques 

et digestives, avec des stabilisations 

sans réponses objectives observées. Il 

faut noter cependant l’absence d’ex-

pansion durable des lymphocytes 

Les CAR anti-PSMA

anti-PSMA (domaine de costimula-

Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center (MSKCC), 

L’étude du Roger William Medical 
Center a quant à elle mis en évidence 

deux réponses partielles sur cinq 

patients évalués (20). 

 > Autres cibles  
en cours d’évaluation

WT1 sont actuellement en cours 

d’essai dans des phases précliniques 

résultats prometteurs obtenus avec 

l’administration intra-tumorale de 

CAR-T anti-mésothéline dans le 

mésothéliome ont également été 

présentés cette année à l’ASCO (21).

Toxicités

Le syndrome de relargage 
cytokinique (CRS pour 
cytokine release syndrome)

 > Synthèse des cytokines
L’engagement du CAR entraîne la 
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les lymphocytes T activés, telles que 

l’IL-2, IL-6, IFN  et GM-CSF, ainsi 

que par les cellules immunitaires de 

l’environnement avec notamment 

monocytes et les macrophages, qui 

semblent jouer un rôle majeur dans 

l’initiation du CRS (22, 23). 

 > Symptômes 
Ce relargage cytokinique s’accom-

pagne de symptômes généraux non 

divers :

• frissons, 

• myalgies, 

• tachycardie. 

le CRS peut toucher n’importe quel 

organe, allant jusqu’à la défail-
lance multiviscérale -

fuite capillaire sont éga-

lement observés, liés à une atteinte 

de l’endothélium, les cellules en-

dothéliales pouvant là encore être 

source d’IL-6 (24). 

 > Gradation du CRS

le CRS ont été récemment établis par 

la société américaine de transplan-

tation et de thérapie cellulaire et 

sont repris dans le tableau  1 (25). À 

il est précisé que les toxicités orga-

niques associées peuvent accompa-

gner le CRS, mais ne participent pas 

à sa cotation. 

 > Épidémiologie
Le CRS s’installe généralement ra-

masses tumorales, les comorbi-

dités, et l’utilisation de CAR à do-

-

draient à favoriser le CRS, sans que 

cela soit pour le moment clairement 

démontré (22). L’incidence du CRS 

l’essai ZUMA-1
JULIET

concernant les tumeurs solides (15). 

 > Traitements
En cas de CRS grade 1, des soins de 

support seuls sont préconisés. Ce 

ou de CRS grade 2 qu’un traitement 

des cas, le CRS répond à l’injection 

de tocilizumab, anticorps dirigé 

contre le récepteur de l’IL-6, et les 

réversibles. En ciblant directement 

extrêmement forte, le siltuximab 

pourrait constituer une alternative 

intéressante au tocilizumab (22). Les 

glucocorticoïdes constituent égale-

ment une option thérapeutique du 

et sont réservés aux cas réfractaires 

tocilizumab en raison de leur poten-

La toxicité neurologique
Si le CRS était un événement plu-

tôt attendu, les complications neu-

rologiques observées par la suite 

l’étaient moins. 

 > Symptômes 
Ces toxicités, bien que réversibles 

dans la plupart des cas, peuvent 

entraîner des symptômes plus ou 

Tableau 1 - Échelle de cotation du syndrome de relargage cytokinique d’après (25).
À noter qu’il n’existe pas de seuil consensuel pour l’hypoxémie, les auteurs considérant pour le CRS le « besoin d’oxygène 
pour supplémenter un défaut d’oxygénation et non par simple confort ».

Grade Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

Fièvre ≥ 38°C ≥ 38°C ≥ 38°C ≥ 38°C

Hypotension 
(pression artérielle 
systolique  
< 90 mmHg)

Absence
Ne nécessitant pas de 
vasopresseurs

Nécessitant 
vasopresseurs à fortes 
doses

Nécessitant plusieurs 
vasopresseurs

Hypoxémie Absence
Nécessitant oxygène  
≤ 6 l/min 

Nécessitant oxygène  
> 6 l/min

Nécessitant ventilation 
mécanique
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encéphalopathie…) menant dans 

-

groupées sous le terme de syndrome 
de neurotoxicité associé aux cel-

 (ou 

ICANS pour 

associated neurotoxicity syndrome) et 

peuvent survenir de façon concomi-

CRS (22, 25). Les symptômes les plus 

précoces regroupent une dysgraphie, 

puis une aphasie, avec en particulier 

mais les cas les plus graves peuvent 

également survenir sans aucun signe 

avant-coureur. Il semblerait que les 

complications neurologiques soient 

plus fréquentes en cas de LAL, de 

-

sence d’un CRS et/ou d’antécédents 

neurologiques (26). Les atteintes 

-

duits (25).

 > Physiopathologie des ICANS
La physiopathologie des ICANS est 

encore mal comprise. Une activation 

endothéliale menant à une rupture 

et au passage des lymphocytes CAR-

T a pu être démontrée par plusieurs 

équipes, retrouvant par ailleurs la 

présence des lymphocytes CAR-T 

dans le liquide céphalo-rachidien en 

l’absence de toute cellule tumorale 

(26). Une équipe italienne a récem-

récapitulant la physiopathologie du 

CRS et de l’atteinte neurologique en 

cas d’infusion de CAR dirigé contre 

et al. ont ainsi 

montré que les monocytes étaient 

la principale source d’IL-6 et d’IL-1 

pendant le CRS, et que si l’utilisation 

de tocilizumab prévenait le CRS, 

celui-ci ne prévenait pas la neuro-

toxicité. L’utilisation d’anakinra en 

revanche, un anti-IL-1, a permis 

une réversibilité du CRS et de la neu-

rotoxicité, ouvrant une nouvelle voie 

thérapeutique prometteuse. 

 > Évolution et gradation
Une fois installées, les atteintes 

neurologiques durent générale-

ment de 2 à 4 jours, mais peuvent 

durer de quelques heures à quelques 

-

jorité des cas, ces symptômes sont 

spontanément réversibles. Une 

harmonisation de la gradation des 

symptômes a été proposée par la 

société américaine de transplan-

tation et de thérapie cellulaire en 

(Tab. 2) (25). 

 > Suivi et traitements
Un outil de suivi et dépistage des at-

teintes neurologiques est également 

proposé (CARTOX-10), reprenant 

de nombreux éléments du MMSE. 

Un examen neurologique quotidien 

de dépistage est ainsi indispen-

sable, avec un examen approfondi 

(si possible par un neurologue) en 

cas d’apparition de tout symptôme 

neurologique. 

d’ICANS de grade 1, un traitement 
symptomatique sera de mise en 

évitant les traitements pouvant 

favoriser une dépression du sys-

Tableau 2 - Échelle de cotation des symptômes neurologiques liés aux lymphocytes CAR-T 
(ICANS) d’après (25).
Le grade d’ICAN est déterminé par l’événement le plus sévère.

Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

Score ICE 7-9 3-6 0-2 0

Conscience
Spontanément 
réveillable

Réveillable  
à la voix

Réveillable aux stimuli tactiles
Non réveillable, stupeur, 
coma

Convulsions

Focalisée ou généralisée avec 
résolution rapide
Tracé EEG sans convulsion, 
résolutif après traitement

Convulsions prolongées 
> 5 min menaçant le 
pronostic vital

Moteur
Hémiparésie ou 
paraparésie

Pression intra-crânienne 
élevée ou œdème 
cérébral

Œdème focalisé sur l’imagerie
Œdème cérébral diffus, 
œdème papillaire, 
posture de décortication
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d’une IRM cérébrale avec et sans 

injection de produit de contraste, 

d’un fond d’œil à la recherche d’un 

lombaire avec mesure de la pression 

d’ouverture et d’un électroencé-

phalogramme (EEG) de 30 minutes 

sont recommandés (22). Un traite-

ment par lorazépam ou lévétiracé-
tam est préconisé en cas de tracé épi-

leptique sans convulsions associées. 

Un traitement par tocilizumab sera 

débuté en cas de CRS associé. Un 

traitement par dexaméthasone ou 

méthylprednisolone sera proposé 

en l’absence de CRS ou en cas de CRS 

réfractaire au tocilizumab. 

Les toxicités  
on-target/off-tumor

dites  liées à l’ex-

pression de la cible en dehors de la 

tumeur restent une préoccupation. 

 > Cas de CD19

la persistance des CAR s’accom-

pagnent principalement d’une lym-

phopénie B prolongée. L’absence de 

de conserver les cellules mémoires 

matures productrices d’immuno-

globulines, permettant de garder 

une mémoire humorale couvrant 

notamment les cibles vaccinales 

telles que le tétanos. Ces proprié-

 > Expression de la cible en 
dehors de la tumeur
La vigilance s’impose toutefois face 

à une expression a priori restreinte 

d’une cible : le premier essai éva-

-

ration dirigé contre ERBB2/HER2 a 

patient traité pour cancer colique et 

ayant présenté une détresse respira-

toire. La mise en évidence des lym-

phocytes CAR-T dans les poumons 

a permis de montrer une faible ex-

pression de ERBB2 dans ce tissu (27). 

phase I évaluant un CAR dirigé 

contre CAIX (carbonic anhydrase 
IX) dans le carcinome rénal s’est 

accompagné d’une hépatotoxicité 

inattendue, liée à une faible expres-

sion de CAIX au niveau de l’épithé-

 

Limites
-

phocytes CAR-T, de nombreux obs-

tacles demeurent.

La cible
La problématique de la cible est au 

premier plan : pour être reconnu, 

-

face de la cellule tumorale. Impos-

intracellulaires. Par ailleurs, le suc-

lymphoïdes B est en grande partie 

due à l’excellente cible représen-

l’ensemble du contingent tumo-

ral, mais également restreinte à 

la lignée B, limitant les toxicités 

o . Néanmoins, le 

fait d’augmenter la pression immu-

nitaire sur une cible unique expose 

aux rechutes avec perte de la cible, 

ouvrant la voie à des CARs ciblant 

plusieurs cibles.

Les rechutes et 
résistances induites

premier plan, les rechutes restent 

 > Perte de la cible
La perte de la cible, comme cela est 

bien décrit maintenant dans le cas 

mécanismes d’échappement mis 

en place par la tumeur, soulignant 

la nécessité de développer de nou-

velles approches complémentaires 

et de nouvelles cibles. Plusieurs 

mécanismes ont été décrits pouvant 

expliquer cette perte : 

• présence initiale et sélection d’un 

• mutations additionnelles et émer-

gence d’un variant issu d’un épis-

• changement de lignée du lympho-

blaste vers la lignée myéloïde. 

(capture de la cible par les cellules 

T), pouvant expliquer les rechutes 

avec un clone exprimant faiblement 

 > Absence d’expansion  
ou de persistance  
des lymphocytes CAR-T
L’absence d’expansion ou de per-

sistance des lymphocytes CAR-T 

-

-

Il semblerait que les complications neurologiques soient 

neurologiques.
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de persistance selon le domaine de 

costimulation (30). Le phénotype 

jouer également un rôle important, 

avec des approches sélectionnant 

les sous-types de lymphocytes (ratio 

enrichissement en lymphocytes T 

de type stem cell memory pour une 

persistance au long cours (31).

 > Perte du CAR
La perte du CAR par absence d’ex-

pansion ou destruction via notam-

ment anticorps anti-scFV murin 

peut également consister un des 

-

peutique (32).

Le délai d’infusion
Une des limitations actuelles ma-

jeures des lymphocytes CAR-T est 

la durée de fabrication. Les usines 

de production étant pour le mo-

ment encore localisées aux États-

Unis, le temps écoulé entre le pré-

devrait être réduit avec l’arrivée 

d’usines de production directe-

ment en Europe. 

-

matique que les indications ac-

tuelles de ces produits sont limitées 

aux patients en rechute ou réfrac-

taires, pour lesquels une thérapie 

d’attente n’est pas toujours évi-

dente à maintenir.

Perspectives

L’affinité du CAR et les cibles

 > Modification de l’affinité 
du CAR pour sa cible

pour sa cible pourrait permettre de 

la tumeur, avec leur avantage d’être 

partagés. Ainsi, une équipe améri-

caine a mis au point un CAR ciblant 

CAR ciblait le tissu tumoral possé-

dant une forte expression d’EGF-R, 

épargnant ainsi le tissu sain où l’ex-

pression y était plus faible (33). 

 > Autres paramètres à moduler
-

-

membranaire ou le domaine de 

signalisation peuvent moduler la 

fonction du CAR et sont actuelle-

ment source de multiples études 

(34).

 > Cibles multiples
Le risque lié à l’utilisation d’une 

cible tumorale unique peut être 

surpassé par l’emploi de cibles 

émergent ainsi, permettant de ré-

duire la pression immunitaire sur 

intérêt pour répondre à la problé-

-

tives dans les LAL B (35). 

Les CAR-T avec gates logiques

 > Les CAR bispécifiques 
La nécessité d’un signal de costimu-

lation pour activer les LT normaux 

est une sécurité qui n’existe plus 

sur les lymphocytes CAR-T. L’ajout 

d’un second CAR sur un même lym-

phocyte T peut permettre de restau-

-

phocytes CAR-T ne s’activant qu’en 

cas de reconnaissance de la double 

cible ont pu ainsi être mis au point, 

Wilkie et al. ont ainsi mis au point 

dans plusieurs tumeurs solides. La 

partie HER2 contient le domaine 

-

si, le CAR ne peut être pleinement 

activé qu’en cas de coexistence des 

deux cibles (36). 

 > Utilisation d’un récepteur  
Notch synthétique
Une autre approche repose sur 

l’utilisation d’un récepteur Notch 

induit le clivage du domaine Notch 

contenant un activateur transcrip-

tionnel qui est transloqué au noyau. 

Ce signal active la transcription du 

-

sant, lui, l’activité cytotoxique. 

La gate NOT
gate NOT », il 

y a combinaison entre un récepteur 

CAR activateur reconnaissant A et 

un récepteur CAR inhibiteur (dont 

la région intracellulaire est dérivée 

d’un récepteur inhibiteur comme 

normale). Le lymphocyte T s’acti-

cellules normales exprimant B. 

La gate OR
gate OR », le 

-

teurs CAR reconnaissant A et B, 

permettant à la cellule T de s’activer 

en cas de reconnaissance de A et/ou 

de B, ce qui permet de contrecarrer 

la résistance liée à l’absence d’ex-

pression d’une cible en cas d’hété-

rogénéité tumorale.

Les CAR allogéniques

 > Avantages
Bien que le développement des 

CAR selon une modalité auto-
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problématiques d’alloréactivité, 

la possibilité de produire des lym-

phocytes CAR-T allogéniques prêts 

à l’emploi pourrait permettre de 

-

tement. Le délai actuel d’infusion 

les populations déjà pré-traitées 

présentant une maladie active. Pro-

duits à partir de lymphocytes de 

donneurs sains, les lymphocytes 

CAR-T allogéniques promettent 

également de passer outre de nom-

breux mécanismes d’échappement 

tumoral liés notamment à l’épuise-

ment de la réponse T chez le patient. 

 > Les approches envisagées
Plusieurs approches sont 

envisagées :

• utilisation de cellules T mémoires 

l’hôte, 

• utilisation de CAR NK ou iNKT, de 

lymphocytes  gamma delta, ou de T 

alpha bêta délétés pour leur TCR. 

Une preuve de concept a été appor-

tée avec un lymphocyte CAR-T allo-

chez deux enfants présentant une 

-

mission moléculaire chez les deux 

patients a permis la réalisation 

Les résultats préliminaires avec un 

anti-leucémique, mais la durée de 

réponse et la persistance des CAR 

T allogéniques administrés restent 

une question majeure. Il a été propo-

sé de réaliser un KO de la bêta 2 mi-

croglobuline pour inhiber l’expres-

sion des molécules HLA de classe I et 

ainsi réduire la réactivité des cellules 

T du receveur à l’encontre des CAR-T 

injectés. Néanmoins, la reconnais-

sance des CAR-T allogéniques n’ex-

primant pas les molécules de classe 

I, par les lymphocytes NK du patient, 

-

vité des NK à l’encontre de cellules 

self-missing). Il a été proposé d’in-

sérer en plus un inhibiteur de NK 

lyse par les NK (40).

CAR-T modifiés, gène 
suicide et inactivation

-

nétiques rendues possibles notam-

ment par les technologies telles que 

-

core les domaines du possible concer-

nant le développement des CAR. 

 > Gène suicide
Les lymphocytes CAR-T peuvent être 

-

-

-

 > Modification du tissu sain
Une autre approche plus originale 

dans les hémopathies myéloïdes 

sain. Une équipe a ainsi montré la 

de la suppression de l’expression 

(41). L’équipe de Michel Sadelain 

au MSKCC a également proposé 

l’introduction du CAR directement 

dans le locus du TCR, permettant un 

contrôle physiologique de l’expres-

sion du CAR et ainsi une améliora-

tion de sa fonction (42).

Conclusion
Les lymphocytes CAR-T ont révolu-

tionné la prise en charge des hémo-

actuel pour ce type d’approche. Si 

beaucoup d’avancées ont été réali-

sées depuis le début de leur déve-

loppement, de nombreux obstacles 

persistent actuellement. La géné-

ralisation de ce type d’approche à 

d’autres cancers et notamment aux 

tumeurs solides demandera ainsi de 

-

, jusqu’à la production de 

CAR de plus en plus performants.  
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Chimeric antigen receptor (CAR) T cell therapy is considered as a ther-
apeutic breakthrough in some hematological malignancies, with recent 
approvals of Kymriah (tisagenlecleucel) and Yescarta (axicabtagene cil-
oleucel), and compelling pivotal results supporting liso-cel (lisocabta-
gene maraleucel).1,2 However, the logistics involved in manufacturing 
and treatment with autologous CAR T cells adds a layer of complexity 
for clinicians and patients. Furthermore, there are several difficulties 
for which opportunities for improvement exist. The latter include:

• Time to manufacturing: Manufacturing of autologous CAR T cells 
today is largely centralized to comply with quality control and re-
producibility rules. On-site or point-of-care production schemes 
propose to reduce logistic complexity and overall vein-to-vein 
time, but this strategy of production has been limited to clinical 

trials thus far and still takes several days. CAR T cell manufactur-
ing may thus create undesirable wait times for patients, especially 
for those with rapid progression of the disease. Furthermore, 
manufacturing failure may prevent patients from receiving CAR T 
cell therapy.3-5 Complexities of cross-departmental and cross-in-
stitutional coordination of manufacturing and treatment may 
delay cell infusion.6

• Need for interim therapies: Bridging chemotherapies may be 
necessary to control disease progression while the patient is 
waiting for infusion of CAR T cells, posing issues for refractory 
malignancies.3,5

• Risk of malignant contamination: The leukapheresis product may 
contain malignant cells that become transduced with the CAR 
protein that binds cell surface antigen, protecting the contam-
inating cells from CAR T cell-mediated elimination.7 This risk 
may depend on the primary disease and timing of cell harvest.
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Chimeric antigen receptor (CAR) T cell therapy represents a major breakthrough in 
the field of immuno-oncology. Many potential issues are apparent for autologous 
CAR T cell therapy, such as time for manufacturing and need for interim therapies 
in progressing patients, wide variations in terms of quality and quantity of T cells, 
and difficulty to obtain enough cells for redosing. “Off-the-shelf” allogeneic CAR T 
cells premanufactured from third-party donors may theoretically provide solutions 
to these different problems. However, allogeneic T cells possess foreign immunologi-
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• T cell variability: Patient-specific variation in T cell phenotype and 
prevalence, like the presence of more or less ‘early’ or ‘stem cell-
like’ T cell subsets, may yield different expansion and persistence 
of cell products.8 Many factors may be involved in this T cell vari-
ability: age, disease, previous lines of treatment, explaining the 
interpatient heterogeneity observed with the use of autologous 
CAR T cells.8

• Risk of insufficient T cell expansion: Starting material is limited to 
T cells collected from leukapheresis and may not sufficiently ex-
pand to high numbers during manufacturing, especially in patients 
who are heavily pretreated and lymphopenic.3,5

• T cell dysfunction: A cancer patient’s T cells may be dysfunctional 
as a result of disease burden or prior lines of therapy, and may 
therefore be a poor drug delivery vehicle for CAR T cell thera-
pies.9-12 Collecting T cells during the first lines of cancer therapy 
may reduce the risk associated with the cancer treatments but not 
the effects of tumor-associated immunosuppression.

• Limited opportunity for redosing: CAR T cells are prepared in a sin-
gle batch and may be of limited quantity, such that patients may 
not have the opportunity to quickly and easily receive a new infu-
sion of CAR T cells.

Unlike autologous T cell therapies, “off-the-shelf” T cells from 
third-party donors would be expanded in high numbers prior to treat-
ment and made quickly available to patients.13,14 This strategy could 
overcome the different limitations discussed above. A manufactur-
ing protocol performed on T cells from a single donor leukaphere-
sis has the potential to supply enough cells to produce hundreds of 
doses, and a single donor may be able to support multiple rounds 
of manufacturing.15,16 This high-volume manufacturing allows for an 
opportunity to quickly and easily re-dose patients with a new off-
the-shelf cell therapy without delays due to manufacturing or scale 
of production. Of note, in the potential instance of an immunogenic 
response to an off-the-shelf therapy, the use of cells from another 
donor further facilitates re-dosing options. Furthermore, a pretreat-
ment manufacturing protocol allows for featuring multiple edits, 
manipulations, or TCR selection strategies that otherwise would be 
difficult to accommodate in the autologous setting. As CAR T design 
gains in complexity, this may become even more important, with the 
weight and complexity of safety assays making testing on individual 
products prohibitive.

A T cell therapy sourced from healthy allogeneic donors, how-
ever, introduces potential risks for issues related to incomplete 
histocompatibility. Due to the highly polymorphic nature of human 
leukocyte antigen (HLA) genes, allogeneic donor lymphocyte in-
fusions are difficult to achieve without including consideration for 
risk of graft-versus-host disease (GvHD)17,18 and durability of donor 
cells.19 Complete donor-recipient matching of HLA haplotype is lim-
ited by low compatible donor availability, and healthcare providers 
must assess risk factors based on the extent of HLA matches for 
unmodified, unselected, or unmanipulated allogeneic T cells.20

In this Review, we will present the main approaches that are 
currently in development to deliver allogeneic T cell therapy and to 

address these potentials for GvHD and cell rejection. In this context, 
we will focus on TCR editing-based approaches and virus-specific 
memory T cells as examples of clinically advanced nonalloreactive T 
cells. We will discuss the challenge of persistence and the perspec-
tives of optimization.

|

GvHD is believed to be largely driven by donor T cell recognition of 
host peptide-HLA complexes through the αβ T cell receptor complex 
(αβTCR). To eliminate αβTCR-mediated GvHD, two approaches can 
be employed:

• Use of αβTCR negative cells: Editing cells to remove the TCR or 
using alternate cell types that lack αβTCR.

• Use of nonalloreactive T cells: Utilizing T cells with αβTCR specific-
ity directed toward nonalloreactive targets.

| αβ

Cell therapy has broadly validated the use of αβ T cells as potent 
and efficient killers.21-23 Given their relative abundance in periph-
eral blood and their ability to proliferate rapidly upon stimulation, 
they are attractive for large scale manufacturing of allogeneic cells 
to treat a substantial number of patients per batch.24,25

Several strategies have been used to remove or decrease ex-
pression or function of the TCR complexes on these cells. In one 
approach, a truncated dominant-negative CD3ζ protein (termed 
TCR inhibitor molecule, or TIM) was expressed in T cells, result-
ing in reduced TCR signaling and protection from xenogeneic 
GvHD.26 In another approach, an antibody-derived single-chain 
variable fragment specific for CD3ε was combined with amino acid 
sequences retaining it intracellularly. These protein expression 
blockers (PEBLs) colocalized intracellularly with CD3ε and inhib-
ited surface expression of CD3 and αβTCR.27 Small hairpin RNA 
(shRNA) has also been proposed to decrease expression of TCR 
chains.28 Since the above approaches have the possibility to retain 
a low but functional amount of TCR, most entrants into the allo-
geneic space have opted for cellular gene editing approaches to 
ensure complete removal of the TCR. Several editing technologies 
are being used and all have in common their ability to cut DNA in 
a sequence-specific manner, creating a double strand break that 
then is patched using the cell’s natural DNA repair machinery via 
nonhomologous end-joining (NHEJ). This restores the integrity 
of the chromosome but creates insertions or deletions (INDELS), 
which lead to disruption of the locus (most often TRAC, the TCRα 
common chain). With no functional TRAC gene, the TCR complex 
cannot form.29

No approaches for αβTCR removal result in 100% of cells having 
αβTCR reduced or eliminated, necessitating a purification step to re-
move residual αβTCR positive cells. The efficiency of this process is 
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critical to reduce the risk of any contaminating αβTCR positive cells 
that may induce GvHD.

Transcription activator-like effector nucleases (TALEN) were the 
first technology to be used in patients for αβTCR removal,13 entering 
the clinic for compassionate use of a CD19 CAR for pediatric acute 
lymphoblastic leukemia (ALL) in 201530 and in two phase 1 trials for 
pediatric and adult ALL in 2016.31 Grade 2 skin GvHD was observed 
in one of the two compassionate use cases,30 and grade 1 skin GvHD 
in the 2 of 21 patients in the two UCART19 clinical trials. No higher 
grades of GvHD were observed. Other gene editing technologies 
currently being employed preclinically and in the clinic for allogeneic 
CARs are clustered regularly interspaced short palindromic repeat 
(CRISPR), ARC editing megaTALs and Zinc fingers.32

Gene edited allogeneic CAR T cells are classed as gene thera-
pies by the FDA, necessitating long-term follow-up of patients to 
monitor for safety.33 Since gene editing may have a low frequency 
of off-target cutting, monitoring of predicted off-target cut sites and 
nonbiased approaches to identify off-target events are necessary. 
Assays to look for any consequences of off-target cutting (such as eg 
inactivation of tumor suppressors) are also required, which includes 
demonstrating lack of growth factor independence. If more than one 
edit is made simultaneously, consequences of translocation must 
also be investigated and translocation frequencies must be moni-
tored.34 Although no instances of viral integration-related transfor-
mation have been reported with CAR T therapy to date, there is also 
a potential risk that this might occur given the random integration of 
both retroviral and lentiviral vectors. In addition to using gene edit-
ing to knock out αβTCR expression, it can also be used as a tool to 
add the CAR into the disrupted locus, thereby producing site specific 
integration.35,36 Site specific integration may possess other advan-
tages, for instance potentially lowering risk of translocations with 
two or more edits by favoring homology-directed repair rather than 
NHEJ.37

Although αβ T cells represent the ‘gold standard’ of cell sources 
for therapy, they are not the only option available. Several effec-
tor cell types exist which lack an αβTCR or express an invariant 
version and are not expected to cause GvHD.38 NK cells present in 
the peripheral blood for example can be expanded ex vivo to cre-
ate an engineered product. CD19 CAR modified NK cells have been 
described,39 showing activity in patients in a published phase I/II.40 
Eight 11 treated patients had a clinical response, including seven 
complete remissions (CRs) and one remission of a Richter’s trans-
formation with persistent chronic lymphocytic leukemia. Other cell 
types such as iNKT or γδT cells may be as potent as αβ T cells and 
may have advantages in terms of their innate receptor activity, their 
ability to be expanded readily to large numbers using their natural 
ligands41 and ability to penetrate solid tumors.42. Their relative fre-
quencies in peripheral blood are, however, very low and any contam-
ination with alloreactive αβ T cells would require similar purification 
to avoid the risk of GvHD.

If a renewable cell source could be used to generate gene ed-
ited T cells or other cell types, clones with ideal characteristics and 
defined composition could be generated; for instance, absence of 

translocations, successful gene editing to result in a completely 
αβTCR negative cell source. Work has begun to derive T cells en-
gineered from induced pluripotent stem cells (iPSCs).43-45 These 
cells can be engineered, then genetically screened clones can be ex-
panded and differentiated. Proof of concept for this approach has 
been generated for NK and T cells,46 with at least one T cell product 
heading into the clinic (Table 1). Nonetheless, technical challenges 
still remain for alternatives to αβ T cells, including demonstrating 
functional equivalence to conventional T cells.

Most of the work described above has been carried out in the 
context of CD19 CARs since CD19 still represents the most clinically 
validated cell therapy target. Allogeneic cell products are now start-
ing to be created against targets for other hematologic malignancies, 
such as BCMA,47,48 and for some solid tumor targets. Although more 
challenges are expected for CAR therapies moving into solid tumor 
indications, these may be the areas where allogeneic approaches 
give the most benefit. Multiple gene edits to overcome solid tumor 
challenges may be possible, and the larger patient populations re-
quiring treatment will be much more feasible with an allogeneic cell 
source.

|

Alternative approaches to editing of αβTCR have also demonstrated 
significant clinical progress for off-the-shelf cell therapies. One 
example of this has been the use of virus-specific T (VST) cells de-
rived from healthy donors. Exposure of lymphocyte collections to 
viral antigens ex vivo expand T cells expressing virus-specific αβTCR. 
Virally-infected antigen presenting cells are commonly used for 
this stimulation and expansion of T cells expressing virus-specific 
αβTCR49,50 and may be genetically engineered51 or be directly loaded 
with viral peptides.14 Similarly, virus-specific αβTCR can be directly 
isolated using MHC-bound antigen peptide.52,53 The resulting virus-
specific αβTCR repertoire functions via formation of a classical im-
mune synapse and is thus activated via specific recognition of virus 
and not host peptide in complex with a specific HLA. As a primary 
therapeutic composition, VST cells can be manufactured from mul-
tiple donors, each associated with different HLA alleles, and banked 
in large numbers based on HLA restriction.14,53

One immediate application for these off-the-shelf banks of 
VST cells is in the treatment of diseases originating from viral in-
fection. For instance, Epstein-Barr virus (EBV) is a known driver of 
cell transformation and progression of several diseases including 
lymphoproliferative disorders,50,54-56 nasopharyngeal carcinoma,49 
leiomyosarcoma,57 and multiple sclerosis.58 The first evidence of 
successful use of off-the-shelf VST therapy was performed with 
minimally HLA matched EBV-specific T cells to treat patients with 
EBV-positive lymphoma following solid organ transplant.56 In this 
multicenter phase II trial, 14 of 33 patients achieved CR and seven 
patients achieved partial remissions. Similarly, Prockop et al has 
described the treatment of 46 patients with rituximab relapsed/
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refractory EBV-positive lymphoma using a bank of partially HLA 
matched off-the-shelf EBV-specific T cells.59 In this experience, 
response rates in patients developing lymphoma following a pre-
vious stem cell transplant or solid organ transplant were 68% and 
54% respectively. Of the 46 patients treated, only one developed a  
de novo low grade GvHD, which resolved with topical therapy. Despite 
partial HLA-matching, allogeneic EBV-specific T cells expanded in 
patients without lymphodepletion pretreatment and were detected 
in circulation for up to 27.3 months after the date of infusion.60,61

Beyond EBV-specific T cells, other off-the-shelf VST therapies 
have been deployed similarly in the clinic, including those specific 
for adenovirus, BK virus, and human herpesvirus 6 (HHV-6).62-64 In 
these examples, low incidence of GvHD is attributed to enrichment 
of virus-specific αβTCR repertoire and the concurrent depletion 
of cells expressing functionally alloreactive αβTCRs. These studies 
demonstrate that a low degree of HLA matching provides sufficient 
persistence and patient exposure to facilitate complete and durable 
clinical response. Together, examples of allogeneic VST cell thera-
pies have clinical history establishing benchmarks for efficacy and 
safety in the context of partial HLA allele match, including with as 
few as one HLA allele match.54 This limited requirement for HLA 
matching for this class of allogeneic cell therapy significantly de-
creases the required size of an off-the-shelf bank containing suitable 
HLA coverage to address a general population.

Similar to previously described engineered T cell platforms, VSTs 
can also be transduced to additionally express a CAR, functionally 
redirecting their effector function to new, nonviral tumor targets 

through CAR-specific and HLA-independent mechanisms.65-67 EBV 
antigens may also be present along with other B-cell surface mark-
ers, such as CD19, commonly expressed in B cell malignancies.68 
In this case, EBV-specific T cells transduced to express a CD19-
targeting CAR can recognize and kill lymphoma cells via either the 
endogenous virus-specific TCR, which targets EBV antigen through 
HLA-dependent mechanisms, or via engagement of the CAR against 
CD19-antigen in an HLA-independent mechanism. Preclinical stud-
ies with off-the-shelf allogeneic EBV-specific CD19-CAR T cells 
demonstrate this capability with CARs containing either CD28 or 
4-1BB co-stimulatory domains, while maintaining the central mem-
ory VST phenotype when stimulated with antigen.66,67 Preliminary 
results from a phase 1 evaluation of allogeneic EBV-specific CD19-
CAR T cells recently described 83% response rate and no reported 
incidence of confirmed GvHD or CRS or ICANS above grade 2 across 
six patients with relapsed/refractory B cell malignancies with 26.9 
months median follow-up.69

Similar strategies have also been extended to solid tumor tar-
gets, as demonstrated with autologous EBV-specific VST expressing 
CAR targeting disialoganglioside (GD2) for treatment of neuroblas-
toma.70,71 In this phase I trial, investigators reported 3 of 11 patients 
with active disease achieved CR with EBV-specific GD2-targeted 
CAR T cells. In this study, the GD2 CAR-VST demonstrated superior 
cell persistence (up to 192 weeks), twice as long as standard αβT cells 
bearing CAR alone (96 weeks). This comparable persistence benefit 
may provide further support for transitioning these approaches to 
the allogeneic setting.

Methods to prevent alloreactivity. Top Center: The introduction of a polyclonal αβT cell product brings the risk of graft 
recognition via HLA, known as GvHD. Top Left: T cell mediated reactivity against host tissues can be completely abrogated by deletion of 
the TCR, typically by targeting the TCRα common chain (TRAC) with a nuclease, leaving the sole reactivity of the allogeneic product through 
the defined specificity of the CAR. Top Right: An oligoclonal αβ T cell product such as viral specific T cells (VST) has a lower likelihood of 
reacting against host HLA, thus reducing the chance of GVHD. Bottom Left: The γδ T cell receptor is not restricted on HLA, thus does not 
cause GvHD via HLA mismatch. The ligands bound by the γδ TCR are still being discovered, but include nonself molecules such as microbial 
pathogens and cancer antigens. Additionally, γδ T cells express NKG2D which functionalizes them against cancer cells which may express 
stress ligands. Bottom Right: iNKT cells express an invariant αβ TCR which recognizes lipid antigens through the nonclassical HLA molecule 
CD1d
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Beyond CAR, allogeneic VSTs have also been combined with 
engineered TCR approaches. Similar to redirection of VST func-
tion via a CAR, redirection may also be achieved via transduction 
with engineered TCRs directed toward nonviral tumor-specific an-
tigens. In this way, allogeneic donor-derived EBV-specific VSTs fur-
ther transduced with an engineered TCR specific to Wilm’s tumor 1 
antigen (WT1) have also been explored clinically.72-74 This therapy 
was recently tested in patients with acute myeloid leukemia (AML) 
who received an allogeneic hematopoietic cell transplantation 
(HCT). These WT1 TCR-redirected EBV-specific T cells were asso-
ciated with increased persistence of greater than 10 months, while 
similarly WT1-TCR transduced CMV-specific T cells persistence 
was sporadic and declined after 2 months.72,74 This differential 
persistence was associated with an enriched central memory T cell 
profile commonly seen with the EBV subset of VSTs. At 44 months 
after infusion, 100% relapse-free survival was reported for AML 
patients receiving EBV-specific WT1-targeting T cells, and inci-
dence of GvHD remained low and attributable to prior HCT.73

As a specific example of a nongene edited allogenic αβT cell, 
VSTs may provide advantages and feasible alternatives for creating 
off-the-shelf cell therapies that do not require elimination of either 
endogenous αβTCR expression or the expression of HLA. These ad-
vantages potentially impact both the ease of GMP manufacturing 
and risk of gene edited T cells inducing extraneous effects, such as 

p53-mediated DNA damage response.75 EBV-specific T cells may 
also provide additional potential for approaching other solid tumor 
targets, as EBV-specific T cells have been shown to traffic to and 
penetrate solid tumor tissues, where they may facilitate broad anti-
tumor immune response upon stimulation.76

|

The clinical efficacy of CAR T cells is associated with their initial ex-
pansion to achieve a sufficient effector-to-target ratio. Post-infusion 
CAR T cell expansion has been reported to be a major factor for clini-
cal response in the case of autologous CD19 CAR T cells in B-ALL.77 
This expansion is enhanced by homeostatic cytokines such as IL-7 
and IL-15, whose levels are elevated after lymphodepletion.78,79 
CAR T cell persistence can result in long-term immunosurveillance. 
The persistence required to achieve a prolonged remission may 
vary according to the disease. One school of thought proposes that 
prolonged persistence may be required for a long-term control of 
diseases such as B-ALL.5 In contrast, most of DLBCL patients achiev-
ing a CR at 6 months remain disease-free.4 This difference probably 
reflects the biology of the disease and the persistence or not of a 
tumor reservoir after a first step of tumor killing.

Methods to prevent graft rejection. Top Center: Allogeneic CAR T cells can be recognized by host CD8 and CD4 cells via 
TCR-HLA-I and -II interactions respectively. Recognition of activating ligands such as MICA/B by NK cells results in cell lysis, which may 
be inhibited by KIR-HLA. Bottom Center: Selecting a partially HLA matched graph, as found with virus specific banked T cells, reduces 
recognition and supports graph tolerance. Top Left: Knockout of the conserved B2M subunit abrogates surface HLA-I expression, rendering 
cells invisible to CD8 T cells. Knockout of the transcription factor CIITA reduces HLA-II expression, thus avoiding detection by CD4 T cells. 
However, eliminating HLA also removes the inhibition of NK cells, inducing potential “missing-self” cytotoxicity. Bottom Left: An invariant 
HLA molecule lacking in sufficient polymorphism to be recognized by T cells, such as HLA-E or HLA-G, may be added to HLA knockout cells 
to restore NK inhibition, thus avoiding both T and NK cells. Top Right: Knockdown of HLA-I and –II by shRNA may be employed to reduce 
recognition by T cells while maintaining enough HLA to inhibit NK. Bottom Right: Host immune cells such as T, B, and NK express CD52. By 
knocking out CD52 on allogeneic CAR T cells, a CD52 monoclonal antibody can be given systemically to deplete host immune cells while 
sparing the engineered graft

 

HLA Knockout (e.g. B2M +/- CIITA KO) 

Evade T Cells but Induce “Missing-Self” 

CD8 
Allo 
CAR T 

CD4 

NK 

αβTCR 

αβTCR 

NK Ac�va�ng 
Ligands 

CAR 

CD8 
Allo 
CAR T 

HLA-I 

CD4 

HLA-II 

NK Inhibi�on 
via HLA 

NK 

αβTCR 

αβTCR 
NK 

Receptors 

NK Ac�va�ng 
Ligands 

CAR 

Host Immune Recogni�on of Allogeneic Gra� 

Gra� Rejec�on 

CD8 
Allo 
CAR T 

CD4 

NK Inhibi�on 
via Invariant HLA 

NK 

αβTCR 

αβTCR 
NK 

Receptors 

NK Ac�va�ng 
Ligands 

CAR 

HLA Knockout + NK Inhibitor (e.g. HLA-E/G) 

Evade T Cells with Par�al NK Inhibi�on 

Invariant HLA 
Not recognized as foreign 

CD8 
Allo 
CAR T 

CD4 

NK 

αβTCR 

αβTCR 
NK 

Receptors 

NK Ac�va�ng 
Ligands 

CAR 

HLA Knockdown (e.g. shRNA) 

May Evade T and NK cells 

Allo 
CAR T 

HLA-I 

HLA-II 

NK Ac�va�ng 
Ligands 

CAR 

Deplete Host Immune System (e.g. CD52 mAb) 

Gra� is Unchallenged by Host Immune System 

αCD52 

CD8 
Allo 
CAR T 

HLA-I 

CD4 

HLA-II 

NK Inhibi�on 
via HLA 

NK 

αβTCR 

αβTCR 
NK 

Receptors 

NK Ac�va�ng 
Ligands 

CAR 

HLA Matched Gra� 

Gra� Tolerance 



| AFTAB ET AL.

Costimulatory domains significantly affect CAR T cell expan-
sion and persistence. It has been shown that CD19.28.z-CAR T 
cells expand more rapidly and to higher levels than CD19.BB.z-CAR 
T cells.80,81 This accelerated and higher expansion of T cells trans-
duced with a CAR with CD28 versus 4-1BB costimulatory domain 
may be explained by a greater signal strength downstream of CD28 
versus 4-1BB.82 However, autologous T cells expressing a CAR with a 
CD28 costimulatory domain rarely persist more than 1 or 2 months, 
whereas those with 4-1BB can persist for months or years.5,77 
Because the half-life of allogeneic CAR T cells will be reduced in 
most of cases due to rejection by the host immune system, it may be 
suggested in this context to use preferentially CD28 as a costimula-
tory domain, in order to obtain a rapid expansion of the CAR T cells 
and thus optimize the antitumor effect on a limited period of time. 
The use of CD28 may be, however, associated with a higher risk of 
cytokine release syndrome compared to 4-1BB.83 Of note, there is 
no data available to date in the clinic to compare allogeneic CAR T 
cells using CD28 versus 4-1BB as a costimulatory domain.

Once the risk of GvHD has been controlled, a potential issue re-
maining for allogeneic CAR T cell therapy is their limited persistence 
in the recipient. Different approaches can be proposed to allow ini-
tial expansion and improve persistence of allogeneic CAR T cells: 
HLA-matching, reinforcement of the lymphodepletion, HLA class I 
and II deletion, and use of immunomodulatory factors.

To increase persistence, a bank of cells could be prepared from 
donors with different HLA alleles, providing partial HLA coverage 
for the majority of the targeted patient population (as performed 
for VST cells derived from third party donors). Considering that the 
most important alleles to match for are HLA-A, -B, -C and poten-
tially -DR, the size of the bank could be relatively limited. However, 
the persistence of the injected cells will be still reduced in absence 
of full HLA matching compared to autologous T cells. Indeed, the 
results obtained with third party donor-derived VST establish a 
persistence of the cells of 14-90 days and in the case of partially 
matched EBV specific T cells persistence for up to 27.3 months 
after the date of infusion has been reported60,61 whereas VST from 
HCT donors were particularly long (up to 10 years).84

The first clinical trials evaluating gene-edited allogeneic CAR T 
cells have used a reinforced lymphodepletion. An anti-CD52 anti-
body was added to the classical fludarabine and cyclophosphamide 
combination, with the aim of inducing transient tolerance to the 
transplant by increasing the depth and duration of the lymphopenia. 
CAR T cells are in this case protected by deletion of CD52.18 This ap-
proach has been shown to lead to expansion of the allogeneic CAR T 
cells associated with efficacy. Two compassionate use patients first 
treated with UCART19 showed durable CR30 and 82% of patients in 
the two phase 1 trials who were treated with the anti-CD52-contain-
ing lymphodepletion regimen achieved CR.31 Furthermore, in two of 
three patients who failed to show benefit from the initial infusion, 
reinfusion gave minimal residual disease negative-CR. In a similar 
way, deletion of the dCK protein may provide resistance against 
purine nucleotide analogue chemotherapies such as fludarabine 
used for lymphodepletion.85 These approaches have the advantage 

of suppressing all immune cell classes which may mediate rejection 
such as T, B, NK and potentially monocytes. However, the flip side 
of this benefit is that a prolonged immunosuppression is associated 
with a higher risk of opportunistic infections and viral reactivation.

Another approach consists in modifying allogeneic cells in order 
to obtain “universal cells” that will evade host immune detection. In 
the case of CD8 T cell rejection, the priority is to eliminate the ex-
pression of HLA class I molecules on CAR T cells. Deletion of the 
conserved gene beta 2-microglobulin completely removes surface 
expression of HLA class I.86 However, while immunogenic recogni-
tion by CD8 T cells will be reduced by this approach, the complete 
loss of HLA class I molecules will increase the risk of recognition of 
the allogeneic CAR T cells by NK cells, the so called ‘missing self’ 
mechanism. NK cell mediated destruction of HLA-edited T cells has 
been proposed to be prevented by expression on CAR T cells of non-
polymorphic HLA molecules such as HLA-E that will bind inhibitory 
receptors on NK cells.87 In addition to CD8 T cell-mediated rejection, 
CD4 T cells can contribute to rejection of allogeneic T cells through 
recognition of HLA class II molecules. For this reason, limiting class II 
expression by deleting one of the transcription factors required for 
all HLA class II genes, such as CIITA or RFXANK, has been proposed.88

Finally, expression of immunomodulatory molecules, such as 
PD-L1 or FASL, may suppress or kill the recipient’s activated T lym-
phocytes respectively.88 This approach may be, however, limited by 
the expression of PD-1 and FAS molecules on the activated CAR T cells 
themselves, inducing thus their inhibition for PD-L1/PD-1 and fratri-
cide killing for FASL/FAS interaction. How inhibition of phagocytosis 
by monocytes or macrophages may increase the persistence of alloge-
neic T cells is less clear. Adding molecules such as CD47 and CD200 
may allow modified allogeneic T cells to avoid macrophage-mediated 
clearance.88,89 Currently it is unclear if some of the above will be dom-
inant, or if all modifications will be needed to avoid rejection.

The different possibilities of T cell engineering open new per-
spectives in the field of immune cell therapy. However, it remains to 
be elucidated whether the production of universal cells that com-
pletely evade the host immune system may also induce safety issues, 
since the immune system will not be able to recognize transformed 
cells in case of an oncogenic event. The initial screening of the ad-
ministered allogeneic T cells for oncogenic mutations would there-
fore be of crucial importance in the context of extensive editing of 
the T cell genome. Given that late oncogenic events can still occur, 
and because rare oncogenic cells may have not been detected during 
the process, an optimized suicide system may be advantageous in 
modified T cells to allow their efficient elimination.90 Linking the sui-
cide gene to a cell-division gene, as described by Liang et al,91 may be 
particularly useful in this context.

|

Engineered adoptive cell immunotherapies are quickly showing 
promise for patients. As logistical and scientific insights into the 
manufacturing of these therapies evolve, patients could greatly 



|AFTAB ET AL.

benefit from readily available off-the-shelf cell therapies tailored 
to the patient and their disease. By engineering T cell immune 
identities, off-the-shelf allogeneic T cell therapies currently in 
clinical development (Table 1) could provide broader immunother-
apeutic options for patients. Current studies with nonengineered 
allogeneic T cells, such as the phase 3 ALLELE (NCT03394365) 
trial for patients with relapsed/refractory EBV+ post-transplant 
lymphoproliferative disease, and engineered allogeneic CAR T cell 
studies like UCART19 for ALL (NCT02746952), could begin to lay 
the groundwork for off-the-shelf therapies as standard-of-care 
treatments for patients.
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Abstract: Human Endogenous Retroviruses (HERVs) are accounting for 8% of the human genome.
These sequences are remnants from ancient germline infections by exogenous retroviruses. After
million years of evolution and multiple integrations, HERVs have acquired many damages rendering
them defective. At steady state, HERVs are mostly localized in the heterochromatin and silenced
by methylation. Multiple conditions have been described to induce their reactivation, including
auto-immune diseases and cancers. HERVs re-expression leads to RNA (simple and double-stranded)
and DNA production (by reverse transcription), modulating the innate immune response. Some
studies also argue for a role of HERVs in shaping the evolution of innate immunity, notably in the
development of the interferon response. However, their exact role in the innate immune response,
particularly in cancer, remains to be defined. In this review, we see how HERVs could be key-players
in mounting an antitumor immune response. After a brief introduction on HERVs characteristics and
biology, we review the different mechanisms by which HERVs can interact with the immune system,
with a focus on the innate response. We then discuss the potential impact of HERVs expression on the
innate immune response in cancer.

Keywords: human endogenous retroviruses; innate immunity; cancer

1. Introduction

About half of the human genome is composed of transposable elements (TEs) [1,2]. Initially
considered as “junk DNA”, these mobile sequences have been shown to provide a major source
of structural variation in the genome with an impact on oncogenesis [1]. Among them, Human
Endogenous Retroviruses (HERVs) represent 8% of the human genome. These DNA sequences of
retroviral origin are the legacy of ancient germ line infections by exogenous retroviruses, persisting
as integrated retroviruses. HERVs complete structure is the same as that of exogenous retroviruses,
consisting of four genes (gag, pro, pol and env) flanked by two long-terminal repeats (LTRs) (Figure 1A) [3].
These LTRs function as promoters for HERV expression, have strong RNA regulatory sequences and
contain transcription factor binding sites. Successive recombination between the two LTR led to
internal deletion in the vast majority of HERVs, leading to the excision of most of the coding regions [2].
The hundred thousand copies of HERVs present in the human genome is thus mainly constituted of
solitary LTR, only few thousands among the most recent integrated ones (such as the HML family)
keeping partially conserved open reading frame (ORF) (Figure 1B,C). It is important to note that
humans differ from other mammals in this point, and particularly from mice which, unlike humans,
possess complete replication-competent ERVs sequences [4].
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Figure 1. Structure of HERVs. (A) The complete proviral sequence of HERVs is composed of four
protein-coding sequences (Gag, Pro, Pol and Env) surrounded by two long-terminal repeat (LTR)
promoter sequences. (B) Most HERVs have acquired many damages on their ORFs, rendering them
defective. Still, protein-coding sequences remain in some HERVs. (C) The vast majority of HERVs is
now composed of solitary LTR. HERVs: Human Endogenous Retroviruses, LTR: Long-terminal Repeat,
ORFs: Open-reading frames.

HERVs are mainly localized in heterochromatin and repressed by epigenetic silencing at steady
state [5]. Only few physiological functions have been linked to HERVs expression so far. The best known
physiological example are Syncitins 1 and 2, two HERV-W/HERV-FRD derived envelope proteins
expressed in the placenta playing a role in trophoblast formation and foeto-maternal tolerance [6].
Different studies also suggest a role for HERVs in the complex human brain development: In human
neural progenitor cells, HERVs act as a docking platform for the epigenetic co-repressor protein
TRIM28, inducing a local state of heterochromatin around these HERVs [7]. It has been shown that
the transfer from motoneuron to muscles of Arc/Arg3.1, a crucial protein for synaptic plasticity, is
regulated by a Gag-like protein contained in its 3’ UTR region [8]. Conversely, increased HERVs
transcription and activity has been described in several pathological conditions, including auto-immune
diseases and cancer [1,4]. Indeed, the loss of CpG methylation in tumors seems to preferentially affect
retrotransposon elements and particularly HERVs [4].

Due to their retrotransposition ability, HERVs can be involved in oncogenesis in several ways such
as insertional mutagenesis or chromosomal instability [1]. LTR-induced oncogene transcription has
also been reported recently [9]. Furthermore, HERV-derived proteins can exert direct oncogenic activity,
as it is the case for instance with Np9, an HERV-K derived protein that can activate Wnt/β-catenin,
Ras-ERK, cMyc/AKT and Notch1 signaling pathways in chronic lymphocytic leukemia [10].

HERVs may have different impacts on the immune response. On one hand, the transmembrane
subunit of the Envelope (Env) protein from different HERVs contains a conserved immunosuppressive
domain (ISD) [6]. Of note, the mechanisms and targets of Env-mediated immunosuppression are not
fully defined, and its role in cancer immune escape is not clearly established. On the other hand, HERVs’
replication intermediates can stimulate innate sensors promoting antitumoral immune response by
triggering a type I and III Interferon (IFN) response [11,12]. HERVs expression is thus a double-edged
sword for antitumor immunity, favoring either immune escape or immune activation.

In this review, we will present the main data linking HERVs expression with the innate immune
response in cancer. After a brief review of the mechanisms regulating HERVs expression, we will
discuss the interactions between HERVs and the innate immune response, before considering the
implication of HERVs expression in the antitumor immune response.

2. HERVs Expression: Interaction with the Innate Immune System

2.1. HERVs Are Silenced by Epigenetic Mechanisms at Steady State

Epigenetics plays a key role in embryonic development, allowing a fine regulation of cell fate
and pluripotency and contributing to HERVs repression [5]. Histone H3 trimethylation, at the lysine 9
position (H3K9me3) by the histone-lysine N-methyltransferase SETDB1, is involved in early HERVs’
silencing during embryogenesis, while DNA methylation is thought to be the main mechanism in
differentiated cells. As more than 90% of methylated CpGs are located in part of the genome harboring
TEs, some authors even suggested that cytosine methylation was developed as a defense mechanism
against TEs spreading in human [11,13]. The exact role of each mechanism is, however, still a matter of
debate, different studies suggesting a more generalized role for SETDB1 in differentiated cells such
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as lymphocytes [14,15]. In mice, SETDB1 was shown to ensure Th2 cell stability by repressing ERVs
that control the Th1 gene network [15], and also to repress the expression of FcγR-IIb in T cells, an
inhibitory Fc receptor regulating the signaling through the TCR complex [16]. Accordingly, SETDB1
knock out induces an increased phosphorylation of ZAP70 in response to CD3 agonism, resulting in an
increased cell activation and death at early thymic selection stage. In B cells, loss of SETDB1 induces a
significant expression of HERVs, incompatible with B cell development and survival [14,17].

TRIM28 may also play an important role as shown in human neural progenitor cells by inducing
a local heterochromatin state to suppress HERVs expression [7]. Derepression of this local network by
knockdown of TRIM28 induces the transcription of both HERVs and their surrounding genes, providing
another layer of epigenetic control in these cells. Another key player is the retinoblastoma protein
(pRB) which recruits EZH2 to establish trimethylation of the 27th lysin of histone H3 (H3K27me3, a
marker of heterochromatin) on tandem and interspersed genomic repeats in somatic cells [18]. Multiple
factors are thus participating in the control of HERVs expression through epigenetic modifications,
and there is still a need to better understand and identify all the actors involved in this regulation.

2.2. HERVs Expression Is Modulated by the Immune Response, Microbiota and Viral Infections

Multiple immune stimuli have been shown to induce ERVs expression. First evidences of Murine
Leukemia Virus (MLVs) induction following murine B cells activation were reported in the 80’s by
Stoye J. and Moroni C [19]. The authors showed that both B cell mitogens (lipopolysaccharide (LPS)
and lipoprotein (LP)) and 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) were able to induce ERVs expression in
mice, and that their combination was synergistic, BrdU preventing the methylation of newly replicated
DNA. More recently, Young G. and Kassiotis G. assessed ERVs expression by microarray in murine
and human immune cells under different stimulatory conditions [20]. ERVs assessment in gut tissues
from wild type or MYD88 knock out mice breaded in two different conditions (specific pathogen-free
versus germ-free) revealed that expression of certain ERVs was dependent on the presence of the gut
microbiota. Consequently, ERVs expression was largely decreased in MYD88-/- mice, supporting the
role of the microbiota in inducing a basal ERVs expression in mice’s gut through MYD88 signaling. Still
in mice, deficiency in Toll-like Receptors (TLR)-3 and -9 (recognizing double stranded (ds) RNA) or in
TLR-7 (recognizing single stranded (ss) RNA) was shown to allow endogenous MLVs reactivation [21].

In human, analysis of blood samples from HIV-1 infected patients show an increase in HERV-K
RNA expression [22]. HERV-K protein production is also increased after HIV-1 infection of CD4 T cell
lines [23]. Similar results were found in gut biopsies from ulcerative colitis patients compared to healthy
individuals, confirming that not only external pathogens but also commensal bacteria can modulate
HERVs expression [20]. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) treated by type I IFN express
high levels of Alu elements, and IFN-α stimulation following a viral infection is known to induce
transcription of certain HERVs [24,25]. In this latter case, it was clearly shown that the expression
of HERV-K18 Env-derived superantigen IDDMK1,222, which is known to induce the activation of
autoreactive T cells associated with type I diabetes development, is strongly induced by IFN-α [25].
Type II IFN can also promote the expression of a particular class of HERVs, located in the 3’ untranslated
region of specific genes enriched for STAT1 and EZH2 regulation motifs [26]. IFN-γ exposure induces
the bidirectional transcription from these sequences, leading to dsRNA generation with 3’ antisense
retroviral coding sequences (labelled SPARCS which correspond to antisense ERVs) transcription.

Other mechanisms can participate to ERVs transcription in case of viral infection. Small
ubiquitin-like modifiers (SUMO) are a family of proteins involved in the regulation of multiple
cellular proteins and pathways by inducing post-translational modifications [27]. SUMOylation
has been shown to be a key process during the host response to viral infection by suppressing the
polyubiquitination and degradation of PRRs such as RIG-1 and MDA-5 [28]. There is also evidence for
TRIM28 SUMOylation, but not phosphorylation, to be implicated in ERVs repression [29]. Recently,
it has been shown that influenza virus infections induce loss of a SUMO-modified form of TRIM28,
leading to a derepression of ERVs [30]. The resulting dsRNA-mediated type I IFN response enhances
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the host antiviral response, illustrating how an aberrant transcription of self-RNA derived from ERVs
can be sensed as non-self by PRRs during an infection. Nevertheless, the IFN-antagonist protein NS1
produced by the wild-type influenza virus can oligomerize around dsRNAs to mitigate the antiviral
effects of ERVs transcription [30].

Adaptive immunity could also play a role in the control of ERVs expression. Antibody-deficient
mice present the spontaneous expression of fully infectious MLVs copies, leading to the development
of lymphomas [31]. Evidences of specific CD8+ and CD4+ T cells directed against HERV-derived
peptides have also been reported, as discussed later.

2.3. Role of PRRs, TLR Signaling and B Cell Response in the Control of ERVs

While studies have provided a better understanding of the different mechanisms underlying
HERVs expression, the link between HERVs and the immune system still remains poorly defined, with
most evidences coming from exogenous retroviruses or mice models ([2] for review). As discussed
above, TLR deficiency can lead to ERVs reactivation in mice [21]. Yu et al. showed that while
TLR-7 deficiency alone leads to spontaneous viremia, additional TLR-3 and -9 deficiencies lead to the
development of acute lymphoblastic T cell lymphoma. Interestingly, TLR-7 deficient mice expressed
ERVs but lacked ERVs-specific antibody response, confirming a previous study showing that TLR-7
is essential for initiating a B cell response directed against ERVs, and that CD4+ T cell responses are
also attenuated in the absence of TLR-7, whereas CD8+ T cell responses are conserved [32]. In this
latter study, the authors showed that intrinsic TLR signaling in B cells is mediating the response, while
TLR signaling in DCs is less important. [33]. Various levels of antibody specificities and efficiencies
in TLR-3 and 9 simple or double deficient mice also suggest a modulatory role for these two TLRs
in ERV-specific antibody response. Of note, both studies are describing responses against a fully
infectious murine ERV, the exogenous Friend-MuLV retrovirus, and may not be extrapolated to human
ERVs, since most of them are defective.

Altogether these data illustrate how the immune system modulates and controls ERVs
expression, leading to malignancy in case of immune deficiency. Recently, it has been shown
that interferon-γ-inducible protein 16 (IFI16), an AIM2-like receptor for DNA, is able to sense
HERV-K-derived ssDNA in somatic tissues, while being absent in stem cells [34]. It seems likely that
different mechanisms evolved to provide a better control of an aberrant transcription of these sequences
in somatic tissues while allowing expression in stem cells where they may contribute to cell identity.

2.4. HERVs as Network Regulator: the Example of the IFN-γ Network

With their ability to move and replicate within the genome, TEs have provided a major source of
gene regulation. Indeed, once inserted, TEs can provide an alternative promoter sequence and introduce
an alternative transcription start site, interrupt a pre-existing promoter, introduce a transcription
factor binding site, drive an antisense transcription or silence a whole region by inducing a local
state of heterochromatin [35]. TEs can also act post-transcriptionally by providing an alternative
polyadenylation site, an alternative splicing or a target for micro RNA. Among the multiple examples
of gene network regulated by TEs, it is now clear that HERVs participated in the shaping and the
development of the IFN-γ network [36]. By providing already functional cis-regulatory elements to
surrounding genes, TEs insertion promotes emergence of complex gene regulatory networks that
would take much longer time to develop by independent de novo mutations [37]. Chuong et al. thus
found 27 families of TEs enriched within IFN-γ-responsive cis regulatory elements, among which 20
were LTRs from the HERV family with STAT1 binding motifs [36]. The authors also showed that the
only STAT1 binding site within the 50 kb of the Absent in Melanoma 2 gene (AIM2, an IFN-stimulated
gene encoding a sensor of foreign cytosolic DNA promoting the assembly of the inflammasome) is
located in a LTR sequence, derepressed by H3K27 acetylation after IFN-γ exposure. Suppression
of this LTR element by Crispr-Cas9 completely abrogated AIM2 expression upon IFN-γ treatment.
Activated capase-1 levels, a surrogate marker of pyroptotic cell death, were also markedly reduced after
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vaccinia-virus infection, demonstrating that this LTR element is indispensable for the inflammatory
response to infection. In line with this, an impaired activity of IFN-stimulated genes is observed in cell
lines deleted of these HERV sequences [36]. HERVs may thus have been key actors in the development
and the shaping of our immune system, by providing ready-to-use IFN-γ inducible enhancers.

3. HERVs as Modulators of the Innate Immune Response

3.1. Activation of Innate Immunity by HERV Nucleic Acids

Pattern recognition receptors (PRRs) are key receptors of the innate immune system. Their
ability to directly recognize conserved pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) allow them to
quickly trigger the innate immune response, acting in first line after an infection. Among them, two
main families are specialized in the recognition of nucleic acids: endosomal PRRs (the TLR family),
and cytosolic PRRs (including the RIG-I-Like Receptors (RLRs), the NOD-like receptors (NLRs), the
C-type lectin receptors (CLRs) families and analogous DNA sensing receptors including oligoadenylate
synthase (OAS) proteins and cyclic guanosine monophosphate–adenosine monophosphate (cGAMP)
synthase (cGAS)) [38]. Once engaged, PRRs trigger different signaling cascades leading to inflammatory
cytokines production and converging to type I IFN production. The pathways involved depends on
the type of PRR. Schematically, TLRs signal through MYD88 or TRIF, while RIG-I (which recognizes
short dsRNA and RNA with 5’ triphosphate ends) and MDA5 (which recognizes long dsRNA) both
signal through MAVS, and DNA sensors signal through STING [38]. All together these effectors give
rise to the innate immune response and the “danger signal” required for inducing a specific adaptive
response [39].

The recognition of nucleic acids is at the time a very efficient strategy to fight viral
infections and paradoxically a risky strategy due to the possibility of recognizing self-nucleic acids,
promoting autoimmunity. With their ability to produce both RNA and DNA intermediates (by
reverse-transcription), ERVs are constituting perfect candidates for stimulating PRRs, as complementary
sense and anti-sense ERVs transcripts are forming both ssRNA and dsRNA. SsRNA can be sensed
by TLR-7 and 8 resulting in IFN-α secretion by stimulated dendritic cells (DCs) and macrophages,
as shown with HIV [40]. DsRNA, which are not found in normal cells, could be one of the most
immunogenic nucleic acid PAMPs. HERV dsRNA can be recognized by TLR-3, RIG-I and MDA5, the
two latters signaling through MAVS to induce a type I IFN response [11].

Once retrotranscribed into DNA, retroviruses can be sensed by cGAS to produce cGAMP, which
binds and activates STING to trigger a type I IFN response trough nuclear factor-kappa B (NF-kB)
and IFN regulatory factor 3 (IRF3) activation [41]. DsDNA could also be sensed by DNA-dependent
activator of IFN-regulatory factors (DAI), and DNA:RNA hybrids by TLR-9, even if this has not been
demonstrated for the particular case of HERVs [42,43].

Regulation mechanisms exist, such as 3′ repair exonuclease 1 (TREX1), a 3′→5′ DNA exonuclease
that degrades retroviral DNA, thus preventing their accumulation [44]. TREX1 knock down increases
type I IFN production after HIV infection in mucosal cells [45]. Albeit performed in mice, these
experiments suggest that similar mechanisms could exist for modulating immune activation from
nucleic acid sensing.

3.2. Activation of Innate Immunity by HERV- Derived Proteins

Not only nucleic acids but also proteins patterns can stimulate the innate immune response.
Transmembrane TLR-2 and 4 are able to recognize retroviral envelope glycoproteins (at least of
exogenous origin as shown for HIV-1), triggering a pro-inflammatory response through NF-kB
activation [46]. Specific data regarding HERVs are still lacking to further extrapolate these results.
Envelope subunit of multiple sclerosis-associated retroviral element (MSRV) from the HERV-W family
was shown to specifically activate immune cells through CD14 and TLR-4, leading to production
of pro-inflammatory cytokines such as IL-1β, IL-6 and TNF-α. It can activate DCs to promote the
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development of a Th1-response [47]. This could be an important immune activation pathway in the
pathogenesis of multiple sclerosis, as suggested by a multiple sclerosis mouse model where HERV-W
Env (Syncitin) overexpression in astrocytes led to neuroinflammation and oligodendrocytes’ death [48].

3.3. Suppression of the Immune Response

Most exogenous retroviruses have been described to suppress the host’s immune system to
maintain the infection [49]. Regarding ERVs, this effect has been co-opted for the foeto-maternal
tolerance, promoted by the expression in the placenta of Syncitin 2, a HERV-FRD-derived Env
protein [50]. This shared property between exogenous and endogenous retroviruses led to the
identification of an immunosuppressive domain (ISD) in the transmembrane unit of the Env protein
(reviewed in [51]). Exposure of human PBMCs to ISD-derived peptides from different retroviruses,
including HIV and HERV-K, increases the expression of different cytokines, including IL-10, IL-6, IL-8,
RANTES, MCP-1, MCP-2, TNF-α, MIP-1α, MIP-1β, MIP-3, IL-1β and Gro(α,β,γ), and decreases the
expression of IL-2 and CXCL9 [52,53]. Although all studies converge so far to a direct effect on cellular
immune effectors, the exact impact of ISD remains unclear, and no interaction with the innate immune
response has been clearly highlighted. An interesting study was performed in zebra-fish embryos,
which have only innate immunity during the first month of development [54]. Embryos injected
with HERV-K-containing extra-cellular vesicles derived from two colorectal adenocarcinoma cell lines
treated with decitabine, showed a reduced expression of IL-1β and myeloperoxidase. This effect was
however modest and needs to be investigated in other models. Of note, it has been also suggested that
HERV-derived Env proteins could target T cell activation indirectly by modulating the stimulatory
activity of dendritic cells [55].

4. HERVs as Innate “Adjuvants” in Cancer

4.1. Turning Cancerous Cells into Virus-Infected Cells

While the effects of 5-Azacytidine (AZA) in promoting ERVs expression had been described since
1984, the link with its anti-tumoral effect in human was only recently established [11,56]. Studies first
showed the link between the use of AZA and the modulation of multiple immune pathways, including
upregulation of immunomodulatory pathways and cancer testis antigens [57]. The classification
of primary human tumors based on the union of these pathways confirmed the enrichment of this
AZA-induced Immune Genes (AIM) after AZA therapy in breast and colorectal cancer trials, suggesting
that patients with low AIM signature at diagnosis might benefit most from receiving epigenetic therapy
prior to immunotherapy.

Chiappinelli K. et al. showed that AZA-induced response was mediated by cytosolic sensing of
dsRNA via TLR-3 following expression of demethylated HERVs, leading to a type I IFN production
and apoptosis of tumor cells. This activation could stimulate anti-tumor immunity by activating innate
lymphoid cells and promoting the infiltration and clonal expansion of tumor-specific cytotoxic T cells
(“viral mimicry mechanism”). The induction of HERVs expression could also lead to the exposure of
several HERV-derived tumor-associated antigens, leading to new targets on the tumor cells [58]. These
results were confirmed by Roulois D. et al. with the use of a slightly different DNA methyltransferase
inhibitor (DNMTi), 5-aza-2′-deoxycytidine (AZA-CdR) in enriched sphere cultures derived from
human colorectal cancer [12]. A low dose of 5-AZA-CdR also induced type I IFN and reduced the
frequency of colorectal cancer initiating cells (CICs) independently of the cancer’s methylation profile.
Knockdown of MDA5, MAVS, or IRF7 was sufficient to render these cells insensitive to 5-AZA-CdR
treatment, in contrast with RIG1 knockdown, suggesting a major role for MDA5 sensor in 5-AZA-CdR
efficiency. Interestingly, while 5-AZA-CdR also induced the expression of IFN-responsive genes, the
MDA5-mediated apoptosis of tumor cells seemed to be independent of the IFN response, as already
suggested in melanoma [59].
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Other groups found similar results in different cancer types. In myelodysplastic syndromes,
decrease in DNA methylation following AZA treatment was shown to be enriched in heterochromatin
zones and not in coding genes, suggesting that HERVs activation is one of the mechanisms contributing
to AZA clinical effects in these diseases [60]. High-grade glioblastoma, which exhibits repressive
chromatin marks (by loss of H3K27 trimethylation) at some sites, contains reciprocal active chromatin
marks (by gain of H3K27 acetylation) enriched at repeated elements sites, leading to their increased
expression [61]. This acetylation can in fact be seen as a therapeutic vulnerability, rendering TEs and
HERVs more susceptible to activation by epigenetic therapies such as AZA or histone deacetylase
inhibitors (HDACi).

HERVs expression was also shown to overcome the resistance to anti-PD1 therapy in a melanoma
mouse model: the ablation of the histone H3K4 demethylase LSD1 (KDM1A) enhances tumor
immunogenicity and T cell infiltration by inducing dsRNA production through HERVs expression,
leading to a type I IFN response [62]. This could be a way to turn a so-called “cold” into a “hot” tumor.

In a different approach, Cyclin-dependent kinases 4 and 6 inhibitors (CDK4/6is) have been shown
to increase the anti-tumoral immune response by activating the expression of HERVs in tumor cells [63].
By inhibiting the phosphorylation of the pRB, they reduce DNMTs activity, promoting the expression
of HERVs and other genes regulating immune functions. The increased intracellular levels of dsRNA
stimulate the production of type III IFN, enhancing tumor antigen presentation and promoting a
specific cytotoxic T cell response. CDK4/6is also lead to a selective suppression of regulatory T cell
proliferation, potentially related to the higher expression of pRB by these latter. As with DNMTis,
CDK4/6is might enhance the efficacy of immunotherapy such as immune checkpoints blockade.

Altogether these results explain the mechanism behind the anti-tumoral effects of DNMTis,
characterized by a delayed response time and paradoxically an absence of predictive methylation
markers. By mimicking viral infection into the tumor cell through HERVs expression, epigenetic
therapies could thus represent one approach to turn “cold” into “hot” tumors by promoting
immune-cells infiltration and antigen presentation through type I IFN production while triggering
cancerous-cell apoptosis and providing new targets for adaptive response [58,64]. All these effects put
DNMTis as privileged candidates for association with immune therapies.

4.2. Impact of HERVs Expression in the Response to Immune Checkpoint Inhibitors

By activating both innate and adaptive immune response, HERVs may represent key factors in the
response to immunotherapy. HERV expression has recently been associated with response to anti-PD1
in clear cell renal cell carcinoma [65]. The “viral defense” gene expression signature associated with
HERVs expression is also predictive of immune checkpoint responses in melanoma patients, and
DNMTis treatment sensitize to anti-CTLA-4 therapy in a mouse melanoma model [11]. In the same way,
Heidegger S. and Wintges A. et al. showed that RIG-I activation is indispensable for responsiveness to
CTLA-4 checkpoint blockade [66].

HERVs could thus be involved in the response to checkpoint blockade in tumors characterized
by a low mutational burden. It has recently been shown that in rhabdoid tumors, a pediatric cancer
exhibiting one of the lowest mutational burden, the driver mutation characterized by a biallelic loss
of SMARCB1 (a core member of a chromatin remodeler complex) triggers the expression of HERVs,
explaining thus the unusual immune infiltration of these tumors, which is driven by the subsequent
type III IFN response [67].

HERVs expression may also modulate the antitumor immune response once the latter has been
initiated. For instance, SPARCS expression following IFN-γ exposure could be a positive feedback
mechanism fostering the antitumoral immune response [26].

5. Conclusions

The integration of ERVs in the genome represents a good example of biological exaptation.
ERVs have been co-opted by the host during evolution to modulate key functions and complex gene
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regulatory networks (such as IFN-γ). ERVs have also shaped the immune system, which, in turn,
may control their expression. Since ERVs represent major factors of activation of the innate immune
response, the induction of their expression in tumor cells is of great therapeutic interest. Indeed,
many epigenetic drugs may act through ERVs derepression. This could represent a key mechanism to
transform cold tumors into hot ones, justifying the rationale of combination of epigenetic drugs with
immune checkpoint inhibitors.

With the potential to stimulate both the innate response through DNA/RNA sensing and the
adaptive immune response through antigens recognition [68–70], ERVs provide unique and promising
targets for cancer immunotherapy (Figure 2).

 
Figure 2. HERVs as relevant and unique targets for cancer immunotherapy. At steady state, most
HERVs are not expressed, mainly silenced by epigenetic mechanisms. Basal HERV expression can be
found in some tissues and in the thymus, with an incomplete central tolerance. Different circumstances
such as auto-immune diseases or cancer can foster HERVs expression, leading to the production of
both HERVs-derived nucleic acids and proteins. These intermediates can promote an innate immune
response by inducing type I and III IFN production through DNA/RNA sensors, and also an adaptive
immune response through B and T cell epitopes. IFN: Interferon.
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Résumé  

Dans ce premier travail, nous proposons une méthode reproductible et généralisable à 
grande échelle pour identifier et prioriser les épitopes T CD8+ issus de HERVs exprimés dans un 
cancer donné. A partir de la base TCGA, nous avons tout d’abord réalisé une analyse préliminaire 
de l’expression des HERVs dans le cancer du sein selon une approche classique type « Rooney ». 
Ces premières analyses nous ont révélé une importante corrélation entre plusieurs HERVs de la 
famille HERV-K fortement exprimés dans le sous-type basal et des signatures lymphocytaires T 
CD8+ ainsi que d’activation de checkpoints immunitaires. Basé sur ces résultats, nous avons aligné 
les différents HERVs corrélés aux réponses LT CD8+ afin de définir des zones partagées riches 
en épitopes présentant une forte affinité prédite pour le HLA-A*02. Parmi les différents 
candidats, nous avons choisi les 6 peptides (P1 à P6) les plus partagés pour validation biologique. 
Nous montrons qu’il existe des évidences de traduction pour 5 de ces peptides dans des données 
de spectrométrie de masse de cancer du sein. 

Afin de généraliser cette approche à plus large échelle, nous avons ensuite analysé la base 
de données pancancer du TCGA (8 893 échantillons de 29 types de cancer solides différents) via 
l’approche hervQuant, permettant une quantification plus exhaustive élargie à 3 713 loci HERVs 
enrichis en séquences contenant des ORFs ainsi qu’une meilleure prise en charge des multimaps. 
Afin de limiter le nombre de peptides candidats, nous avons établi une méthode d’analyse 
contenant plusieurs étapes originales permettant de limiter le nombre de faux positifs. Parmi les 
différents ajouts, l’annotation de l’immunogénicité potentielle des HERVs via une approche 
d’apprentissage automatique, le filtre des candidats exprimés par les LT ou les lymphocytes NK 
ainsi que l’alignement des ORFs prédits sur des protéines connues de Gag et Pol nous permettent 
de limiter drastiquement le nombre final de peptides à tester. 

D’un point de vue biologique, nous montrons que ces peptides peuvent induire des 
réponses LT CD8+ spécifiques et polyfonctionnelles chez le donneur sain après stimulation de 
PBMCs par un protocole classique de priming de LT par cellules dendritiques autologues à partir 
de monocytes, ainsi que par un protocole de priming accéléré via des agonistes TLR. Ces réponses 
sont particulièrement importantes pour les peptides P1, P2, P4 et P6. Nous avons ensuite généré 
des clones dirigés contre ces 4 peptides via le tri de LT CD8+ spécifique obtenus chez le donneur 
sain et expandus pendant 14 jours, et caractérisé leur TCR par séquençage des chaines α et β. 
Nous montrons que ces clones présentent une forte avidité pour leur cible, ainsi qu’une 
cytotoxicité face à la lignée MDA-MB-231 de cancer du sein triple négatif exprimant nos cibles. 
Enfin, nous détectons la présence de LT CD8+ spécifique dirigés contre P1, P4 et P6 parmi les 
lymphocytes infiltrant la tumeur de patientes présentant un cancer du sein triple négatif au 
diagnostic, et montrons que ces clones sont cytotoxiques dans un modèle d’organoïde humain. 

Ainsi, nous proposons une méthode applicable à grande échelle permettant d’identifier 
des épitopes LT CD8+ à partir des HERVs exprimés dans un cancer donné en réduisant 
grandement le nombre de candidats et de faux positifs. Nous démontrons également le caractère 
immunogène des peptides sélectionnés ainsi que la cytotoxicité de leurs clones LT CD8+ 
respectifs, ouvrant la voie à l’utilisation des peptides issus de HERVs pour des approches 
d’immunothérapie ciblée. 
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One Sentence Summary: A bioinformatic-based method was developed to identify shared 
tumor epitopes derived from HERVs and inducing high avidity CD8+ T cells cytotoxic against 
tumor cells. 
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Abstract 

Human endogenous retroviruses (HERVs) represent 8% of the human genome. Given their viral 

origin, HERV products may represent tumor antigens relevant for cancer immunotherapy. We 

developed a systematic bioinformatics-based approach to identify shared CD8+ T cell epitopes 

derived from cancer-associated HERVs in solid tumors. Six HLA-A2 epitope candidates among 

the most commonly shared epitopes with evidence of translation were selected for further 

immunological evaluation. In vitro priming assays confirmed the immunogenicity of these 

epitopes that induced high avidity CD8+ T cell clones able to specifically recognize and kill HLA-

A2+ tumor cells. Furthermore, epitope-specific CD8+ T cells were identified by dextramer-

staining among tumor infiltrating lymphocytes from HLA-A2+ breast cancer patients. Finally, we 

showed that HERV-specific T cells can lyse patient-derived organoids. These shared virus-like 

epitopes could be of major interest for the development of cancer vaccine approaches or T cell-

based immune therapies, especially in tumors with low or intermediate mutational burden. 
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Main Text: 

Introduction 

The adaptive T cell immune response in cancer relies on the recognition of tumor 

epitopes specifically expressed by tumor cells (1). The role of neoantigens, generated by non-

synonymous mutations specific to the tumor genome, has been extensively studied in the last 

decade (2) and many clinical trials testing combinations of neoantigens in personalized cancer 

vaccines have been initiated, with encouraging preliminary results (3). However, determining the 

optimal combination of neoepitopes for each patient remains challenging. Furthermore, many 

tumors are characterized by a low or moderate tumor mutational burden. Therefore, unveiling 

other families of tumor antigens, such as those derived from splice variants, fusion proteins or 

endogenous retroelements, possibly shared among different cancer subtypes, is of utmost 

importance for the development of off-the-shelf therapies in solid tumors (4). 

Human endogenous retroviruses (HERVs) represent 8% of the human genome (5). 

Although most HERV genes are non-functional due to DNA recombination, mutations, and 

deletions, some produce functional proteins including the group-specific antigen (Gag), 

polymerase (Pol) with reverse transcriptase, and the envelope (Env) surface unit (6). Most 

HERVs are silenced by epigenetic mechanisms in normal cells (7). HERVs are unmethylated and 

aberrantly expressed in some tumors, including breast cancer, ovarian cancer (8), prostate cancer 

(9) and melanoma (10). HERVs were reported to be possible pathogenic agents in carcinogenesis, 

through their involvement in insertional mutagenesis, chromosomal aberrations or LTR-induced 

oncogene-activation (6, 11). Furthermore, some HERV proteins, like HERV-K Rec and Np9, are 

also putative oncogenes (6).  

HERVs may represent an interesting source of shared tumor antigens (5). Due to their 

homology with “non-self” viral antigens and their limited expression in normal tissues, some 

HERVs may induce efficient cytotoxic T cell (CTL) responses in the absence of negative 

selection of reactive T cells in the thymus (12). A study reporting a CD8+ T cell response against 

an ERVK3-derived epitope in a melanoma patient was published by Schiavetti et al. in 2002 (13). 

Since this first report, other studies have shown that HERVs can induce T cell responses in 

cancer patients, notably in renal cell carcinoma (14, 15), colorectal cancer (16), seminoma (17) 

and breast cancer (18). However, very few studies have thus far identified HERV-derived T cell 

epitopes and characterized the corresponding T cell clones. The large number of HERVs 

integrated in the genome and the associated polymorphism of these repeated sequences render 

target discovery and validation very difficult, hampering the development of immune therapy 
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targeting HERV-derived epitopes. We present herein an original bioinformatics-based method to 

identify shared T cell epitopes derived from HERV viral antigens specifically overexpressed in 

different cancer subtypes. We show that these HERV-derived epitopes efficiently prime 

antitumor CTL clones of high avidity and could thus represent relevant targets for cancer 

immunotherapy. 

Results  

HERVs overexpressed in triple negative breast cancers (TNBCs) contain shared T cell 

epitopes 

To establish the proof-of-concept that HERVs overexpressed in a specific disease 

contain shared T cell epitopes, we first assessed HERV expression in breast cancer, owing to the 

well-characterized expression of HERVs in this disease (19) and the availability of a RNA 

sequencing (RNAseq) database comprising normal samples. For this initial approach, we used the 

genomic annotation of 66 HERVs established by Mayer et al (20), which contains only HERV 

sequences with a known corresponding protein entry in Uniprot (21). Differential HERV 

expression between tumor samples and pooled normal samples (peritumoral and normal breast 

tissues) revealed 9 and 12 HERVs significantly overexpressed in the estrogen receptor-positive 

(ER+) and TNBC subgroups, respectively (Fig. 1A, Supplementary Fig. S1A and S1B). Principal 

component analysis performed on the 12 HERVs overexpressed in the TNBC subgroup 

highlighted a good discrimination based on the first and second axes with 66% and 12% of 

variance, respectively, due mainly to HERVs from the HERV-K/HML-2 family (Fig. 1B). These 

HERVs were highly correlated with Xcell’s T and B cell immune signatures (22) (max Spearman’s 

R: 0.71, corrected P-value < 0.001) and negatively correlated with myeloid signatures such as M2 

macrophages (Fig. 1C). HERV expression was also correlated with that of negative immune 

checkpoints such as PDCD1, CTLA4, LAG3 and TIGIT (Fig. 1C).  

Based on the specific expression of a limited number of HERVs characterizing the TNBC 

subtype, we speculated that it may be possible to identify shared domains containing T cell 

epitopes within Gag, Pol and Env proteins. Indeed, common regions in sequences from the 

HERV-K/HML-2 family members overexpressed in TNBCs (HERV-K 6, 7, 10, 11, 21 and 25) 

were uncovered. Retrieval of the corresponding Gag, Pol and Env proteins from Uniprot 

followed by strong binder prediction via MHCflurry analysis led to the identification of several 

regions enriched in T cell epitope candidates for the most common HLA class I and II alleles 

(Fig. 1D). For further biological validation and immunological assays, we selected six 9-mer 

strong binders for HLA-A*0201 from the most conserved sites: three from Gag (P1, P2 and P4) 
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and three from Pol (P3, P5 and P6) (Fig. 1E). Analysis of mass spectrometry data from The 

Cancer Genome Atlas (TCGA) and Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium (CPTAC) 

(23) showed evidence of translation for P1, P2, P3, P5 and P6 peptides in breast cancer samples 

(Fig. 1F and supplementary Fig. 1C). P4 was also selected as it had been described among HLA-I 

eluted peptides from tumors (patent WO2019/162110A1). Importantly, alignment against the 

human proteome revealed that the sequences of these epitope candidates did not match any self-

protein sequence (Supplementary Table S1). 

 

Fig. 1. TNBC is characterized by the overexpression of HERVs mainly from the HERV-

K family 
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(A) Heatmap of HERVs overexpressed in the TNBC subtype. Z-score of log2 (CPM + 1) 

expression is represented.  

(B) Principal component analysis based on the 12 HERVs overexpressed in the TNBC subtype. 

Individuals (up) and variables (down) are represented. 

(C) Correlation between immune signatures and the expression of the 12 HERVs overexpressed 

in the TNBC subtype. Spearman’s correlation coefficient is represented. (FDR-adjusted 

p-value: *: <0.05, **: < 0.01, ***: <0.001) 

(D) Workflow of HLA-A*02 epitope selection from the 8 overexpressed HERV-K sequences 

with known Gag or Pol proteins. 

(E) Characteristics of the 6 selected HLA-A2 epitopes. 9-mer peptides were selected according 

to their predicted HLA-A*02 affinity (considering strong binders for percentile ranks 

≤0.5) and the number of HERVs containing their sequences.    

(F) MS/MS detection of P1 epitope in a sample from the CPTAC breast cancer prospective 

dataset. MS/MS spectrum is identified by Pepquery analysis (Peptide Spectrum Match, p 

value 0.0063) 

PDCD1LG2: Programmed cell death 1 ligand 2 (PD-L2), IDO1: Indoleamine 2,3-dioxygenase, HAVCR2: 

Hepatitis A virus cellular receptor 2 (TIM-3), CTLA4: Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, TIGIT: T 

cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains, PDCD1: Programmed cell death 1, LAG3: Lymphocyte-

activation gene 3, DC: Dendritic Cell, pDC: plasmacytoid DC, cDC: conventional DC, iDC: immature DC, 

NKT: Natural Killer T cell, Tgd_cells: Gamma-Delta T cells, PHSC: Progenitor and Hematopoietic Stem 

Cells, ER+: Estrogen Receptor positive, TNBC: Triple Negative Breast Cancer. 

 

A machine learning-based approach enhances the identification of HERVs associated 

with CTL response  

To improve the epitope detection process and generalize it to other cancers, we developed a new 

pipeline for annotating HERVs. For this, we reviewed multiple HERV databases and selected a 

more recent and complete reference of 3,173 HERVs, mostly composed of complete proviral 

sequences, thus having a higher probability of containing translated peptides (24). We assessed 

HERV expression in 8,893 primary tumor samples from 29 different cancer types from TCGA 

pancancer RNAseq database using HervQuant (15) (Supplementary Fig. S2A and Supplementary 

Table S2). We selected cancers with at least 10 available matched peritumoral samples (n = 14; 

Supplementary Table S2) to filter HERVs highly expressed in tumors and not in normal tissue 
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(cancer-associated HERVs or CAH). Differential HERV expression analysis unveiled 1,134 CAH 

candidates (Fig. 2A). To reduce the number of candidates to test, we next applied a second filter 

to retain only HERVs associated with a CTL response among CAHs (cyt-HERVs). Cyt-HERV 

annotation was based on two inclusion criteria, namely the association of each HERV with at 

least one CD4 or CD8 T cell phenotype (A) and function (B) signature, and one exclusion 

criterion, namely its expression by purified T or NK cells (C) (A and B not C) (Fig. 2B). To 

reduce the risk of false-positive association and control for the high collinearity encountered with 

HERV expression, these associations were evaluated by L1 penalized regression (25) to retain 

only HERVs highly associated with CTL responses, controlling for cancer subtypes. A machine 

learning-based approach was used to test the associations independently for each cancer type (see 

Methods for full details) leading to the final identification of 192 cyt-HERVs (Fig. 2C). Sub-

cancer analysis revealed that colon adenocarcinoma (COAD), lung squamous cell carcinoma 

(LUSC), head and neck squamous cell carcinoma (HNSC), bladder urothelial carcinoma (BLCA) 

and lung adenocarcinoma (LUAD) were the top 5 cancers with the highest total number of cyt-

HERVs (Fig. 2D).  

Overall, cyt-HERVs constituted around 15% of total CAHs, greatly reducing the number of 

potential candidates. Among the most shared cyt-HERVs, 11 were overexpressed in more than 

10 different types of cancers, including 3 HERVs (herv_2256, herv_6069 and herv_4700) 

formerly reported to induce CD8+ T cell responses (10, 14, 15) (Fig. 2E). Analysis of the mean 

beta-value of the 10 nearest surrounding probes from TCGA Illumina 450k methylation data 

revealed more cyt-HERVs significantly correlated with local demethylation (n = 37) than 

methylation (n = 15), suggesting a partial epigenetic control of these HERVs (Supplementary Fig. 

S2B). 
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Fig. 2. Pancancer identification of HERVs associated with CTL responses 

(A) Venn diagram representing the total number of HERVs overexpressed in a tumor versus its 

normal counterpart (peritumoral tissue), and the total number of HERVs overexpressed 

in a normal peritumoral tissue versus its tumoral counterpart.  HERVs overexpressed in 

at least 1 tumor and never overexpressed in any peritumoral tissue are considered cancer-

associated. 

(B) Venn diagram of the selection criteria for a HERV to be annotated as associated with CTL 

response (cyt-HERV). Each HERV had to be associated with both a phenotype (CD8 or 

CD4 T cell signatures) and a function (cytolytic activity (Granzyme B & Perforin 1) or 

IFN-γ signature) criteria (A and B) and not overexpressed in normal purified T/ NK cells 

(A AND B NOT C).   

(C) Venn diagram of cancer-associated HERVs’ association with CTL responses criteria defined 

in A. A total of 192 HERVs are annotated as cyt-HERVs.   

(D) Proportion of cancer-associated HERVs annotated as cyt-HERVs per cancer subtype. Cyt-

HERVs are colored in red. 
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(E) Top 25 most shared cyt-HERVs with their respective tumors. The number of different 

cancers is represented on the y-axis.  

CTL: Cytotoxic T cell response, Cyt-HERVs: HERVs associated with CTL response in cancer, TNBC: 

Triple-Negative Breast Cancer 

 

Selection of conserved Gag and Pol HERV-K/HML-2 motifs among cyt-HERVs leads to 

the identification of shared CD8+ T cell epitopes  

We next assessed the presence of shared T cell epitopes among these cyt-HERVs. We 

translated our 192 cyt-HERV sequences into the 6 possible frames and retained predicted open-

reading frames (ORFs) of at least 10 amino acids. To reduce the number of false-positives (non-

translated sequences), we aligned these ORFs against known HERV-K/HML-2 Gag and Pol 

proteins referenced in UniProt and kept only ORFs with 90% homology with known existing 

HML-2 proteins (26). This conservative approach led to the identification of 57 HML-2 HLA-

A*0201 epitope candidates from 27 distinct ORFs (Supplementary Fig. S3A), with herv_2410 

and herv_6069 showing the highest number of conserved HML-2-derived ORFs (Supplementary 

Fig. S3B). To better appreciate the distribution of these epitopes, we relocated each peptide 

among all the CAHs. The top 25 most shared epitopes included our 6 previously identified 

peptides (P1 to P6), with 13 unique epitopes present in at least 10 different HERVs (Figure 3A). 

YAMSNLFSI (P6), in particular, was shared by 27 different CAHs.  

To extend our previous findings to TNBCs and reinforce our approach, we then focused 

on breast cancer. Differential HERV expression analysis uncovered a total of 497 CAHs 

expressed across different breast cancer subtypes, among which 91 were annotated as cyt-

HERVs (Fig. 3B and 3C). Fifty-four of these 91 cyt-HERVs were expressed in the basal subtype 

(Fig. 3C). The mean expression of these 54 cyt-HERVs was significantly higher in TNBC and 

ER+ samples compared to peritumoral or normal breast tissues from an independent dataset 

(Fig. 3D). Interestingly, analysis of the mean expression level of these 54 HERVs in medullary 

thymic epithelial cells (mTECs) revealed a similar profile as in normal tissues (Fig. 3D), 

suggesting that the thymus may not induce a negative selection of the corresponding HERV 

antigen-specific T cells. We confirmed the high expression of these 54 cyt-HERVs in breast 

cancer cell lines sequenced in Varley et al.’s study (Supplementary Fig. S3C) and in cell lines from 

the Broad Institute Cancer Cell Line Encyclopedia (Supplementary Fig. S3D). The top 25 most 

shared epitope candidates among all CAHs expressed in the basal subtype contained the 6 

previously identified peptides P1-P6 (Supplementary Fig. S3E). 
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We next selected HERVs containing the sequences of the 6 previously identified epitope 

candidates P1-P6 among the CAHs expressed in the basal subtype. Eighteen different HERVs 

contained at least one of the 6 peptides in their ORFs (Table 1). Genomic mapping of the 

corresponding loci showed a diffuse location for these 18 HERVs on chromosomes (Fig. 3E). 

Analysis of ribosome profiling (riboseq) data from a previously published study (27) revealed 

evidence of translation for these 18 HERVs in 4 different breast tumor cell lines including 2 basal 

and 2 luminal A subtypes (Fig. 3F).  

Overall, our bioinformatics approach allowed us to select a limited number of HERV-derived T 

cell epitopes specifically overexpressed by tumor cells and most likely to be immunogenic among 

a large number of HERV candidates.   

 

 

Fig. 3. Shared CD8+ T cell epitopes derived from conserved Gag and Pol HERV-

K/HML-2 motifs are expressed in TNBCs 

(A) Bar chart of the top 25 most shared peptides predicted as strong HLA-A*02 binders among 

the 192 cyt-HERVs. Previously identified peptides (P1 to P6) are shown in bold and 

marked with a star. 
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(B) Volcano plot of HERVs overexpressed in basal breast cancer subtype compared to 

peritumoral samples in TCGA database. cyt-HERVs are represented in red. 

(C) Venn diagram of total number of cyt-HERVs overexpressed in each subtype of breast cancer 

in TCGA database.  

(D) Mean expression of the 54 cyt-HERVs overexpressed in TCGA basal subtype, in the 

independent database of Varley et al (28) and in medullary thymic epithelial cells. 

(E) Chromosomal location of the 18 peptide-containing HERVs overexpressed in the basal 

breast cancer subtype. Each bar corresponds to a HERV locus. 

(F) Expression of the 18 peptide-containing HERVs in the breast cancer basal (Hs578t & MDA-

MB-231) and luminal A (MCF7 and T47D) cell lines analyzed by Riboseq. 

mTECs: medullary thymic epithelial cells, TNBC: Triple-Negative Breast Cancer 

 

HERV-derived epitopes induce strong and polyfunctional T cell responses  

We then evaluated the capacity of the selected epitope candidates to induce efficient T cell 

responses. The HLA-A2 affinity of the 6 selected peptides was first confirmed using an in vitro 

binding assay on purified HLA-A*02:01 molecules (supplementary Fig. S4A). To assess the 

immunogenicity of these 6 peptides, we developed an optimized in vitro priming assay performed 

on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from HLA-A2-positive donors (Fig. 4A and 

Methods for details). The dextramer-based quantification of peptide-specific CD8+ T cells 

(gating strategy supplementary Fig. S4B) revealed the presence of specific T cells for all peptides, 

with variations among donors (Fig. 4B and 4C and Supplementary Fig. S4C). P1 appeared to be 

the most immunogenic peptide with significant T cell responses in 9/11 donors, followed by P4 

(7/10), P6 (4/9) and P2 (3/11) (Fig. 4C). The immunogenicity of these peptides was further 

confirmed by a classical assay using monocyte-derived dendritic cells prepared from 5 HLA-A2-

positive healthy donors (Supplementary Fig S4D). Flow cytometry analysis showed a CD8+ T 

cell IFN-γ production when peptide-stimulated PBMCs were co-cultured with T2 cells pulsed 

with the cognate epitopes (Supplementary Fig. S4B and S4E). Of note, P1 also induced the 

highest IFN-γ response compared to the other peptides.  

Based on these results, we selected P1, P2, P4 and P6 for further experiments. A polyfunctional 

IFN-γ+ TNF-α+-specific CD8+ T cell response was observed upon co-culture with peptide-

pulsed T2 cells, associated with the presence of the degranulation marker CD107a (Fig. 4D). 
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Fluorospot assay in the same co-culture conditions confirmed the secretion of IFN-γ and 

granzyme B with the presence of double-positive cells (Fig. 4E). 

 

Fig. 4. HERV-derived epitopes induce polyfunctional CD8+ T cell responses 

(A) Schematic representation of the in vitro priming protocol. PBMCs from HLA-A2-positive 

healthy donors are cultured in 96 well plates with AIM V Medium with 5% human serum 
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enriched with IL-2, TLR ligands (R848 and poly-IC) and the peptide of interest. Medium 

is changed every 3-4 days, without TLR ligands on day 6 and without peptide on day 10. 

Cells are collected and counted for analysis (Fluorospot, dextramer and intracellular 

staining) on day 12. 

(B) Representative example of dextramer staining of peptide-stimulated (lower right panel)  and 

unstimulated (lower left panel) CD8+ T cells. CMV pp65 stimulated (upper right) and 

unstimulated (upper left) PBMCs are used as controls.  

(C) Summary of the results obtained with PBMCs from 11 HLA-A2-positive healthy donors: 

blue squares indicate detection of epitope-specific CD8+ T cells; white squares indicate a 

lack of detection; black squares are depicted when the test was not performed. 

(D) Plots of IFN-γ (left panels), IFN-γ and TNF-α (center panels) or IFN-γ and CD107a (right 

panels) staining gated on CD8+ T cells. Healthy donor PBMCs were stimulated with 

peptide (here P6, upper line), no peptide (central line) or CMV pp65 peptide (bottom 

line). Plots are representative of the data summarized in figure S4E (n=11). 

(E) Mean number and standard deviation of IFN-γ+, Grz-b+ and double IFN-γ+ Grz-b+ spots 

counted on Fluorospot after stimulation of HLA-A2-positive healthy donor PBMCs with 

different peptides. Experiments were performed in duplicates for each represented 

condition. Representative wells are shown on the right panel: IFN-γ (green, left), Grz-b 

(red, center) and double positive (yellow, right) spots for PBMCs alone and 10:1 

PBMCs:T2 co-cultures using either unstimulated PBMCs, P1-stimulated PBMCs or CMV 

pp65 positive control PBMCs. 

CMV: Cytomegalovirus, IFN: Interferon, pp65: phosphoprotein 65, TLR: Toll Like Receptor, TNF: Tumor 

Necrosis Factor, Unstim: Unstimulated. 

 

 

Epitope-specific CD8+ T cell clones are characterized by T cell receptors (TCR) of high 

predicted affinity 

P1, P2, P4 and P6-specific CD8+ T cells were sorted by flow cytometry using dextramer staining 

and expanded on feeder cells (see Methods). More than 90% (90-99%) of the CD8+ T cells were 

dextramer-positive after one (P1) or two steps (P2, P4 and P6) of selection-expansion 

(Supplementary Fig. S5A). TCRβ immunosequencing confirmed the presence of dominant clones 

with a unique Vβ rearrangement representing 90.8%, 90.7%, 99.6% and 76% of the expanded T 
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cells for P1, P2, P4 and P6, respectively (Fig. 5A and 5B). Of note, the V/D/J recombination 

sequences of TCRβ characterizing these clones were not present in the T cell bulk before peptide 

stimulation (threshold sensitivity: 3x10-6). TCRα chains were also sequenced and confirmed the 

presence of a unique major clone for P1, P4 and P6, enabling TCR pairing and modeling. 

Because 2 major Vα rearrangements were obtained for P2, the predominant rearrangement 

occurring at a 60% frequency was used for TCR modeling.  

The affinity of the T cell clones specific for the peptides P1, P2, P4 and P6 was then 

characterized by considering 3D models of the TCR-peptide-MHC (pMHC) complexes (see 

Methods). The stability of macro-molecular complexes is due to the formation of favorable 

interactions at the interface such as hydrogen bonds, salt bridges and hydrophobic interactions. 

Figure 5C displays these favorable interactions in each of the 3D models of TCR-pMHC 

complexes. These interactions involve specific side-chains of the peptides, that are exposed at the 

TCR-pMHC interface. In the TCR P1 complex, Phe1, Phe4 and Trp8 side chains of the peptide 

form several hydrophobic interactions, and the backbone atoms of Phe 4 and Ile 9 are involved 

in H-bonds. In the TCR P2 complex, several hydrophobic interactions are mediated by peptide 

residues Pro4, Tyr5 and Trp7. In TCR P4, peptide residues Ile5, Ile7 and Leu8 form several 

hydrophobic interactions, while Tyr1 and Lys6 side chains, as well as Phe4 and Leu8 backbone 

atoms are involved in H-bonds. In TCR P6, Tyr1, Ser4, Asn5, Leu6 and Phe7 form several 

hydrophobic interactions, while Ser4/Leu6/Ser8 backbones and Tyr1/Ser4/Asn5/Ser8 side-

chains form 8 H-bonds.  

Overall, this analysis of the predicted 3D models suggests that the TCR-pMHC complexes are 

stabilized by several favorable non-covalent interactions, supporting that the TCR identified after 

clonal expansion of HERV-specific T cells form a stable complex with the peptides presented by 

HLA-A2 molecules. To gain further insight, we submitted the 3D models to binding affinity 

prediction (Fig. 5D). When compared to reference TCR-pMHC complexes available in the 

Protein Data Bank and obtained from crystallography data, the predicted affinities of the 

identified TCRs match clinically relevant TCR affinities, such as TCRs targeting MAGE-A3, NY-

ESO-1, MART-1, HTLV or CMV (Fig. 5E). Hence, the HERV-specific TCRs identified are 

predicted to stably interact with their respective pMHC complexes, reminiscent of high affinity 

TCRs. 
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Figure 5: Visualization of CDR Loops and CDR Loop interactions with peptides 
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(A) Epitope-specific CD8+ T cells from HLA-A2-positive healthy donors were sorted by FACS 

using dextramer staining. Sorted cells (left in all four panels, gated) underwent TCR 

sequencing and results are shown in Manhattan plot reports of the V/J recombination of 

the TCR-α (center in all panels) and TCR-β (right in all panels). V and J segments are 

represented according to chromosomal location on the X and Y-axis, respectively. 

Productive frequencies of clones are represented on the Z-axis.  

(B) Productive frequency of the TCRα and TCRβ CDR3 sequences for the top clones specific to 

each peptide (P1, P2, P4, P6) and the corresponding resolved V, D and J alleles. 

(C) 3D representative models of the TCR-pMHC interface for each identified TCR. The MHC 

chains (HLA-A2) are colored in beige, TCR alpha chains in light blue, TCR beta chains in 

light green, and peptides in yellow. Peptide and TCR residues involved in the TCR-

pMHC interaction are shown as sticks, with O atoms in red, N atoms in dark blue and S 

atoms in yellow. Hydrogen bonds are represented as cyan lines, salt bridge as red lines, 

and hydrophobic contacts as orange lines. 

(D) Predicted binding affinities (Predict. Δg) are expressed in kcal/mol. Average values are 

reported. Stars indicate significant statistical test (Welch two-sample t-test) at the 5% 

level. 

(E) Diagram ranking of modeled HERV-specific TCR-pMHC and reference TCR-pMHC 

complexes available in the Protein Data Bank and obtained from crystallography data, 

according to their predicted binding affinity. 

CDR: complementarity-determining region, TCR: T cell receptor; MHC: major histocompatibility complex; 

pMHC: peptide-MHC , TRA: alpha chain of TCR; TRB: beta chain of TCR. 

 

High avidity HERV-specific T cell clones recognize and kill tumor cells  

The functionality of the sorted and expanded epitope-specific CD8+ T cells was confirmed by 

Fluorospot using peptide-pulsed T2 cells. A dual IFN-γ and granzyme B secretion was shown, 

except for the P4-specific T cell clone that appeared poorly functional (notably in terms of IFN-γ 

production) and was then excluded from further analyses (Fig. 6A). The functional avidity was 

subsequently assessed by loading T2 cells with decreasing concentrations of the cognate peptide 

(ranging from 10-4 to 10-9 M) and measuring the lowest peptide concentration necessary to 

provoke IFN-γ responses in 50% of cells (defined as half maximal effective concentration, i.e. 

EC50). The EC50 values, estimated at 6.6 x 10-7 M, 1.9 x 10-6 M and 6.8 x 10-6 M for P1, P2 

and P6-specific T cells, respectively, are in the same order of magnitude as neoepitope-specific T 
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cell clones (29) and CMV-specific T cells (1.2 x 10-6 and 1.9 x 10-6 for N9V-1 and N9V-2, 

respectively), suggesting an absence of negative selection in the thymus of the most reactive T 

cell clones (Fig. 6B).  

We next assessed the capacity of these HERV epitope-specific CD8+ T cells to recognize and kill 

tumor cells, using as a target the HLA-A2-positive MDA-MB-231 basal BRCA tumor cell line, 

previously shown to express HERVs containing epitope sequences (Fig. 3F and Supplementary 

Fig. S3D). Tumor cells were co-cultured with the epitope-specific T cells or with the dextramer-

negative CD8+ T cell fraction sorted and expanded in the same conditions (negative controls). 

Flow cytometry analysis highlighted IFN-γ production by approximately 25% of epitope-specific 

T cells in contact with MDA-MB-231, with a significant increase (> 6-fold) compared to the 

background observed with non-specific T cells. This IFN-γ production was inhibited by a HLA-

A2 blocking monoclonal antibody, demonstrating that the T cell clones specifically recognized 

the tumor cells in a HLA-A2 restricted manner (Supplementary Fig. S6A and S6B).  

In order to monitor tumor cell death in real-time, we performed an immune-cell killing assay 

using the IncuCyte technology. T cell clones induced a significant and HLA-A2-restricted killing 

of MDA-MB-231 cells, as shown by the time-dependent increase in the amount of Cytotox 

fluorescent reagent of target cells. In contrast, the dextramer-negative fraction of T cells did not 

induce significant cell death of MDA-MB-231 cells (pulsed or not with the peptide) (Fig. 6C). 

Specific lysis (at effector to target ratio E:T = 2:1) was calculated based on the quantification of 

target cell death after 48 hours after subtracting the alloreactive background (assessed by the 

target cell death induced with the corresponding dextramer-negative T cell fraction) (see 

Methods). A particularly high specific lysis of the tumor cells was achieved with P1 and P2-

specific T cells (35% and 44%, respectively), with a more moderate lysis (15%) with P6-specific T 

cells. The specific lysis was further increased when the target tumor cells were pulsed with the 

cognate epitope, reaching 55%, 80% and even 95% for P1, P2 and P6-specific T cells, 

respectively. Of note, epitope-specific T cell clones did not kill HLA-A2-positive human 

mammary epithelial cells (HMECs) used here as a negative, normal cell, control (Fig. 6D). These 

results were further validated using the 3D microscopy Nanolive technology, showing 

morphological signs of activation of specific T cells associated with killing of the majority of the 

tumor cells after 4.5 hours (E:T=10:1). Again, no cell death was observed when the specific T 

cells were co-cultured with HMECs and when MDA-MB-231 cells were co-cultured with non-

specific T cells (Fig. 6E, Supplementary videos 1, 2 and 3). Altogether, these data show that the 

selected epitopes elicit high avidity CD8+ T cell clones that selectively recognize and kill HERV-

expressing tumor cells. 
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Fig. 6. HERV-specific T cell clones are functional, recognize and kill tumor cells  

(A) Left: Mean number and standard derivation of IFN-γ (green), Grz-b (red) and double 

positive (yellow) spots counted on Fluorospot. Experiments were performed in duplicates 

for each condition represented for all healthy donors. Right: Representative wells of IFN-

γ (green, upper quadrants), Grz-b (red, center) and double positive (yellow, lower 
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quadrants) spots for unspecific (dextramer-negative, left) and peptide-specific (here P1) T 

cells (right) co-cultured with T2 cells in a ratio 10:1 for 24 hours.  

(B) Representative analysis of the functional avidity of CD8+ T cell clones calculated as nonlinear 

fit of normalized IFN-γ production. N9-V1 and N9V-2 are 2 different CMV-specific T 

cell clones (see Methods). EC50 are represented for each clone by the interpolation of the 

dashed lines with the X-axis.  

(C) Left: Representative 10x images of co-cultures of specific T cells (here P2-specific) with 

MDA-MB-231 cell line after 48h cell killing assay using IncuCyte technology. Unspecific 

(upper panels) and specific (lower panels) T cells were co-cultured with non-pulsed (left) 

and peptide-pulsed (here P2) (right) MDA-MB231 at E:T =2:1. Dead MDA-MB-231 are 

depicted in red on images. Right: Representative plot of 48-hour cell death quantification 

represented as fluorescence intensity increase from the baseline (Y-axis) in function of the 

time (hours, X-axis). Colors indicating the combinations of effectors (P2-specific or 

unspecific T cells) and targets (MDA-MB-231 pulsed or not with P2) are the same as 

those used on the left. 

(D) Specific tumor cell lysis at 48h. The mean percentage of specific lysis of technical triplicates 

is plotted for each condition. Dashed-pattern bars represent tumor cells pulsed with the 

cognate peptide. Data are representative of at least 2 independent experiments. 

 (E) 60X-pictures of MDA-MB-231 co-cultured with P1-specific CD8+ T cells (E:T = 10:1) 

acquired at different time points using Nanolive technology. T cells are shown by yellow 

arrows. Living and dead cells are contoured in green and in red, respectively. 

FACS: Fluorescence-activated Cell Sorting, Grz-b: Granzyme B, IFN: Interferon, TCR: T Cell Receptor: E:T 

: effector to target ratio 

 

HERV-specific T cells are present among tumor infiltrating T cells 

In order to test our hypothesis that an adaptive immune response against HERVs may exist in 

cancer patients, we assessed by dextramer-staining the presence of HERV epitope-specific T cells 

among polyclonally expanded tumor infiltrating lymphocytes (TILs) from TNBC HLA-A2 

patients. HERV-specific TILs were observed for at least one epitope in 7 of the 11 analyzed 

tumor samples, with variations in terms of epitope specificity and frequency from one patient to 

another. P1, P4 and P6 were the most frequently recognized peptides, with a dextramer-based 

identification in 4/11, 4/11 and 5/11 cases, respectively, whereas no significant staining was seen 

for P3 (Fig. 7A and 7B).   
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These results prompted us to investigate the potential link between the outcome of TNBC 

patients and the expression of the 18 HERVs containing these HLA-A2 epitopes. We established 

a score based on the mean expression of these 18 HERVs in HLA-A2 patients with basal breast 

cancer from TCGA cohort. Interestingly, HLA-A2-positive patients with a high or intermediate 

18-HERVs score had a significantly better overall survival than those with a low score (P = 

0.0066) (Fig. 7C). This prognostic impact was not observed in the overall population 

(Supplementary Fig. S7A). 

Finally, we evaluated the antitumor activity of HERV-specific T cells against primary tumor cells 

by using organoids derived from the tumor of patient 8 (Supplementary Fig. S7B, see Methods). 

RNAseq analysis confirmed the expression of the 18 epitopes-containing HERVs at early and 

late passage (Supplementary Fig. S7C). Tumor organoids were co-cultured with P1, P6 or CMV-

specific CD8+ T cell clones in a 3D microscopy Nanolive experiment (E:T=10:1). Whereas no 

activation of T cells was observed with CMV-specific T cells, P1 and P6-specific T cells exhibited 

signs of active proliferation associated with lysis of the organoids (Fig. 7D). 

Altogether, these last results suggest that HERV-specific T cells are induced during tumor 

development and may participate in the antitumor immune response. 
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Fig. 7. HERV-specific T cells are present among tumor infiltrating T cells 
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(A) Representative panels of dextramer staining for the 6 HERV epitopes in TILs from 3 HLA-

2-positive TNBC patients. Dextramer positive cells were gated on CD8+ T-cells. Negative 

control: dextramer complexed to a non-natural irrelevant peptide (ALIAPVHAV). 

 (B) Results summary of dextramer CD8+ T cell detection among TILs from 11 HLA-A2-

positive TNBC patients for the 6 HERV peptides. Blue squares indicate the detection of 

epitope-specific CD8+ T cells; light blue squares indicate low detection and white squares 

indicate no detection. 

(C) Overall survival according to 18-HERVs score in TCGA HLA-A2 TNBC patients (n=65). 

Patients were divided in three groups according to the score terciles: blue line, high 

expression (n=22); green line, intermediate expression (n=21); red line, low expression 

(n=22) 

(D) 60X-pictures of TNBC organoids co-cultured with CMV, P1 or P6-specific CD8+ T cell 

clones (top-down) acquired at different time points using Nanolive technology. T cells are 

shown by yellow arrows. 

TILs: Tumor Infiltrating Lymphocytes, TNBC: Triple-negative Breast Cancer 

 

Discussion  

The first study providing a comprehensive characterization of the expression of HERVs 

in cancer was published in 2015 by Rooney et al (30). Using the same annotations, we assessed 

their expression in an independent RNAseq database with different breast cancer subtypes (28). 

This approach demonstrated that a limited number of HERV-K/HML-2 members are 

specifically overexpressed in TNBCs and are associated with T cell infiltration and several 

negative immune checkpoints. These results suggest that HERVs not only trigger an innate 

response through RNA sensing (31, 32) but also induce an adaptive immune response. However, 

this preliminary approach presents several limitations, including a small reference set of only 66 

HERVs, which pooled results from heterogeneous studies performed with different 

methodologies. Recently, Smith et al developed the computational workflow HervQuant for the 

quantification of HERVs from RNAseq data (15), based on Vargiu’s reference that compiles 

3,173 intact full-length HERV sequences (24). These sequences underwent a first round of 

selection to retain HERVs specifically overexpressed in tumors. In order to limit the number of 

candidates for further validation, we next developed a machine learning-based approach using 
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penalized regression, allowing a stringent selection by retaining only cancer-associated HERVs 

significantly associated with a CTL response.  

This whole approach led to the selection of a limited number of cyt-HERVs per disease. 

We did not find a significant correlation with demethylation for all the HERVs studied. This may 

be due to the limitations of the methylation assay, which evaluates methylation in sites located at 

variable distances from the selected HERV locus. More recent techniques such as ATAC-seq 

could be used to more accurately address the epigenetic regulation of HERVs. Interestingly, the 

largest numbers of cyt-HERVs were in tumors that respond well to checkpoint inhibitors, such 

as lung, head and neck and renal cell carcinoma, but also in colon cancer, regardless of the 

subtype and mismatch repair status. The immune impact of HERVs and cyt-HERVs in this latter 

disease remains to be addressed in a dedicated study to better understand the interactions and the 

mechanisms underlying the observed immune resistance in mismatch-repair proficient colon 

cancer.  

A limited number of shared T cell epitopes were identified by our approach. The fact that 

each epitope sequence is present in multiple HERVs located at different chromosomal loci may 

represent a major advantage compared to other tumor antigens by significantly decreasing the 

risk of selection of tumor clones losing the epitope. The selected epitopes induce functional T 

cells with cytolytic properties, in agreement with the hypothesis that HERV-reactive T cells are 

not eliminated in the thymus during the negative selection process. Priming assays do not rule out 

the possibility that memory T cells are also activated. However, the low frequency of specific T 

cells, which could be estimated at less than 3x10-6 based on the analysis of specific TCRβ 

rearrangements in the T cell bulk before peptide stimulation, suggests that a low number of naïve 

T cells have been primed (33). The variations in responses observed between the donors may be 

due to the availability of the right TCR according to each individual T cell repertoire.  

Our main assumption was that HERV-derived epitopes, due to their homology with virus 

sequences, may elicit high affinity functional T cells. The selected epitopes induced CD8+ T cell 

clones of high predicted affinity and high functional avidity, as observed with virus antigens. The 

epitope specificity of these T cells is highlighted by the HLA-A2 restriction, the lack of 

cytotoxicity against non-tumor HLA-A2-positive cells, the increased cytotoxicity observed with 

pulsed target cells and structural modeling.  

Finally, we found pre-existing HERV-specific T cells among TILs from TNBC samples, 

with variable frequencies and specificities among patients. This observation suggests that the 

selected epitopes (at least P1, P4 and P6) are efficiently processed and presented to T cells during 
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tumor development. Based on the prognostic impact of epitope-containing HERVs in HLA-A2 

patients, we will further assess the links between the expression levels of these HERVs, the 

frequency of HERV-specific T cells among TILs and patient outcome.  

Our results show HERV-derived targets as a class of “virus-like” tumor antigens shared 

by specific tumor subtypes. HERV-derived epitopes could be used in a strategy of innovative 

cancer vaccines, especially in tumors with low or intermediate mutational burden that are poor 

candidates for mutation-associated neoepitope-based vaccines. Furthermore, the characterization 

of TCRs specific to HERV-derived epitopes may also lead to the development of an immune cell 

therapy based on TCR-engineered T cells. 

 

MATERIALS AND METHODS 
Datasets 

For RNA-seq data, raw fastq files were accessed from the NCBI Gene Expression Omnibus 

(GEO) portal, under the accession number GSE58135 for Varley et al. independent breast cancer 

dataset (28), GSE74246 for the sorted PBMC dataset (34), GSE127825 and GSE127826 for the 

six mTECs samples (35). TCGA pancancer raw fastq files were accessed from the Genomic Data 

Commons (GDC) portal (https://portal.gdc.cancer.gov/). Cell line data were accessed from the 

Broad Institute Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) portal 

(https://portals.broadinstitute.org/ccle). 

HERV expression quantification 

Two different published methods were used to assess HERV expression (15, 30). In the first one, 

described by Rooney et al., RNAseq reads were mapped with bowtie2 (36) to an annotation of 66 

known HERVs sequences (20) and normalized against the count of mapped reads, leading to 

counts per million (CPM). For the second one, the HervQuant pipeline was used (15). Briefly, 

RNAseq reads were mapped with STAR v2.7.3a (37) to the hg19 reference transcriptome 

compiled with the annotation of 3,173 HERV sequences (24). Multimaps ≤ 10 and mismatch ≤ 7 

were allowed, as in the original publication. BAM outputs were filtered for reads that mapped 

HERV sequences using SAMtools v1.4 (38) and then quantified using Salmon v0.7.2 (39). Raw 

counts were normalized to counts per million total reads and then log2 +1 transformed. Results 

were comparable to the original data published by Smith et al. (15).  

Quality check / sample filtering 

Only primary solid tumor samples (TCGA code 01) were included, regrouping 9,718 samples 

from 32 different cancer types, from which 9,492 were analyzable for HERV expression. Quality 
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check resulted in complete removal of ESCA and STAD samples due to a largely skewed HERV 

distribution, leading to the final analysis of 8,893 samples from 29 different cancer types 

(Supplementary Fig. S2 and Supplementary Table 1).  

Immune signatures and genetic alterations 

Phenotypic immune signatures were calculated with the Xcell method (22). For the TCGA 

Pancancer samples, Xcell signatures were directly downloaded from the Xcell website 

(https://xcell.ucsf.edu/xCell_TCGA_RSEM.txt). For the GSM1401648 dataset, signatures were 

calculated for the whole dataset, and immune signatures were filtered after. Interferon-gamma 

(IFN-γ) signature was calculated by single-sample gene set variation analysis (GSVA) (40) based 

on the HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE signature from the Molecular 

Signature Database (http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp). Enrichment 

scores were calculated for each sample per cancer type. The cytolytic activity (CYT_score) was 

calculated as the geometric mean of granzyme-B (GRZB) and perforin (PRF1) expression, as 

previously described (30). TCGA Pancancer Genetic alterations were retrieved from Thorsson V. 

et al. (41). 

Cancer-associated and cyt-HERV annotation 

To define cancer-specificity, differential HERV expression was performed between tumor 

samples and their respective normal peritumoral matched tissues. Only TCGA studies with at 

least 10 peritumoral samples were included (n=14 different cancer types). Differential HERV 

expression analysis was performed independently for each TCGA cancer type. Having filtered-

out any HERV expressed more than 2-fold in any normal tissue compared to its matched tumor, 

remaining HERVs overexpressed more than 2 fold in at least one cancer compared to its normal 

counterpart (peritumoral tissue) was considered cancer-associated. 

To be annotated as potentially immunogenic, each cancer-associated HERV had to be associated 

with at least one phenotype (A) criterion and one functionality (B) criterion and not be 

overexpressed by T/NK cells (C). Phenotype criteria included association with either CD4 or 

CD8+ T cell signatures as defined by the Xcell method (22). Function criteria included 

association with either IFN-γ or the cytolytic activity, defined by the geometric mean of 

granzyme-A (GZMA) and perforin (PRF1) expression (30). Normal PBMC expression was 

assessed in an independent dataset of sorted-PBMCs from healthy donors (34). HERV 

expression was compared independently in T cells and NK cells to the rest of PBMCs. 

L1-Penalized regression (LASSO) 
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Associations were calculated by Lasso regression using the glmnet and the c060 packages (42, 43). 

Gaussian distribution was considered for the CYT score and the IFN-γ signatures, and Poisson 

distribution was considered for the Xcell signatures. HERVs were analyzed as log2(CPM+1), 

requiring no further standardization. For each cancer type, a model was built based on optimal 

parameters found with 10-fold cross validation. Each HERV with a positive coefficient in the 

final model (based on the lambda parameter minimizing the mean-squared error) was considered 

to be associated with the variable.  

Epitope screening 

Open-reading frame (ORF) detection was performed using sixpack from EMBOSS v6.6.0.0 (44). 

Detected ORFs of more than 10 amino acids were then aligned to known HML-2 (HERV-K) 

Gag, Pro, Pol, Env, Rec and Np9 proteins referenced in UniProt (21). Blast with optimal 

parameters for retrovirus was used (Word size = 3, composition-based statistics, no “low-

complexity-region” filter). Conserved sequences aligned with Gag and Pol proteins with more 

than 90% identity and an e-value < 0.05 were then screened for predicted HLA-A*02 strong 

binders using MHCflurry v1.3 (45). Peptides with a rank <= 0.5 percentile were considered to be 

strong-binders. The human proteome was downloaded on Uniprot (ID: UP000005640) to 

validate the absence of match before peptide synthesis and in vitro validation. 

Analysis of peptidome proteomic datasets 

Raw MS/MS datasets were downloaded from CPTAC (23) for breast cancer studies (46, 47). 

Retrieved MS/MS spectra were converted to MGF format using msconvert from proteowizard 

(48). Then the list of peptides was analysed using the standalone version of Pepquery (v.1.6.2.0) 

(49). The used command line was: java -Xmx10G -jar pepquery.jar -fixMod 6,62,108 -varMod 

117 -maxVar 3 -c 1 -tol 10 -tolu ppm -minScore 12 -e 1 -um -hc TRUE -n 1000 -itol 0.05 -m 1 

cpu 12 -pep ${peptides_list} -db ${Reference_database} -ms ${MS_database} -o 

${output_directory}. For the second data set the fixmod and varMod in the command line were 

adapted like the following: -fixmod 6,103,157 -varMod 101,117. 

Riboseq analysis 

Ribosome-profiling data were retrieved from a previously published study (27). Raw fastq files 

were pre-processed as described in the initial publication. Briefly, adapter sequences were 

trimmed from raw data using cutadapt 1.1 with parameters (--quality-base=33 -O 12 -m 20 -q 5) 

and mapped to our reference hg19-HERV transcriptome.   

Statistical analysis 
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All analyses were performed using R statistical software version 3.6.0. Differential HERV 

expression analysis was performed using DESEQ2 v1.24.0 (50) and logarithmic fold changes 

were shrunk with the apeglm package (51). 

Biological samples 

Blood from healthy donors was obtained from the ‘‘Etablissement Français du Sang’’ (Lyon). 

Fresh TNBC (n=11) were provided by the tissue bank of Centre Léon Bérard (CLB) (BB-0033-

00050, CRB - CLB, Lyon, France; French agreement number: AC-2013-1871), after approval 

from the institutional review board and ethics committee (L-06-36 and L-11-26) and patient 

written informed consent, in accordance with the Declaration of Helsinki.  

Peptides synthesis 

Peptides were synthetized at JPT peptide Technologies (GE, EU) with a specification and a 

purity >90%. Lyophylized powder was resuspended in 1% DMSO distilled water.  

Cell lines 

MDA-MB-231 basal breast cancer epithelial cells were obtained from American Type Culture 

Collection (ATCC catalog name: HTB-26) and cultured in 10% FBS DMEM (Gibco, FR, EU) 

1% Penicillyn/streptomicyn 1% L-Glutammine. HMEC primary cells were obtained from 

Promocell (GE, EU) and cultured in mammary epithelial growth medium (Promo Cell, GE, EU) 

In vitro priming assays  

PBMCs were obtained by Ficoll density gradient centrifugation (Eurobio, FR, EU). They were 

rapidly thawed at 37°C and extensively washed, let at room temperature or overnight at 37°C 

before assessing their viability. 0.15x106 PBMCs per well were cultured in 96 well plates with 

AIM V Medium (Gibco, FR, EU) enriched with 5μg/mL R-848 (Resquimod), 10μg/mL HMW 

poly-IC (both Invivogen, FR, EU), 20IU/mL IL-2 (PROLEUKIN aldesleukine, Novartis 

Pharma, CH, EU) and 10μg/mL of the peptide of interest at day 0. After 3, 6 and 10 days 100μL 

of medium were replaced by enriched fresh medium (IL-2 and peptide only at day 6 and IL-2 

only at day 10) and splitted if necessary. On day 12 cells were collected and counted for analysis. 

Feeding protocol 

Dextramer single-cell sorted CD8+ T cells were expanded on a feeder composed by 35 Gy-

irradiated allogeneic PBMCs and B-lymphoblastoic cell lines in a ratio 10:1. Feeder cells were 

plated in a 96-well round bottom plate at a concentration of 0.10x106 cells per well in RPMI 5% 

human serum with PHA-L 1.5μg/mL (Merck KgAa, GE, EU) and IL-2 150 IU/mL (Novartis 
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Pharma, CH, EU) and up to 5x103 sorted cells were added per well. Cells were cultured for 14 

days and medium was replaced when needed with fresh IL-2 enriched RPMI 5% human serum. 

This process was repeated if needed. 

TCR immunosequencing  

DNA from specific CD8+ T cells and the corresponding bulk PBMCs was extracted using the 

QIAGEN QIAmp® DNA Blood Micro kit (QIAGEN, GE, EU) and sent for TCR survey and 

deep analysis to Adaptive Biotechnologies (WA, US). 

Generation and refinement of 3D models 

The full TCR sequences of both alpha and beta chains were reconstructed for each T cell clone 

from the results of the immunosequencing as previously published (52). For variable domains, 

TRA and TRB CDR3 nucleotide sequences were obtained from immunosequencing (Fig. 5A) 

and the 5’ and 3’ ends of the TRAV and TRBV regions were obtained from International 

Immunogenetics Information System (IMGT) online database. Human constant domains of 

TRA and TRB were added in 3’ of the variable domains to reconstitute the full-length TCR. 

These full-length TCR sequences, together with the MHC and peptide sequences were submitted 

to the CBS TCRpMHCmodels-1.0 web server, specifically developed for the automatic structural 

modeling of TCR-pMHC complexes (53) using template-based modeling. TCR residues are 

renumbered using a standardized procedure (54, 55). The initial models generated by the web 

server were further refined in four rounds using a protocol adapted from Bobisse et al (29). 

Briefly, the CDR loops were refined by pairs using Modeller software version 9.25 (56, 57): CDR 

loops α1/α2 at round 1, α1/α3 at round 2, β1/β2 at round 3 and β1/β3 at round 4. Only the 

residues in coil conformations in the initial models were refined. In each round, 500 models were 

generated and the best model based on the Modeller internal DOPE score was selected and used 

as input for the next round. 

At the end of the four rounds, a representative model was chosen based on the consensus of 

unweighted contacts as follows: contacts between residues at the TCR-pMHC interface (defined 

by a distance lower than 5 Angstrom between heavy atoms) were counted in the set of 4*25 

models with best DOPE scores of each refinement round. Then, among the 25 models with best 

DOPE scores in the final round, the model with the highest number of recurrent contacts 

(referred as un-normalized CONSRANK score (58, 59)) is elected as the representative model. 
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A quantitative view of potential stabilizing interactions between TCR and pMHC is provided by 

the frequencies of inter-residue contacts observed in the set of 4*25 models with best DOPE 

scores of each refinement round (Supplementary Fig. S5D). These TCR-pMHC interactions 

concur with previous studies (60). Whereas CDR1 and CDR3 loops of both TCRα and TCRβ 

chains interact with both the MHC and the peptide, the CDR2 loops interact mostly with the 

MHC molecule.  

3D structure analysis 

The structural similarity between representative models of different complexes was assessed by 

the RMSD between backbone CDR loops computed with UCSF Chimera (61) (Supplementary 

Fig. S5B and S5C). As expected, structural variability was highest within CDRβ3 loops. UCSF 

Chimera was also used for hydrogen bonds and hydrophobic contact detection and structure 

visualization. 

Binding affinity prediction 

The binding affinity was predicted using the prodigy method (62) which uses a linear model 

based on the number and types of contacts at the interface. For each complex, instead of running 

one prediction on the representative model, we averaged the predictions obtained for the 25 

models with best DOPE scores obtained at round 4 of the refinement protocol. 

Fluorospot  

After co-culture of PBMCs or CD8+ T cells with T2 cells pulsed or not with the peptide in a ratio 

10:1 in AIM V medium (Gibco, FR, EU) at 37°C 9% CO2 for 24 hours, double-color Fluorospot 

(CTL GmbH, CA, US) with IFN-γ AF488 and Grz-b CTL-red was performed according to 

manufacturer’s instructions. Revelation plate was read on ImmunoSpot® S6 ULTIMATE UV 

Image Analyzer and analyzed with the ImmunoSpot® analysis software. 

Functional avidity  

Dextramer-isolated specific CD8+ T cells for the selected peptides (P1, P2, P6) were used in a 

functional avidity IFN-γ production test by enzyme-linked immunosorbent assay (IFN-γ ELISA, 

Thermo Fisher scientific, FR, EU). Two CMV T cell clones specific for the immuno-dominant 

epitope N9V (NLVPMVATV) were used. N9V-1 corresponds to pp65 dextramer-selected CD8+ 

T cells and N9V-2 is a CD8+ T cell clone kindly provided by Dr Henri Vie. Functional avidity of 

specific CD8+ T-cell responses was assessed by performing limiting peptide dilutions from 10-4 to 

10-9 M (log) charged on T2 cells pulsed for 5 hours. After wash, peptide-pulsed T2 cells were co-
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cultured with specific CD8+ T cell in a ratio 1:1 in AIM-V medium (Gibco, FR, EU) 

supplemented with 5% of human serum. After 18 hours, supernatants were collected and ELISA 

was performed. The peptide concentration required to achieve a half maximal cytokine response 

(EC50) was determined (graphpad prism, version 6.0 for Windows was used for the 50% EC 

(EC50) determinations, R>0.98) 

Live imaging  

Cells were plated in DMEM (Gibco, FR, EU) medium, 10% SVF, 1% Penicillin/Streptomycin. 

For IncuCyte analysis medium was removed from the 96 wells plate after overnight cell adhesion. 

A blocking HLA-A2 antibody (GeneTex, clone BB7.2, GTX75806, CA, US) was added in AIM-

V medium (Gibco, FR, EU) for 1 hour, according to conditions. T cells were then added in an 

effector to target (E:T) ratio 2:1 in the presence of IncuCyte Cytotox dye (Essen Bioscience, UK, 

EU) for cell death quantification. A 48-hour live imaging was performed at 37°C 5%CO2 with 

Incucyte Zoom. Cell death was calculated as the total number of counted stained cells corrected 

by the number of counted stained cells at baseline. Maximum killing was established using 

DMSO. Specific lysis was calculated according to the following formula:  

% specific lysis =  (((HERV-specific T cells induced target cell death - spontaneous target cell 

death) - (non-specific dextramer-negative T cells induced target cell death - spontaneous target 

cell death)) / (DMSO induced target cell death - spontaneous target cell death)) x 100 

For Nanolive imaging T cells were then added with an E:T 10:1 and phase imaging was 

performed every minute using Nanolive microscope 3D cell explorer. 

Tumor dilacerations: organoids and TILs expansion 

Tumor tissues were dissected into fragments of approximately 1 mm3 and dilacerated 

with collagenase IV and DNAse for 45 minutes in 20% SVF enriched RPMI. The tumor lysate 

was centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes and resuspended in 5% human serum enriched RPMI. 

Cells were counted and plated at a density of 5X104 cells per well in a flat bottom 96-well plate 

with anti-CD3 anti-CD28 Dynabeads (Dynabeads, Gibco, EU) and IL-2 at 100 IU/mL in a ratio 

beads to cells of 1:4.  

For organoids, a part of the tumor lysate (3 to 10 million of cells) was resuspended in 10mL of 

Advanced DMEM/F12 medium. Cells were centrifuged at 500 rcf for 10 seconds and then 

resuspended in full medium. This protocol was repeated 3 to 5 times according to the cell 

number at the beginning to enrich the cell suspension in epithelial cells. These cells were then 

cultured according to the protocol previously described by Drehuis et al. (63).  
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Multi-parametric Flow Cytometry  

T cells were counted and co-cultured with T2 cells loaded or not with the cognate peptide in a 

5:1 ratio. After one hour CD107a antibody (BD, clone H4A3) was added in each well with Golgi 

plug (1/1000) (10 μg/mL, BD, FR, EU). After 5 hours, viability, surface and intra-cellular 

staining were performed. To assess cytokine expression in CD8+ T cells an intracellular staining 

with the FoxP3 Fixation and Permeabilization kit (Thermo Fisher scientific, Life Technologies, 

CA, US) was used, according to manufacturer’s instructions. 

Dextramer staining was performed on PBMCs after a 12-day culture (priming protocol) or on 

TILs expanded for 14 days after tumor dilaceration. Cells were washed in 2 mL washing buffer 

(PBS + 2% FBS + 2mM EDTA (Sigma Alderich, MI, US)) and stained for 10 minutes with 

dextramers (Immudex ApS, DK, EU) at room temperature prior to viability and surface marker 

staining. Washing was performed 2 times to avoid non-specific dextramer staining. CMV pp65 

NLVPMVATV was used as positive control. For TILs analysis, a dextramer complexed to a non-

natural irrelevant peptide (ALIAPVHAV) was used as negative control. 

All samples were analyzed on a LSR-Fortessa (BD Biosciences, FR, EU) with conserved settings 

throughout the entire study. Data were analyzed using FlowJo Software (Tree Star v10.4, NJ, 

USA). 
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Supplementary videos 1, 2 and 3:  3D microscopy imaging using Nanolive technology : P1- 
specific T cells co-cultured with  MDA-MB-231 (video 1) or HMECs (video 2) and dextramer-
negative non-specific T cells co-cultured with MDA-MB-231 (video 3). 
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herv_id baseMean Log2 

FC 

FC padj P1 P2 P3 P4 P5 P6 

herv_2953 1.42 3 7.99 6.14E-17 
     

x 

herv_4833 507.59 2.4 5.28 2.84E-128 x x 
   

x 

herv_3232 144.11 2.01 4.02 2.33E-29 
     

x 
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herv_4873 32.5 1.56 2.94 4.04E-25 
  

x x x x 

herv_6069 677.18 1.31 2.48 3.27E-19 x x x x x x 

herv_2025 8.18 1.21 2.32 1.05E-11 x x x x x x 

herv_6079 35.73 1.16 2.23 2.28E-30 
 

x x x x x 

herv_2704 28.63 1.1 2.14 3.63E-16 x x x x x x 

herv_1741 24.46 0.93 1.9 1.70E-14 
  

x x 
 

x 

herv_3192 15.98 0.87 1.82 5.01E-22 x x 
 

x 
 

x 

herv_3288 24.52 0.83 1.78 1.92E-18 
     

x 

herv_2794 8.4 0.77 1.7 1.49E-13 
    

x 
 

herv_2288 32.98 0.71 1.64 1.79E-08 
     

x 

herv_2582 8.63 0.69 1.61 9.33E-09 x x x x x x 

herv_4679 157.18 0.69 1.61 9.88E-29 
     

x 

herv_2476 415.1 0.64 1.56 1.64E-16 
     

x 

herv_4695 30.94 0.6 1.51 4.43E-11 x x x x x x 

herv_3652 74.36 0.6 1.51 1.61E-13 x x x 
 

x x 

 
Table 1. Peptide-containing HERVs overexpressed in the basal breast cancer subtype.  

Previously identified peptides 1 to 6 have been located among HERVs overexpressed in the basal 
breast cancer subtype in TCGA patients. Log2 fold changes have been calculated and shrunk 
using DESEQ2.  
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SUPPLEMENTAL DATA 

Materials and Methods 

Fig. S1. Differential HERV expression in breast cancer subtypes (Varley’s database) and peptide 

mass spectra 

Fig. S2. TCGA pancancer flow-chart and methylation analysis  

Fig. S3. TCGA basal breast-cancer cyt-HERVs and peptide analysis 

Fig. S4 HERV-derived epitopes CD8+ T cell responses and gating strategies 

Fig. S5. Dextramer staining after feeder expansion and analysis of 3D structural models 

Fig. S6 Flow cytometry assays on T cells co-cultured with tumor cells  

Fig. S7 HERV expression in TNBC patients and organoids cell surface markers 

Table S1. Blast results of the 6 HERV peptides aligned against the human proteome. 

Table S2: Number of samples from each cancer type included in the study 

 

Supplementary videos 1, 2 and 3:  3D microscopy imaging using Nanolive technology : P1- 
specific T cells co-cultured with  MDA-MB-231 (video 1) or HMECs (video 2) and dextramer-
negative non-specific T cells co-cultured with MDA-MB-231 (video 3). 
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SUPPLEMENTARY METHODS 

Methylation analysis  

Pre-processed TCGA pancancer Beta-value from Illumina 450K methylation data were accessed 

from the GDC portal from the PanCanAtlas description page. Riboseq raw fastq files were 

accessed from the GEO portal under the accession number GSE69923 (27). Samples under 

glutamine starvation conditions were omitted from the analysis. 

For each cyt-HERV, a local methylation status was calculated according to the mean beta-value 

of the 10 nearest surrounding probes. Spearman’s correlations were then calculated 

independently for each cyt-HERV. HERVs with a Spearman’s R < -0.3 and an adjusted p < 0.05 

were considered to be associated with a local demethylation status, and HERVs with a 

Spearman’s R > 0.3 and an adjusted p < 0.05 with a local methylation status. 

Binding affinity analysis 

The 6 selected and control peptides were synthetized to perform a high throughput quantitative 

binding assay to MHC allele HLA-A2. ProImmune’s Class I REVEAL® Rapid Epitope 

Discovery System detection is based on the presence or absence of the native conformation of 

the MHC-peptide complex. Each peptide is given a score relative to the positive control peptide, 

which is a known T cell epitope. The score is reported as a percentage of the signal generated by 

the test peptide versus the positive control peptide. REVEAL® on- and off-rate assays give a 

quantitative picture of the binding properties of individual peptides. On and off-rates for 

peptides that have passed the MHC-binding assay are measured at six points over 48 hours (on-

rate) and 24 hours (off-rate). Results are presented as half-life values. Peptides are given a kinetic 

score based on the results of both rates; a higher score indicates a better candidate T cell epitope. 

Finally the ‘R’ score is defined for each peptide. This incorporates the kinetic score with the 

MHC-peptide binding assay score; the higher the R score, the better the epitope. 

Dendritic cell-based priming assay 

Monocytes were isolated from PBMCs by positive selection of CD14+ cells (Myltenyi, GE, EU). 

The negative fraction was considered as peripheral blood lymphocytes (PBLs). Cells were frozen 

in FBS 10% DMSO and kept at -80°C. Monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) were 

generated from 6-day cultures of CD14+ monocytes in complete RPMI medium supplemented 

with 10 % FCS and recombinant human GM-CSF (100 ng/mL) and IL-4 (50 ng/mL). MoDCs 

were pulsed with peptides overnight (10μg/mL) with 10 ng/ml of LPS and washed before co-
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culture with isolated PBLs for 6 days (MoDCs:T-cells ratio 1:10) in 96 round wells plate. After 6 

days T cells were counted and restimulated with autologous MoDCs for 6 more days. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE  

 

Supp Fig. 1. Differential HERVs expression in breast cancer subtypes (Varley’s database) 

and peptide mass spectra 

(A) Volcano plot of HERV expression in Estrogen Receptor positive (ER+) breast cancer 

samples versus pooled peritumoral and normal breast tissue (Varley’s dataset). 

(B) Volcano plot of HERV expression in triple negative breast cancer (TNBC) samples versus 

pooled peritumoral and normal breast tissue (Varley’s dataset). 

(C) MS/MS detection of P2, P3, P5 and P6 epitopes in samples from the CPTAC or TCGA 

breast cancer prospective dataset. MS/MS spectrum is identified by Pepquery analysis 

(Peptide Spectrum Match, p values 0.0010, 0.0010, 0.0010 and 0. 0031, respectively) 
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Supp Fig. 2. TCGA pancancer flow-chart and methylation analysis 

(A) Flow-chart of included samples for the pancancer study. Only primary solid tumors samples 

were included. Studies with insufficient data quality were excluded, leading to the final 

analysis of 8,893 primary tumor samples from 29 different cancer types. 

(B) Correlation between cyt-HERVs expression and local methylation state in TCGA pancancer 

dataset. For each HERV, the mean beta-coefficient of the 10 nearest methylation probes 

was calculated. Spearman’s correlation between each individual HERV in each cancer 

type and its median surrounding beta-coefficient is shown.   

Cyt-HERVs: HERVs associated with cytotoxic response, TCGA: The Cancer Genome Atlas 
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Supp Fig. 3. TCGA basal breast-cancer cyt-HERVs and peptide analysis 

(A) Flow Chart of peptide selection from cyt-HERVs sequences. 

(B) Top HERVs with the highest number of conserved ORFs from the HML-2 family among 

cyt-HERVs. ORFs with at least 90% identity with known HML-2 proteins are 

represented. 
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 (C) Mean expression of the 54 cyt-HERVs from TCGA basal subtypes is represented in cell line 

samples from Varley’s independent dataset.  

(D) Mean expression of the 54 cyt-HERVs from TCGA basal subtypes in TNBC cell line 

samples from the CCLE database. 

(E) Number of different HERVs containing the top 25 peptides. Affinity is colored on a red-

blue scale. 

Cyt-HERVs: HERVs associated with cytotoxic response, ORFs: Open Reading Frames, TCGA: The Cancer 

Genome Atlas, TNBC: Triple-Negative Breast Cancer 
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Supp Fig. 4: HERV-derived epitopes CD8+ T cell responses and gating strategies 

(A) Summary table of the binding, rate data and kinetic scores for the 6 peptides. Reveal scores ≥ 

45% indicate good binders (see supplementary methods for the definitions). 

(B) Gating strategy for the analysis of flow cytometry data for dextramer staining protocol and 

polychromatic intracellular cytokine (IFN-γ and TNF-α) and CD107a CD8+ T cells. 

Gates on lymphocytes morphology, single cells in SSC and FSC, CD3+ T cells, CD8+ T 
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cells to identify double CD8+dextramer+ cells. The same gating strategy was used to 

identify IFN-γ+ TNF-α+ CD107a+ CD8+ T cells.  

(C) Representative panels of dextramer staining in unstimulated (left panel for each peptide) and 

peptide-stimulated (right panel for each peptide) CD8+ T cells for different peptides (P1, 

P2, P4, P6) after stimulation with peptides and TLR ligands using healthy donors PBMCs 

(D) Representative panels of dextramer staining in unstimulated (left panels) and peptide-

stimulated (right panels) CD8+ T cells using monocyte-derived dendritic cells. Down 

summary table of the results obtained in 5 HLA-A2-positive healthy donors: blue squares 

indicate detection of epitope-specific CD8+ T cells; white squares indicate a lack of 

detection 

(E) Summary (individual values and median) of IFN-γ stimulation index in 11 healthy donors 

PBMCs after stimulation with peptides and TLR ligands. IFN-γ stimulation index is 

defined as the ratio between specific IFN-γ+CD8+ T cells (peptide stimulated) and 

unspecific IFN-γ+CD8+ T cells (non-stimulated with the peptide). 

IFN: Interferon, PBMCs: Peripheral Blood Mononuclear Cells, TLR: Toll-Like Receptor, TNF: Tumor 

Necrosis Factor 
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Supp Fig. 5: dextramer staining after feeder expansion and analysis of 3D structural 

models 
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(A) Representative plots of dextramer staining of specific CD8+ T cells after feeder expansion. 

Dextramer staining was between 90 and 99% for TCR sequencing. 

(B) RMSD matrix between CDR loop conformations on the refined representative models. The 

RMSD is averaged over the 6 CDR regions with equal weights. 

(C):  Clustering tree obtained from the RMSD matrix in B. High structural similarity is observed 

between TCR P1 and TCR P6 CDR loops, which share the same TCR alpha sequences. On 

the contrary, TCR P4 and TCR P2 CDR loops are structurally more distant. 

(D) Frequencies of inter-residue contacts obtained from the subsets of 25*4 models generated 

during the refinement protocol, that were used to identify the representative models. 
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Supp Fig. 6. Flow cytometry assays on T cells co-cultured with tumor cells  

(A) Gating strategy and representative plots for FACS analysis of IFN- γ produced by T cell co-

cultured with MDA-MB-231 

(B) Representative plots of IFN-γ analysis of CD8+ specific T cells co-cultured with MDA-MB-

231 in the different culture conditions. 
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Supp Fig. 7. HERV expression in TNBC patients and organoids cell surface markers 

 (A) Overall survival according to 18-HERVs score in TCGA TNBC patients (all HLA subtypes, 

n=170). Patients were divided in three groups: blue line, high expression (n=57); green 

line, intermediate expression (n=56); red line, low expression (n=57) 

(B) Flow cytometry analysis of organoid-constituting cells including Ep-cam, CD44 and cD49f 

epithelial markers   

(C) Boxplot of mean expression of the 18 Cyt-HERVs expression in organoids RNAseq at early 

(T1) or late (T2) culture passage.  Mean expression is represented in log2 CPM +1. 

HLA: Human Leukocyte Antigen, TCGA: The Cancer Genome Atlas, TNBC: Triple-Negative Breast 

Cancer 
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SUPPLEMENTARY TABLES 

Table S1#: Blast results of the 6 HERVs peptides aligned against the human proteome. 

Table S2#: Number of samples from each cancer type included in the study 

LAML, ESCA and STAD have been completely removed from the study due to skewed 

distribution. For normal tissue comparison, only studies with at least 10 peritumoral samples 

have been included.  

LAML: Acute Myeloid Leukemia, ESCA: Esophageal Carcinoma, STAD: Stomach Adenocarcinoma 
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Résumé 
 Bien qu’intéressante pour rechercher des épitopes, l’approche hervQuant ne capte qu’une 
partie du transcriptome HERVs. Dans ce deuxième travail, nous avons voulu évaluer l’intérêt 
d’une approche plus globale de quantification des HERVs permettant à la fois de tirer profit de 
l’information fournie par l’ensemble du rétrotranscriptome HERVs tout en conservant la 
possibilité de retrouver des cibles thérapeutiques.  
 Nous avons quantifié l’expression des HERVs dans une base de données RNAseq de 
cellules triées issues de moelles osseuses normales et leucémiques en utilisant l’approche 
Telescope, permettant une quantification précise de l’ensemble du rétrotranscriptome HERV 
regroupé en 14 968 loci. D’une façon surprenante, le clustering hiérarchique non supervisé basé 
uniquement sur l’expression des HERVs nous a permis de classer correctement les différentes 
sous-populations cellulaires médullaires normales. Ce clustering est encore améliorée lorsque nous 
utilisons les zones de chromatine ouverte centrées sur les HERVs fournies par les données 
ATAC-seq. L’ajout des échantillons de cellules leucémiques montre un regroupement de ces 
dernières avec leurs cellules normales d’origine, permettant ainsi de définir des profils cellulaires 
différents au sein même des populations tumorales. Pour démontrer le potentiel d’utilisation des 
HERVs en tant que marqueur d’identité cellulaire, nous avons ensuite établi une signature de 
cellules souches leucémiques (LSC pour Leukemic Stem Cell) établie sur 25 HERVs fortement 
corrélé au score validé LSC17 dans 4 jeux de données indépendants. Cette signature permet de 
classer correctement les populations de LSC avec une AUC de 0,80, versus 0,76 pour la signature 
LSC17. Dans un second temps, nous avons quantifié l’expression des HERVs dans 788 
échantillons de moelles osseuses de patients présentant une LAM au diagnostic issus de 4 
cohortes indépendantes. La classification non supervisée basée uniquement sur les HERVs les 
plus variables et conservés entre les cohortes nous a permis de définir 9 clusters, 
indépendamment de l’étude ou du groupe de risque ELN2017. Ces 9 clusters présentent un 
pronostic différent, indépendamment des facteurs de risques connus en analyse multivariée, avec 
un fond biologique également varié comme montré par l’analyse des voies de signalisation liées au 
cancer.  
 Enfin, nous avons utilisé une base de contrôle de plus de 1 000 échantillons provenant de 
42 tissus sains différents pour définir des HERVs exprimés de façon spécifique dans la LAM. 
Nous avons ainsi identifié 125 HERVs spécifiques de la LAM à partir desquels nous avons pu 
prioriser 104 épitopes LT CD8+ sélectionnés sur des critères d’affinité pour le HLA-A*02 et 
d’expression forte et partagée par différents HERVs. Parmi ces épitopes, nous avons pu 
retrouver 8 peptides pour lesquels nous avions des données d’immunogénicité chez le donneur 
sain. A partir d’échantillons de moelle osseuse de patients présentant une LAM au diagnostic, 
nous avons mis en expansion les lymphocytes infiltrant la moelle pendant 14 jours et recherché la 
présence de LT CD8+ spécifiques dirigés contre ces 8 peptides via l’utilisation de dextramères. 
D’une façon intéressante, des réponses spécifiques dirigées contre P1 ont été retrouvées chez les 
9 des 10 patients testés.  
 Ce travail montre que le rétrotranscriptome HERV peut être utilisé pour caractériser les 
populations cellulaires, ce qui peut être d’une importance notable pour la recherche de 
biomarqueurs ou l’établissement de signatures. Par ailleurs, des réponses LT CD8+ dirigées contre 
des peptides exprimés par des HERVs spécifiques de la LAM peuvent être mise en évidence dans 
les moelles osseuses de patient au diagnostic, suggérant leur intérêt en tant que cibles 
thérapeutiques.  
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BRIEF SUMMARY 

 The HERV retrotranscriptome can be used to characterize leukemia stem cells or distinct 

AML subtypes 

 HERVs represent a reservoir of non-conventional T cell epitopes in AML 

 

GRAPHICAL ABSTRACT 

 

 

ABSTRACT 

Human endogenous retroviruses (HERVs) represent 8% of the human genome. The expression 

of HERVs and their immune impact have not been extensively studied in Acute Myeloid 

Leukemia (AML). In this study, we used a complete database of 14,968 HERV functional units to 

provide a thorough analysis of HERV expression in normal and AML bone marrow cells. We 

show that the HERV retrotranscriptome accurately characterizes normal and leukemic cell 

subpopulations, including leukemia stem cells, in line with different epigenetic profiles. We then 

show that HERV expression delineates AML subtypes with different prognoses. We finally 

propose a method to select and prioritize CD8+ T cell epitopes derived from AML-specific 

HERVs and we show that lymphocytes infiltrating patient marrow at diagnosis contain naturally 

occurring CD8+ T cells against these HERV epitopes. These results suggest that HERVs may 

represent promising biomarkers and an important reservoir of alternative tumor-specific T cell 

epitopes relevant for cancer immunotherapy.  
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INTRODUCTION 

Human endogenous retroviruses (HERVs) represent 8% of the human genome (1). These 

sequences are remnants of ancestral germline infections by exogenous retroviruses (2). The 

original sequence of a HERV is that of an exogenous retrovirus, with two promoter long-

terminal repeat (LTR) sequences surrounding the virus open-reading frames (ORFs): gag, pro, 

pol and env (3). However, after millions of years of evolution, these ORFs have been deeply 

altered, and there is currently no description of any autonomous fully infectious HERV (4).  

The long-standing belief is that HERVs are repressed by epigenetic mechanisms and are thus not 

expressed, or only poorly, in normal tissues (5). However, recent studies have shown that HERV 

expression can be detected in a vast range of normal tissues (6). Different pathological conditions 

can lead to aberrant HERV expression, as it has now been largely described in auto-immune 

diseases (7–10) and in cancers (11–14), where HERVs have been the subject of many studies 

over the last years. Indeed, it was reported that HERVs could participate in oncogenesis by 

inducing chromosomal instability, promoting aberrant gene expression with their LTR or by 

impacting the immune system with their RNA and protein products (15). HERVs could thus play 

a prominent role in cancer immunity, increasing tumor immunogenicity by promoting (i) an 

innate immune response triggered by the viral defense pathway induced by their nucleic acid 

intermediates, and (ii) an adaptive immune response by forming a pool of tumor-associated 

antigens (16). 

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a heterogeneous disease characterized by the clonal expansion 

of myeloid progenitor and stem cells (17). While some AML subtypes are characterized by 

recurrent genetic translocations or mutations associated with particular prognoses, most AMLs 

present a normal or complex karyotype, and identifying key factors that predict treatment 

resistance in these patients represents a major challenge (17, 18). Aside from disease stratification, 

AML also belongs to malignancies with the lowest mutational burdens (19), and finding tumor-

specific antigens for immunotherapeutic approaches remains very difficult as the frequency of 

mutations creating neoantigens is expected to be low (20). In this context, HERV-derived 

antigens could represent a unique source of alternative tumor-specific antigens (i.e. antigens that 

do not originate from single nucleotide variation in a coding region (21)) that could be exploited 

for the development of new immunotherapies. 

To date, little is known about the expression of HERVs in AML and its relevance as either a 

biomarker or a therapeutic target. Evidence of HERV-K /HML-2 expression in AML cells was 

shown as early as 1993 and confirmed in the early 2000s (22, 14). Few studies then focused on 
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HERVs in AML until the late 2010s, with the demonstration that azacytidine (Aza) activates the 

transcription of different HERVs, potentially contributing to its clinical effects (23). The exact 

role of HERVs in Aza therapy is however a matter of debate, with recent evidence arguing in 

favor of a HERV-independent therapeutic effect (24). More recently, a link was established 

between HERVs and the expression of surrounding genes in AML, suggesting a regulatory role 

of these retroelements (25). However, few data exist on HERV expression and their immune 

impact in AML, with studies relying on non-exhaustive quantification methods such as 

polymerase chain reaction (PCR) and focusing only on a few HERV loci (14) or globally 

quantifying HERVs at the family level together with transposable elements (26). 

In this study, we thoroughly assessed HERV expression in AML and normal blood and bone 

marrow cells. Using a recent method to exhaustively quantify the HERV retrotranscriptome in 

next-generation sequencing data, we show that the latter can accurately define normal and 

leukemic cell populations, including leukemia stem cells (LSCs) that can be characterized by a 47-

HERV signature. We also show that leukemic cells present a distinct epigenetic profile compared 

to their normal cell counterparts, with a significant correlation between the expression of HERVs 

located in open chromatin regions and surrounding cancer-associated genes. We then show that 

the HERV retrotranscriptome can be used to discriminate AML profiles from bulk RNA-seq 

data, distinguishing known but also new AML subtypes of different prognoses. Finally, we show 

that HERVs specifically expressed in AML cells represent a reservoir of T cell epitopes able to 

elicit specific immune responses in AML patients.   

RESULTS 

The HERV retrotranscriptome accurately defines normal hematopoietic cell populations 

As a first step, we examined HERV expression in different normal hematopoietic cell 

populations, assuming that distinct HERV profiles may characterize the main cell types. Using a 

custom pipeline based on Telescope (27), we quantified the expression of 14,968 HERV loci in 

public RNA-seq data from sorted bone-marrow and peripheral blood cell populations from 9 

healthy donors (n = 49 samples, Figure S1A) (28). Unsupervised hierarchical clustering based on 

the top 20% most variable HERVs showed a robust classification of normal hematopoietic cell 

types with a cluster purity of 77.6% and a corrected Rand Index of 0.61 (Figure 1A). The same 

approach based on genes reached a cluster purity of 65.3% with a corrected Rand Index of 0.47 

(Figure 1A).  



 

213 
 

We then sought to improve the clustering using ATAC-seq data through the analysis of peaks 

from open chromatin regions. Using the HOMER package, we applied a classic human genome 

annotation from gencode (v33) to annotate the set of 590,650 significant non-overlapping peaks 

from open chromatin regions previously defined in bone marrow and peripheral blood cells 

sorted from healthy donors (n = 80 samples) (28). As previously described, unsupervised 

hierarchical clustering based on promoter elements (peaks between -100bp and 1,000 bp away 

from a transcription start-site (TSS)) and intergenic elements (peaks more than 1,000 bp away 

from any other feature) significantly improved cluster classification, with a purity reaching 81.8% 

(Figure S1B). We then re-annotated these significant peaks with a custom reference consisting of 

the same Gencode annotation concatenated with the previously used 14,968 HERV loci from 

Repeatmasker. This new annotation showed that 16% of the significant peaks correspond to 

HERV regions (Figure 1B). One important previously reported finding is that classification based 

exclusively on intergenic elements (the so-called “distal regulatory elements”) is sufficient to 

classify normal hematopoietic cell populations (28). Enhanced annotation of these distal 

regulatory elements revealed an enrichment in HERVs, with up to 37.6% of the top 500 variable 

intergenic peaks corresponding to a HERV region (Figure 1B). A plot of the total aggregated 

count from these regions showed a gaussian distribution surrounding HERV TSS, confirming the 

good quality of the ATAC-seq signal (Figure S1C). Clustering of samples based on active HERV 

regions (AHR, defined by peaks surrounding HERVs regions +/- 1000 or 3000 bp) further 

improved the clustering, reaching 88.3% cluster purity (Figure 1C). 

Altogether these results show that the HERV retrotranscriptome can be used to characterize 

normal immature and mature hematopoietic cell populations. The improved clustering obtained 

with AHR defined on ATAC-seq data suggests that this retrotranscriptomic signature reflect 

epigenetic footprints associated with cell differentiation.   
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Figure 1: Definition of normal hematopoietic cell populations based on the HERV 

retrotranscriptome 

A. Unsupervised hierarchical clustering of normal hematopoietic cell populations based on 

HERV (left) or gene (right) expression in RNA-seq. Clustering was performed with the 

ward.D2 method based on the maximum distance. 

B. Annotation of all significant ATAC-seq peaks (left) and top variable intergenic peaks 

(right) with a custom annotation of Gencode v33 with HERV references from 

Repeatmasker. 

C. Unsupervised hierarchical clustering of normal hematopoietic cell populations based on 

ATAC-seq peaks from HERV regions (+/- 1,000 (left) or 3,000 (right) bp from HERVs’ 

TSS). Clustering was performed with the ward.D2 method based on the maximum 

distance. 

CLP: Common Lymphoid Progenitor, CMP: Common Myeloid Progenitor, Ery: Erythrocyte, GMP: 
Granulocyte-Macrophage Progenitor, HSC: Hematopoietic Stem cell, LMPP: lymphoid-primed multipotent 
progenitor, MEP: Megakaryocyte-Erythroid Progenitor, MPP: Multipotent Progenitor 

 

Acute myeloid leukemia cells show distinct HERV profiles close to their normal cell of 

origin 

We next evaluated how the HERV retrotranscriptome may help to distinguish AML cells. We 

performed the same clustering approach, integrating the 32 RNA-seq and 45 ATAC-seq bone 

marrow samples from 12 AML patients at diagnosis to our previous samples (Figure S1A) (28). 

Unsupervised clustering based on the top 20% variable AHR (+/- 1,000 bp from a HERV TSS) 

in ATAC-seq resulted in a good classification of normal and AML cells, with a slight increase in 

cluster purity compared to the top 20% most variable intergenic peaks (Figure 2A). Clustering 

based on HERV expression in RNA-seq yielded comparable results (Figure S2A). Interestingly, 

leukemic blast cells (blasts) clustered with either monocytes or granulocyte-monocyte progenitor 

(GMP) cells, LSCs with either GMP or lymphoid-primed multipotent progenitor (LMPP) cells 

and pre-leukemic hematopoietic stem cells (pHSCs) with either GMP or HSC/multipotent 

progenitor (MPP) cells, suggesting a clustering with their cell of origin as previously described 

(28). Cluster purity based on the original categories of cells did not consider these similarities and 

was thus a poor indicator of clustering performance in this case. Differential ATAC-count 

analysis centered on extended AHR (+/- 20,000 bp from a HERV TSS) revealed distinct profiles 

between AML LSCs, blasts and pHSCs compared to their normal counterparts, with globally a 
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more open chromatin in blasts and more closed in LSCs and pHSCs (Figure 2B). To further 

characterize the role of HERVs in these AHR, we computed correlations between RNA 

expression of each HERV present in an AHR and its respective surrounding genes located at +/- 

50,000 bp. Strikingly, we mostly found positive correlations between HERV expression and their 

surrounding genes (Figure S2B). Annotation of the genes with a pre-established list of cancer-

associated genes from the Cancer Gene Census database (29) revealed several genes positively 

correlated with HERVs expressed in AHR (Figure 2C). Of note, the highest correlation was 

found for GATA1 with ERVLB4_Xp11.23b (Pearson’s R: 0.74, adjusted p-value: 8.11e-14) 

(Table S1). Using TCGA LAML RNA-seq data, we then explored the association between each 

HERV located in an AHR and gene copy number variation (CNV) on the same cytoband. This 

highlighted several HERVs correlated both positively and negatively with deletions, and mostly 

positively with amplifications on the same cytoband (Figure 2D). These results demonstrate that 

HERV expression profiles differ according to the AML cell type, and suggest that HERVs are 

associated with gene regulation. 
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Figure 2: AML cells show distinct epigenetic profiles compared to their normal 

counterpart 

A. Unsupervised hierarchical clustering of normal and leukemic hematopoietic cell 

populations based on HERV-centered (left) or global intergenic (right) open regions in 
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ATAC-seq. Clustering was performed with the ward.D2 method based on the maximum 

distance. 

B. Differential ATAC-count analysis between AML and normal BM cells. Log2FC between 

each AML subpopulation (blast, LSC, pHSC) and normal BM cells is shown on the y 

axis, and chromosomal location on the x axis. Only values with an FDR < 0.05 were 

considered. 

C. Correlation between RNA expression of HERVs located in active chromatin regions and 

the surrounding cancer-associated genes (+/- 50,000 bp). Significant Pearson’s R are 

represented in orange (positive) or blue (negative). P-values were corrected using the 

FDR method. 

D. Correlation between RNA expression of HERVs located in active chromatin regions and 

CNV: deletions (left) and amplifications (right). Individual chromosomes are represented 

on the y axis, -log10(FDR) on the x axis. Pearson’s R were independently calculated for 

each HERV and all the alterations present on the same cytoband. 

AML: Acute Myeloid Leukemia, BM: Bone Marrow, CLP: Common Lymphoid Progenitor, CMP: Common 

Myeloid Progenitor, CNV: Copy Number Variation, Ery: Erythrocyte, FDR: False Discovery Rate, GMP: 

Granulocyte-Macrophage Progenitor, HSC: Hematopoietic Stem cell, LMPP: lymphoid-primed multipotent 

progenitor, LSC: Leukemic Stem Cell, MEP: Megakaryocyte-Erythroid Progenitor, MPP: Multipotent 

Progenitor, pHSC: pre-leukemic Hematopoietic Stem Cell 

 

HERV expression defines subtypes of AML with distinct cancer hallmarks and outcomes 

Having established that the HERV retrotranscriptome characterizes particular cell types, we then 

wondered whether HERV expression could define distinct AML profiles in bulk RNA-seq data. 

We explored HERV expression in 4 independent RNA-seq datasets (TCGA, AMLCG, 

LEUCEGENE and BEAT), retaining only bone marrow samples from AML patients at 

diagnosis (n = 788) (Table S2). For each dataset, we selected the top 2,000 most variable HERVs 

based on the scaled DESEQ2 VST normalized count (Figure S3A). We merged the 4 datasets, 

keeping only the intersect between each top 2,000 candidate HERVs, resulting in 961 variable 

HERVs conserved across the 4 datasets. Unsupervised hierarchical clustering guided by the 

average silhouette (Figure S3B) and Bayesian Information Criterion (BIC) evolution defined 9 

clusters that were not dependent on the study (Figure 3A and Figure S3C). These 9 clusters were 

associated with significant differences in overall survival among intensively treated patients 

(Figure 3B), independently of established prognostic factors such as age, ELN2017 and white 
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blood count, integrated in a multivariate Cox model (Figure 3C). These clusters also presented 

distinct cancer hallmark profiles (Figure 3D), as assessed by single sample gene-set variation 

analysis (GSVA) based on cancer hallmark signatures (Table S3). GSVA of immune signatures 

revealed no clear immune subtype profiles, distinguishing clusters with globally low or high 

immune scores (Figure 3E).  

We then assessed whether these clusters were associated with known recurrent translocations or 

gene mutations. We found a clear enrichment in inv(16), t(8;21) and t(15;17) in clusters 1, 7 and 

9, respectively (Figure 3F). Other karyotypes (such as complex, poor or intermediate 

abnormalities) showed no particular association with any cluster, underlining the heterogeneous 

composition of these groups. Regarding gene mutations, we observed a tendency for an 

enrichment in RUNX1 mutation in cluster 5 and in TP53 mutation in cluster 3 (Figure 3F).  

Focusing on HERVs discriminating each cluster (i.e. HERVs overexpressed in a given cluster 

compared to all other clusters), we found that clusters 8 and 9 had the highest number of 

different discriminating HERVs, whereas only few HERVs discriminated clusters 3 and 5 (Figure 

S3D). HERVs from the HERV-H, ERV-L, MER4, HERV-L and HERV-K families were the 

most frequent HERVs to discriminate clusters (Figure S3E). When reported to the total number 

of HERVs per family, HERV-S, HERV-E, HERV-P, ERV1 and HARLEQUIN families were 

the most frequently represented (Figure S3F). 

To further demonstrate the value of HERV expression as a promising biomarker, we next 

established a LSC signature based on HERV expression. We calculated correlations between each 

individual HERV and the previously published LSC17 score (30) in the 4 independent datasets. 

47 HERVs with a significant correlation with the LSC17 score (adjusted p-value < 0.05) in at 

least 2 independent datasets were used to establish a new LSC score based on HERV expression 

only (see methods). These 47 HERVs were further refined to select the minimal number of 

HERVs allowing a good LSC discrimination. The resulting LSC signature based on 25 different 

HERVs showed a very good discrimination in the independent validation set of sorted AML 

cells, separating LSCs from all other cells with an area under the curve (AUC) of 0.80 versus 0.64 

for the non-refined signature and 0.76 for the LSC17 score (Figure 3G). Both the full 47-HERV 

and the 25-HERV LSC signatures showed a significant impact on overall survival, mirroring the 

LSC17 signature’s performances (Figure S3G). Altogether these results show that HERVs 

represent an important source of genetic information that can be used to define different AML 

subtypes as well as cell-specific signatures, as highlighted herein for LSCs. 
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Figure 3: The HERV retrotranscriptome defines AML subtypes with distinct prognosis 

and cancer hallmarks 

A. UMAP representation of the 788 AML patients. Clusters defined by the unsupervised 

hierarchical clustering approach are shown. 

B. Overall survival of intensively treated patients according to the 9 clusters in the whole 

cohort. 

C. Multivariate Cox analysis of overall survival of intensively treated patients. Known risk 

factor (Age, ELN2017 and WBC), study (batch) and clusters are integrated in the 

multivariate model. 

D. Cancer hallmark profiles of each cluster. Each cancer hallmark is represented by its 

symbol as defined in (267). For each cluster, hallmark scores are calculated by ssGSVA. 

Mean scores are represented on a radar plot.  

E. Heatmap of immune signature enrichment. Patients were grouped into clusters before 

performing unsupervised hierarchical clustering. Z-scores of ssGSVA signature 

enrichment are represented. 

F. Bar chart of genomic alteration (left) and mutation (right) distribution according to 

clusters. For each category, the total count and the percentage is represented. 

G. ROC-curve of LSC classification according to the 47-HERV (green), 25-HERV (red) and 

18-gene (blue) LSC signature. 

LSC: Leukemic Stem Cell, ROC: Receiver Operating Characteristic Curve, ssGSVA: Single Sample Genes-set 

Variation Analysis, WBC: White Blood Count 

 

AML-specific HERVs contain several open-reading frames representing a source of 

shared tumor antigens 

Considering the specific expression of some HERVs in AML, we evaluated if they may represent 

a source of shared tumor antigens for immunotherapeutic approaches. To define leukemia-

specific targets, we used a dataset of more than 1,000 normal samples from 42 different sites 

extracted from the Genotype-Tissue Expression (GTEX) database (Figure S4A) in addition to 

the normal bone marrow and peripheral blood samples used above. We performed differential 

HERV expression analysis between AML and normal tissues, considering transcripts with a 

shrunken fold change > 4 and a base mean of at least 1 normalized count per million as 

overexpressed. Initially using normal bone marrow cells as a reference, we found 2,470 HERVs 

overexpressed in at least one of the 4 bulk AML datasets. To define AML-specific HERVs, we 
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setup an additional filter to remove HERVs that could be expressed at higher levels in any of the 

42 normal tissues than in AML bone marrows (see methods). Among the 2,470 HERV 

candidates, 170 were never overexpressed in any normal tissue and were further considered to be 

AML-specific (Figure 4A). We then cross-validated the results between each of our 4 datasets to 

retain only HERVs that were overexpressed in at least 2 independent datasets, finally selecting a 

set of 125 conserved AML-specific HERVs (Figure 4A). The mean AML expression of these 125 

AML-specific HERVs highly exceeded in most of cases the 75th percentile expression in normal 

tissues, with the exception of testis (Figure 4B). When focusing on the top overexpressed 

HERVs, we found candidates with a particularly high differential expression, with log2FC up to 

17.47 and 16.58 for ERV316A3_1q25.2b in bulk AML cells and LSCs, respectively (Figure S4B, 

Figure 4C). Several HERVs had an expression level in LSCs compared to normal bone marrow 

cells at least as high as other current LSC therapeutic targets (Figure 4C).  

To screen for potential HERV-derived epitopes, we next defined all the putative ORFs by 

translating these 125 AML-specific HERVs into the 6 possible frames. To reduce the number of 

false positives, ORFs of at least 10 amino-acids were then aligned against a manually annotated 

database of 71 known existing HERV proteins derived from curated Uniprot references. ORFs 

with at least a 75% identity with an existing HERV protein and an E-value < 0.01 were selected 

for epitope screening. Using these criteria, we found that only 33/125 AML-specific HERVs 

possessed at least 1 ORF (Figure S4C). Two independent recent tools trained on mass 

spectrometry data were then used for epitope prediction: netMHCpan 4.1 (31) and MHC flurry 

2.0 (32). HLA-A*02 epitope screening revealed 262 unique peptides predicted as strong HLA-

A*02 binders with both independent tools.  

To set up a list of peptides to prioritize, we further ranked these results. Considering that epitope 

immunogenicity is linked to its tumor abundance (33), we established an additive model taking 

into account (i) the mean expression of HERVs containing the peptide sequence, (ii) the fold 

change compared to normal bone marrow and (iii) the number of different HERVs containing 

the peptide sequence. We relocated each peptide in all the different HERVs containing its 

sequence and added the fold changes pondered by the base mean expression of each individual 

HERV. This additional step filtered-out 158 peptides that were either shared with HERVs 

present in normal tissue (pondered negatively in our additive model) or overexpressed but with a 

very low base expression. Among the 104 remaining peptides (Figure 4D), the top expressed 

candidates were mainly from Gag and Pol proteins of HERV-K/HML-2 family (Figure 4E and 

Figure S4D).  
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Overall, these results show that HERVs represent a reservoir of potential CD8+ T cell epitopes 

overexpressed in AML that may represent original therapeutic targets. 

 
Figure 4: HERVs as a source of shared epitopes in AML 
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A. Venn diagram representing the results of the differential HERV expression analysis. 

HERV expression between AML samples and normal tissues (blue) or AML samples and 

normal bone-marrow samples (red) was first calculated, leading to the identification of 

170 AML-specific HERVs that are overexpressed in at least 1 AML dataset and never 

overexpressed in any normal tissue (left). Among these 170 AML-specific HERVs, 125 

were found in at least 2 independent datasets and retained for further analyses (right).  

B. Scatter plot showing the mean expression of the 125 AML-specific HERVs across 

normal and AML tissues. Dotted lines represent the 75th percentile expression of normal 

solid and hematopoietic tissues. 

C. Scatter plot of individual HERV fold change between AML bulk datasets and normal 

bone marrow. Features (i.e. genes or HERVs) overexpressed in both LSC and AML bulk 

datasets are shown in orange, and features expressed only in bulk are shown in red. Other 

currently investigated LSC targets are represented in green. Only features with a FC >= 4 

and a FDR <= 0.05 are represented. 

D. Scatter plot of individual peptides in the additive model. For each peptide, cumulative 

log2FC between AML cells and normal BM (x axis) and number of unique HERVs 

containing the peptide sequence (y axis) is represented. Cumulative log2 FC were 

pondered by the base mean expression of the corresponding HERV.  

E. Dot plot showing the family and protein type of the most expressed peptides from the 

additive model. Peptides are ranked by cumulated fold change. Peptides overexpressed in 

LSC are represented in orange. 

 

FC: Fold Change, FDR: False Discovery Rate, LSC: Leukemic Stem Cell 

 

T cells specific for HERV-derived epitopes are naturally present in AML patients 

We then examined whether the predicted HERV-derived HLA-A*02 epitopes could elicit an 

immune response in AML patients. We selected 8 different HLA-A*02 epitopes among the top 

candidates in the additive model, focusing on peptides already identified as immunogenic in our 

lab (P1, P2, P4 and P6) or peptides preselected in a preliminary study in solid tumors but for 

which the immunogenicity has so far not been confirmed (P15 P16 P18 P20) (Bonaventura et al, 

submitted). Bone marrow-infiltrating lymphocytes (MILs) were expanded from bone marrow 

mononuclear cells (BMMCs) of HLA-A*02 AML patients at diagnosis. High-dose IL-2 

stimulation induced expansion of CD45+ cells from 14.4 % to 74.3% (mean values) among living 
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cells in 14 days (Figure S5A). Using HLA-A*02-peptide dextramers, we screened for the presence 

of specific CD8+ T cells against the selected epitopes. Strikingly, P1-specific CD8+ T cells were 

found in all patients (n=10) at high frequencies (Figure 5A and 5B). Specific CD8+ T cell 

responses against P4, P6, P15 and P16 were also detected in some patients at lower frequencies 

(Figure 5A and 5B). To further explore the potential impact of P1 expression in AML cells, we 

assessed the prognostic value of the expression of HERVs containing its sequence among HLA-

A*02 patients. Multivariate Cox analysis revealed that patients with a high expression of P1-

containing HERVs in leukemic cells had a better overall survival than patients with a low or 

intermediate expression, regardless of age, ELN2017, batch and white blood count (Figure 5C). 

Overall, these results show that HERV-derived epitopes elicit a CD8+ T cell response that can be 

detected in the bone marrow of AML patients. Furthermore, a higher expression of HERVs 

containing immunogenic epitopes may be associated with a better clinical outcome. 
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Figure 5: Specific CD8+ T cells against HERV-derived epitopes are found in bone 

marrow-infiltrating lymphocytes (MILs) of AML patients at diagnosis 

A. Summary table of specific CD8+ T cell responses found among MILs in patients. Low 

frequencies are represented in light blue, high frequencies in dark blue. 

B. Representative dextramer results of 4 AML patients. Bone marrow CD8+ T cell 

populations are gated among single living cells after 14 days of expansion. CD8 staining is 

represented on the y axis, dextramer staining is represented on the x axis. 

C. Multivariate Cox analysis of overall survival in intensively HLA-A*02 treated patients. 

Known risk factor (age, ELN2017 and WBC), study (batch) and P1 expression level 

(represented by the mean expression of HERVs containing the peptide sequence) are 

integrated in the multivariate model. 

D. Adjusted overall survival curves according to P1 expression level in intensively treated 

HLA-A*02 patients. Predicted survival is based on the previously established cox model. 

MILs: Marrow Infiltrating Lymphocytes, P1: Peptide 1 
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DISCUSSION 

Representing 8% of the human genome, HERVs are a great source of genetic information. 

However, as the results of their analysis are largely dependent on the chosen analytical strategy, 

this signal can often be missed or misinterpreted. For instance, using a partial database limited to 

HERVs corresponding to known Uniprot references (34) can occult a major part of the HERV 

retrotranscriptome, and restricting HERV signal to uniquely mapped reads strongly reduces the 

signal from conserved, recently integrated families prone to multimap (35). Consistently, we used 

a custom-designed pipeline based on Telescope (27), a recently developed tool allowing the 

accurate quantification of a complete base of 14,968 HERV loci. One of the main advantages of 

Telescope resides in its reassignment algorithm to correctly reassign a high number of multimaps 

and thus keep the highest possible signal from recently integrated and conserved HERV families. 

This approach provided a thorough analysis of HERV expression in normal and AML cell 

populations, providing a robust classification of specific cell-types only based on HERV 

transcriptomes. 

Chromatin accessibility represents a major factor of cell differentiation that may capture cell 

identity more accurately than gene expression in blood cells (28). Furthermore, HERVs may 

actively shape the chromatin architecture (36). In line with these observations, we show here that 

a very efficient clustering of normal hematopoietic cell populations is obtained with the use of 

AHR located in distal regulatory elements. In the same way, AHR profiles allowed not only the 

discrimination of leukemia cells from normal blood cell populations, but also between leukemia 

cells clustering with their cell-of-origin. Thus, pHSCs, LSCs and leukemic blast cells displayed a 

distinct epigenetic profile with distinct AHR compared to their normal counterparts. Using the 

unique information provided by the HERV retrotranscriptome, we built a signature based on 47 

HERVs that allowed a robust classification of LSCs among normal and leukemic bone-marrow 

cells. Misclassified cells were mostly represented by blast cells. A LSC-HERV signature could 

represent an original tool to either evaluate AML prognosis (i.e. as a surrogate marker of the 

remaining LSCs) or minimal residual disease during follow-up.  

A positive correlation was found between HERV expression from AHR and their surrounding 

genes, including cancer-associated genes. This may reflect the presence of these elements in 

actively transcribed DNA regions. Alternatively, HERVs may exert a regulatory role in gene 

transcription in these regions, as already described (37). In this context, it is tempting to speculate 

that some of these HERVs may act as enhancers for AML oncogenes, as reported recently by 

Deniz et al. (25). Interestingly, LSCs and pHSCs showed fewer AHR compared to blasts. This 
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result is consistent with a previous report demonstrating that transposable elements are silenced 

in LSCs (26). This may be due to the fact that silencing of HERVs might promote LSC immune 

escape, since HERVs have been described to induce both innate and adaptive immune responses 

(16). However, as we show herein, some HERVs containing conserved ORFs are still 

overexpressed in LSCs compared to normal cells, suggesting that it may be possible to 

therapeutically boost an immune response against HERV epitopes in LSCs.  

Relying only on HERV expression, we managed to retrieve particular AML subtypes but also to 

define new subtypes within normal and complex karyotype groups. Importantly, the prognostic 

differences found across these AML subtypes was independent of the currently used ELN2017 

score, based on the karyotype and mutated genes. These results suggest that HERVs could be 

used to improve risk stratification and treatment resistance prediction in patients with no genetic 

or molecular abnormalities associated with well-defined prognosis and resistance profiles. 

Association of HERVs to gene expression could improve gene expression-based predictors such 

as PS29MRC (18). Unfortunately, the lack of thoroughly annotated data (with at least the exact 

stem cell transplantation date and type when performed) precluded the establishment of a 

specific predictive score, which would require a dedicated study.  

Finding specific tumor antigens in AML remains a major challenge for immunotherapeutic 

approaches. Because AML belongs to malignancies with the lowest mutational burdens (19), the 

frequency of mutations creating neoantigens is expected to be low. In this context, HERV-

derived antigens represent a unique source of non-conventional epitopes (21) that could be 

exploited for the development of new immunotherapies. Our bioinformatics-based approach 

allowed us to identify several CD8+ T cell epitopes from AML-specific HERVs, i.e. HERVs 

expressed at high levels in AML cells and never expressed in normal tissue. The presence of 

CD8+ T cells specific for HERV epitopes in the bone marrow of AML patients at diagnosis 

confirmed that these epitopes are naturally processed and are immunogenic. Our results 

substantiate a recent report from Saini et al. showing that HERVs represent a reservoir of CD8+ 

T cell epitopes in myeloid malignancies (38). In this latter study, a high-throughput epitope 

screening method was set up based on barcode dextramers. It would be interesting to combine 

both approaches to obtain an optimized epitope detection pipeline associated with a more 

systematic functional screening method. Of note, the P1 epitope (FLQFKTWWI), which seemed 

to be particularly immunogenic in our study and in another in the context of solid tumors (39) 

was screened by Saini et al. but not detected with the barcoded dextramers. This discrepancy 

could be explained by the use of peripheral blood samples or a lower sensitivity in the absence of 
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prior expansion of bone marrow T cells (40), especially  in AML, a disease characterized by a 

massive leukemic cell infiltration in the bone marrow.  

In conclusion, our study unveils the HERV retrotranscriptome as a powerful tool to characterize 

and classify specific cell populations and to provide new tumor-specific epitopes for the 

development of immunotherapeutic strategies. This approach, demonstrated here in AML, could 

easily be extended to any disease to provide a better risk-stratification, establish relevant 

predictive signatures for therapeutic responses or identify original therapeutic targets. 

 

METHODS 

Raw RNA-seq data 

Raw RNA-seq data files were accessed from the NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) 

portal, under the accession numbers GSE74246 for the sorted hematopoietic normal and AML 

cells from Corces et al. (28), GSE49642, GSE52656, GSE62190, GSE66917, GSE67039 and 

GSE106272 for the LEUCEGENE datasets. TCGA LAML (41) and BEAT-AML (42) data were 

accessed from the NCI Genomic Data Commons (GDC) data portal 

(https://portal.gdc.cancer.gov/). Raw data for the AMLCG cohort (18) were directly provided by 

the AMLCG group. HLA genotyping of TCGA, BEAT and AMLCG cohorts was assessed using 

archasHLA v0.2.0 (43). 

HERV and gene expression quantification 

HERV expression was quantified using a custom pipeline derived from Telescope (27). Briefly, 

RNA-seq reads were aligned to a custom transcriptome using bowtie2 v2.2.1 (44) with custom 

parameters to retain multimaps (-k 100 --very-sensitive-local --score-min "L,0,1.6"). The custom 

transcriptome consisted in the hg38 reference transcriptome with 14,968 HERV transcriptional 

units compiled from RepeatMasker annotations (27). SAM outputs were converted to BAM files 

using SAMtools v1.4 (45). HERV and gene expression were then calculated using Telescope (27) 

and HTSeq 0.12.3 (46), respectively. Raw counts were concatenated and normalized 

independently for each dataset using DESEQ2 v1.28.0 with variance stabilizing transformation 

(VST) (47).  

ATACseq data  

Significant peaks called from ATACseq data analysis were retrieved from the original paper  (28). 

Briefly, peaks were called using MACS2 and filtered using a custom blacklist. A final set of 
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590,650 significant peaks were defined among a list of non-overlapping maximally significant 500 

bp peaks ranked by their summit significance value. These significant peaks were re-annotated 

using HOMER with the command “annotatePeaks.pl” and two different references: Gencode 

v33 only and Gencode v33 with the previously used HERV annotation. Regions containing 

significant peaks around +/- 1,000 or 3,000 bp of a HERV TSS were considered to be active 

HERV regions. 

Unsupervised hierarchical clustering 

For the sorted cells, DESEQ2 VST normalized expression data were directly used for 

unsupervised hierarchical clustering. Cluster purity was used as an external validation criterion 

and was calculated by first creating a confusion matrix between assigned cluster number and 

annotated cell type before adding the maximum values from each row (i.e. assigned cluster) and 

dividing by the total number of samples. 

A benchmark of distances (euclidean, maximum and pearson) and methods (ward.D2, single, 

complete, average and centroid) was performed to identify the optimal method leading to the 

best cluster purity using a pre-defined number of clusters according to the original annotation. 

For bulk datasets, DESEQ2 VST normalized expression data were independently calculated and 

further center-scaled for each dataset to correct the potential batch effect. Unsupervised 

hierarchical clustering was then performed using the average silhouette width and the Bayesian 

Information Criterion as internal validation markers. 

Differential ATAC-count analysis 

For differential ATAC-count analysis, raw ATAC-seq counts were retrieved from the original 

paper (28). Differential expression analysis between each AML population (LSC, pHSC and 

Blasts) and their normal counterparts (HSC, GMP, LMPP and monocytes) was performed using 

DESEQ2, with cell type as a covariate. Differentially expressed regions surrounding a HERV 

TSS (+/- 20,000 bp) and with a FDR < 5% were retained for the final plot.  The rolling mean of 

1,000 sequential regions, ordered by chromosome location, was then represented. 

HERVs, genes and copy number variation correlations 

HERVs located in extended AHR (peaks +/- 20,000 bp of a HERV TSS) were selected for 

correlation analysis. For each HERV, a list of surrounding genes located at +/- 50,000 bp of their 

TSS was established. Pearson’s correlations were calculated between the RNA expression of each 

HERV and each of its surrounding gene, independently. P-values were corrected with the FDR 
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method. Genes were then annotated using a published list of cancer-related genes from the 

Cancer Gene Census (29). The same list of HERVs was then used to perform correlations with 

CNV from the same cytoband. TCGA LAML CNV data were retrieved from the NCI GDC 

portal and used as is to calculate Pearson’s correlations with HERVs from the same cytoband.   

Survival analysis 

Intensively treated patients with available survival data were retained for the survival analysis. 

Patients receiving hypomethylating agent therapies or supportive care were discarded from this 

analysis. Overall survival curves were estimated with the Kaplan-Meier method. Only known 

prognostic factors (Age, ELN2017, white blood count), batch and clusters were integrated in the 

final multivariate cox model.   

For the second survival analysis (shown in figure 5), intensively treated HLA-A*02 patients were 

selected and stratified according to the P1 expression level, cut in terciles. The same covariates 

were included in a multivariate cox model of overall survival. Adjusted survival curves were then 

drawn based on this model. Survival analyses were performed using the R survival and survminer 

packages. Cox model proportional-hazards assumptions were assessed using Schoenfeld’s test 

and inspection of residual plots. 

Cancer hallmark and immune signatures GSVA 

For each cancer hallmark (48), a unique gene signature was established (Table S3) based on The 

Molecular Signatures Database (MSigDb) Hallmark Gene Set Collection (49). When not available 

in MSigDb, hallmark signatures where established from Gene Ontology (GO) signatures, as 

previously described (50). The signature for the immune evasion hallmark was retrieved from 

Hubert et al. (51). Individual enrichment scores were calculated from each patient by single 

sample gene-set variation analysis (ssGSVA) (52), and scaled by study. The mean score for each 

cluster was then calculated and shown in a radar plot.  

Immune signatures were obtained from Thorsson et al. (53) and calculated by ssGSVA for each 

sample. Unsupervised hierarchical clustering was then performed on study-scaled ssGSVA scores 

in each cluster.  

HERV-LSC signature 

To establish the HERV-LSC signature, correlations between the expression of each unique 

HERV and the validated LSC17 score (30) were computed independently in the 4 bulk RNA-seq 

datasets. 47 HERVs showing a significant correlation (FDR-adjusted p-value < 0.05) with the 
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LSC17 score in at least 2 datasets and with concordant results (i.e. correlated in the same 

direction in each dataset) were retained to build signatures. Signatures were calculated as the 

mean expression of all HERVs pondered (multiplied) by the sum of their Pearson’s correlation 

coefficients. To select a minimal number of HERVs, the resulting 47-HERVs were ranked 

according to the absolute sum of their Pearson’s correlation coefficients, and signatures were 

iteratively built by removing the last candidate (i.e. the one with the lowest summed correlation). 

Signatures’ performances were then evaluated in the independent testing set of sorted cells from 

Corces et al. with a classification approach for LSC alone or LSC and Blasts. ROC curves and 

AUC were drawn and calculated with the plotROC R package. The signature showing the best 

performances for LSC classification with the lowest number of HERVs was eventually selected, 

leading to the final 25-HERVs signature. 

Differential HERV expression analysis 

Differential expression analysis was performed using DESEQ2 (47). Raw counts of HERVs and 

genes from all normal and AML datasets were merged and integrated into the same DESEQ 

object, using study (i.e. batch) as a covariate in the design formula. Differential expression 

analysis was performed for all the 4 independent bulk AML datasets and the sorted LSC and 

pHSC populations against each of the 42 normal tissues. Fold change were shrunk with the 

apeglm method (54). Features with a fold change superior to 4 (log2FC > 2) and a base mean of 

at least 1 normalized count per million were considered to be overexpressed.  

Open-reading frame detection and peptide selection 

ORFs were defined using EMBOSS’s sixpack v6.6.0.0 (55) to translate HERV sequences into the 

6 possible frames. ORFs of at least 10 amino-acids were then aligned to a reference of known 

HERV proteins (Gag, Pro, Pol, Env, Rec and Np9 from different HERV families). This 

reference was established from Uniprot (56), referencing all existing manually reviewed HERV 

protein sequences, resulting in 71 references (research equation: keyword:”endogenous 

retrovirus” AND reviewed:yes AND organism:"Homo sapiens (Human) [9606]", last accession: 

12/11/2020). Blast was used for the alignment, with optimal parameters for retroviruses (Word 

size = 3, composition-based statistics, no “low-complexity-region” filter). ORFs aligning with at 

least 75% identity with a known HERV protein and an E-value < 0.01 were considered for 

further analysis. 

Retained ORFs were then screened for predicted HLA-A*02 strong binders using MHCflurry 

v2.0 (32) and netMHCpan 4.1 (31). Peptides with an affinity rank <= 0.5th percentile for both 
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tools were considered to be strong-binders. The human proteome was downloaded on Uniprot 

(ID: UP000005640) to validate the absence of match before peptide synthesis and in vitro 

validation. 

Additive model 

Differential expression at the peptide level between normal bone marrow and AML cells was 

estimated by relocating each peptide in all the potential HERVs with predicted ORFs coding for 

one of the 262 peptides. Each peptide could thus have one or several differential expression data 

according to the number of HERVs they were found in. This total number of HERVs was taken 

into account by considering the total sum of fold change of each HERV containing the peptide 

of interest, leading to an estimation of the cumulated fold change per peptide. To avoid 

prioritization of targets with artificially high fold-changes due to very low expression levels, each 

fold change was pondered by the base mean of its respective HERV, leading to the final additive 

model.   

Biological samples 

Bone marrow samples were collected from AML patients at diagnosis at the Centre Hospitalier 

Lyon Sud in Lyon, France. Sample collection was approved from the institutional review board 

and ethics committee (20.01.31.72653 - 21/20_3) and after obtaining the written informed 

consent of patients, in accordance with the Declaration of Helsinki. BMMCs were obtained by 

Ficoll density gradient centrifugation (Eurobio, FR, EU) and immediately cryoconserved in fetal 

bovine serum (FBS) with 10% dimethyl sulfoxide (DMSO). 

MILs growth 

Bone marrow mononuclear cells (BMMCs) were rapidly thawed at 37°C and grown in RPMI 

medium (Gibco, FR, EU) supplemented with 8% human AB-serum (Etablissement Français du 

Sang, FR, EU) and high doses (6,000 UI/mL) of IL-2 (PROLEUKIN aldesleukine, Novartis 

Pharma, CH, EU) after a 2-hour resting period. Plates were then incubated for 14 days, with 

medium replacement when needed. 

Dextramer and flow cytometry analysis 

After 14 days of growth, cells were washed in 2 mL washing buffer (PBS + 2% FBS + 2mM 

EDTA (Sigma Alderich, MI, US)) and stained for 10 minutes with dextramers (Immudex ApS, 

DK, EU) at room temperature prior to viability and surface marker staining. Washing was 

performed twice to avoid non-specific dextramer staining. Peptide 18, for which we did not find 
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any specific response in any patient, was further considered as an irrelevant peptide and a 

negative control.  
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Supplemental figure 1  

D. Unsupervised hierarchical clustering of normal hematopoietic cell populations based 

on promoters TSS (left) or intergenic peaks (right) found in ATAC-seq.  

E. Aggregated count surrounding HERV TSS in ATAC-seq. 

CLP: Common Lymphoid Progenitor, CMP: Common Myeloid Progenitor, CRI: Corrected Rand Index, Ery: 

Erythrocyte, FDR: False Discovery Rate, GMP: Granulocyte-Macrophage Progenitor, HSC: Hematopoietic 

Stem cell, LMPP: lymphoid-primed multipotent progenitor, MEP: Megakaryocyte-Erythroid Progenitor, MPP: 

Multipotent Progenitor, TSS: Transcription Start Site 

 

 

 

Supplemental figure 2 

E. Unsupervised hierarchical clustering of normal and leukemic hematopoietic cell 

populations based on HERV expression in RNA-seq. 

F. Correlation between the RNA expression of HERVs located in active chromatin 

regions and the surrounding genes (+/- 50,000 bp). Significant Pearson’s R are 

represented in orange (positive) of blue (negative). 

CLP: Common Lymphoid Progenitor, CMP: Common Myeloid Progenitor, CNV: Copy Number 

Variation, Ery: Erythrocyte, FDR: False Discovery Rate, GMP: Granulocyte-Macrophage Progenitor, 

HSC: Hematopoietic Stem cell, LMPP: lymphoid-primed multipotent progenitor, LSC: Leukemic Stem 

Cell, MEP: Megakaryocyte-Erythroid Progenitor, MPP: Multipotent Progenitor, pHSC: pre-leukemic 

Hematopoietic Stem Cell 
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Supplemental figure 3 

A. Global Workflow. HERV and Gene expression were independently calculated and 

DESEQ2 VST normalized in the 4 datasets. HERV expression was then center-scaled 

for each dataset to get rid of the batch effect. The top 2,000 variable HERVs were 

then selected for each dataset, keeping only bone marrow AML samples at diagnosis 

(n=788). The conserved variable HERVs were then selected, resulting in the final 

analysis of 961 HERVs. Unsupervised hierarchical clustering was then performed, 

using the silhouette evolution and BIC to select the optimal number of clusters. 

B. Average silhouette evolution according to the number of clusters k. 

C. BIC evolution according to the number of clusters k. 

D. Heatmap showing a visual representation of the 9 clusters from the unsupervised 

hierarchical clustering performed on the 961 conserved variable HERVs across the 4 

datasets. 

E. Total number of discriminating HERVs (count) per clusters. HERVs overexpressed in a 

given cluster compared to all the others are represented.  

F. Most represented families among cluster-discriminating HERVs (total count). 

G. Most represented families among cluster-discriminating HERVs (percent of total 

family members). 

BIC : Bayesian information criterion, QC: Quality Check  
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Supplemental figure 4 

A. Global Workflow and graphical representation of the sampled normal tissues. 

B. Table of the top 20 overexpressed features in the bulk datasets (left) or in the LSC 

(right) compared to normal bone marrow. 

C. Workflow representing the different steps to identify CD8+ T cells epitopes from 

HERVs sequences. HERV sequences are translated in the 6 frames and then aligned to 

a database of 71 known HERV proteins (Gag, Pol and Env). ORFs with at least 75% 

identity with a known HERV protein and a E-value < 0.01 are then retained for 

epitope prediction. Two different tools, netMHC-pan 4.2 and MHC-Flurry 2.0 are 

used to predict the top 9amino-acids HLA-A*02 peptide candidates. To further 

prioritize these candidates, an additive model is proposed to take into account each 

peptide’ expression level. 

D. Number of HERVs per families containing the top peptides candidates.  

LSC : Leukemic Stem Cell, ORF: Open Reading Frame 
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Supplemental Figure 5 

A. Percentage of CD45+ cells among living cells before (day 0) and after 14 days of 

expansion in high dose IL2. 

B. Gating strategy of MILs at day 0  
C. Gating strategy of TILs at day 14 

MILs : Bone Marrow Infiltrating Lymphocytes 
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 Nos travaux viennent étayer le rationnel de l’utilisation des HERVs en immuno-
oncologie. Dans le premier article, nous proposons pour la première fois une approche 
bioinformatique systématique, applicable à grande échelle et reproductible pour l’identification 
d’épitopes lymphocytaires T CD8+ au sein des HERVs les plus exprimés dans une tumeur 
donnée. Nous proposons une liste d’épitopes partagés et fortement exprimés dans plusieurs 
cancers, et validons ensuite cette approche en montrant que les épitopes sélectionnés permettent 
d’induire une réponse LT CD8+ de forte avidité et cytotoxique contre des lignées cellulaires et 
organoïdes de cancer du sein triple négatif. Dans le deuxième article, nous allons plus loin en 
montrant que chaque population cellulaire possède sa propre signature rétrotranscriptomique, 
ouvrant ainsi la voie à l’utilisation des HERVs pour la mise au point de signatures cellulaires plus 
précises pouvant favoriser l’identification de profils transcriptomique prédictifs d’une issue 
clinique d’intérêt. Nous discuterons ici ces résultats en nous concentrant d’abord sur l’aspect de 
ciblage thérapeutique de ces épitopes partagés avant de nous concentrer sur l’utilisation des 
HERVs en tant que biomarqueurs. Enfin, nous proposerons de raffiner le modèle actuel de 
l’impact physiologique et physiopathologique des HERVs en fonction de leur expression, que 
nous tenterons de résumer en un seul schéma. 

I. Cible thérapeutique 

Comme nous l’avons abordé dans l’introduction, un bon épitope candidat pour une 
approche immunothérapeutique est un épitope à la fois exprimé en quantité suffisante à la 
surface de la cellule tumorale, non (ou faiblement) présent dans le tissu sain et possédant une 
forte immunogénicité. Bien que ne reposant que sur des données de séquençage ARN, notre 
stratégie d’identification d’épitopes LT CD8+ présente plusieurs originalités qui en font sa force, 
l’évaluation biologique que nous développons ensuite venant confirmer leur validité. 

 Spécificité et expression par le tissu sain 
L’expression potentielle de peptides issus des HERVs par le tissu normal est 

probablement la limite majeure à leur utilisation en tant que cibles thérapeutiques. Si certaines 
équipes comme le groupe de Claude Perreault proposent des filtres très restrictifs (39,82), 
d’autres auteurs ne proposent qu’un contrôle partiel par RT-PCR (268) ou immuno-histochimie 
(196) dans certains tissus sains, voir même aucun contrôle comme dans l’étude récente utilisant 
des multimères à code-barres ADN pour identifier des épitopes T CD8+ dans différentes 
hémopathies myéloïdes (199). 

 Afin de minimiser ce risque, nous avons développé un filtre stringent basé sur le 
comparatif de l’expression des HERVs entre la tumeur et son tissu péritumoral. L’utilisation de la 
base pancancer nous aura par ailleurs permis de filtrer de façon systématique tout HERV 
davantage exprimé dans un tissu péritumoral par rapport à sa tumeur correspondante. Cela 
signifie par exemple que si un HERV est retrouvé surexprimé dans le tissu péritumoral de 
thyroïde par rapport à son cancer correspondant, il est exclu de l’ensemble de l’analyse et ne 
pourra pas être retenu comme épitope dans le cancer du sein. Bien que permettant de filtrer de 
nombreux HERVs, l’utilisation du tissu péritumoral en tant que contrôle est discutable, celui-ci 
pouvant présenter différentes altérations (inflammation, infiltration immunitaire, 
hypervascularisation, présence éventuelle de cellules pré-néoplasiques) susceptibles de modifier 
son profil HERV. A cet effet, nous avons contrôlé l’expression de nos HERVs cibles dans une 
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base indépendante de séquençage ARN comprenant des échantillons de cancers du sein, de tissu 
péritumoral mais également du vrai tissu sain issu de réduction mammaire. Ce comparatif nous a 
permis de confirmer d’une part la surexpression de nos cibles dans le tissu cancéreux, mais 
également de voir que l’expression dans le tissu sain est encore plus basse que dans le tissu 
péritumoral (Article 1 - Figure 3D). L’utilisation de tissu péritumoral en contrôle semble donc 
plutôt pénaliser l’analyse.  

 Dans le deuxième article basé sur Telescope, nous avons pu utiliser du tissu normal 
comme contrôle, nous permettant de mettre en place une base de contrôle de tissus sains 
constituée de 1 059 échantillons provenant de 42 tissus sains différents (Article 2, Figure S4A). 
Cette base nous a permis de filtrer tout HERV plus exprimé dans n’importe quel tissu sain par 
rapport aux échantillons de moelle osseuse de patients atteints de LAM. Cette approche, plus 
restrictive, est particulièrement intéressante dans les cas où une cible pourrait être surexprimée 
par rapport à son tissu sain correspondant, mais sous-exprimée par rapport à un tissu sain à 
distance (exemple : surexpression d’un HERV dans la moelle osseuse de LAM par rapport à la 
moelle osseuse saine, mais sous-expression par rapport au tissu hépatique sain). De plus, le focus 
réalisé sur une seule pathologie en utilisant 4 bases de données indépendantes nous permet de 
mieux contrôler les faux positifs. Ainsi nous avons pu voir dans cet article qu’une quarantaine de 
HERVs surexprimés dans la base du TCGA n’étaient retrouvés dans aucune autre base, 
correspondant ainsi probablement à un biais technique ou effet batch. 

 Sélection des épitopes 

1) De la séquence nucléotidique au peptide 
Une fois notre liste de HERVs établie, les meilleurs épitopes parmi ces candidats restent à 

définir. Cela passe habituellement par la traduction des séquences nucléotidiques en protéines 
potentielles. En l’absence de gold standard, de nombreux auteurs proposent de réaliser une 
traduction systématique des séquences nucléotidiques dans les 6 cadres ouvert de lecture afin de 
considérer tous les ORFs potentiels (269,270). La taille minimale d’une protéine étant de 10 
acides aminés (271), le nombre de séquences générées peut être très important, avec par exemple 
une base de ~3,2 Gb obtenue lors de la traduction systématique de l’ensemble du génome 
humain, soit 70 fois plus que le protéome connu de référence de la base Ensemble (~45 mb) 
(272). Certains auteurs proposent d’utiliser un seuil arbitraire plus restrictif de 70 ou 100 acides 
aminés par exemple, permettant de réduire le nombre d’ORFs générés (265). Dans notre 
approche, nous filtrons les ORFs de nos séquences HERVs d’intérêt en les alignant sur des 
protéines connues de HERVs. Dans le premier article, nous cherchions à identifier des peptides 
très conservés issus de HERV-K : nous nous sommes donc restreints aux protéines Gag et Pol 
connues de HERV-K, permettant ainsi de passer de 76 934 ORFs définis pour nos 192 Cyt-
HERVs à 27 ORFs uniques ayant une identité >90% avec les protéines de référence. Pour le 
deuxième article, nous avons généralisé l’approche à l’ensemble des protéines publiées de HERVs 
(71 références validées dans Uniprot) sur la base plus exhaustive de Telescope. Sur plus de 3 
millions d’ORFs reconstruits sur l’ensemble de la base (14 968 HERVs), seuls 1 615 possèdent 
une identité > 90% avec les protéines connues de HERVs.  Cette approche nous permet ainsi de 
réduire drastiquement le nombre d’ORFs testés, tout en pouvant jouer sur le paramètre d’identité 
pour obtenir des protéines plus ou moins dégénérées (au risque d’augmenter le nombre de faux 
positif). Toujours dans la LAM, nous pouvons ainsi définir plusieurs stratégies en partant de nos 
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125 HERVs exprimés de façon spécifique dans la LAM, menant à la validation finale de 660 
peptides pour les 345 ORFs avec au moins 50% d’identité ou 92 peptides pour les 24 ORFs avec 
au moins 90% d’identité (Figure 7). 

Une approche d’emblée plus restreinte aurait pu se discuter, en se limitant à une base 
d’ORFs pré-identifiés comme celle de Retrotector ou gEVE par exemple (100,184), voir à une 
base très restreinte de protéines connues comme avec l’approche « Mayer ». Bien que permettant 
de limiter davantage les faux positifs, ces approches sont cependant limitées et excluent toute 
découverte d’épitope présent dans des ORFs encore non annotés. 

2) Approche prédictive 
Les épitopes sont ensuite définis à partir de ces ORFs via des outils permettant de prédire 

les séquences ayant le plus de chance d’être présentées à la surface de la cellule par le CMH de 
classe I, selon des critères d’affinité pour le CMH, de chance d’être clivés à un niveau donné ainsi 
que de transport par la protéine TAP (84,85). Ces outils sont régulièrement critiqués du fait des 
performances limitées obtenues dans le contexte des antigènes issus de mutation, avec moins de 
1% des épitopes menant effectivement à une réponse immunogène (273–275). Par rapport à ces 
études, notre approche diffère en de nombreux points : 

- Dans les cibles choisies tout d’abord, le fait d’utiliser des séquences d’origine 
virales que sont les HERVs permettant de maximiser des critères tels que la 
dissimilarité avec le soi, augmentant fortement la chance d’avoir des cibles 
immunogènes (276). Des données de spectrométrie de masse comparatives 
suggèrent par ailleurs que les HERVs auraient une capacité supérieure à 
produire des MAPs par rapport aux autres rétroéléments (138). Si cette 
différence peut facilement se concevoir pour les SINE (qui sont dépourvus de 
séquence codante pour des protéines), la différence avec les LINE est moins 
évidente à expliquer. 

- Le niveau d’expression ensuite, directement associé à la présentation par le 
CMH (277). Contrairement aux études sur les antigènes issus de mutations, 
nous prenons ici en compte le niveau d’expression du HERVs. Dans le 
deuxième article, nous proposons également un modèle additif permettant de 
prioriser les épitopes ayant un fort niveau d’expression. Cela parait d’autant 
plus important que la densité d’épitope est également associée à 
l’immunogénicité (278). Il n’existe cependant pas de seuil clairement établi 
pour guider les choix. Dans l’étude de Ehx G. et al. que nous détaillerons un 
peu plus loin, les auteurs montrent en se basant sur des données couplées de 
séquençage ARN et spectrométrie de masse qu’une séquence exprimée à 
moins de 8,55 reads par centaine de millions de reads mappés (RPHM) a une 
probabilité < 5% de générer un MAP (82). D’autres études proposent des 
seuils arbitraire de 1 TPM, permettant également de ne pas artificiellement 
augmenter les fold change des études comparatives sur des séquences très 
faiblement exprimées (265). Nous nous sommes alignés sur cette approche, en 
choisissant de ne pas considérer les séquences ayant moins de 1 CPM 
d’expression moyenne 
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- Les outils utilisés enfin, les 
nouvelles versions des principaux outils que nous 
utilisons tels que netMHCpan 4.1 et MHC Flurry 
2.0 étant entrainées sur des données de 
spectrométrie de masse avec de très bonnes 
performances (279,280). 

Notre approche exploite donc pleinement 
les connaissances et outils disponibles pour 
optimiser la chance de détecter un épitope 
présenté par le CMH de classe I. Il n’en demeure 
pas moins plusieurs limitations, en premier lieu 
desquelles l’absence d’étude des épitopes 
présentés par le CMH de classe II. Le rôle des LT 
CD4+ dans l’immunité antitumorale est pourtant 
majeur, que ce soit par les populations LT helper 
mais également avec les populations LT CD4+ 
cytotoxiques, de plus en plus étudiées (17,281). 
Dans un des essais cliniques fondateurs de 
vaccination thérapeutique utilisant des pools de 
peptides longs définis à partir d’antigènes issus de 

mutations, les auteurs se sont aperçus que, bien que les cibles vaccinales aient été initialement 
prédites sur des critères d’affinité pour le CMH de classe I, la réponse LT CD4+ était finalement 
prédominante chez les patients, avec une réponse LT CD4+ polyfonctionnelle détectée pour 60% 
des épitopes prédits vs 20% seulement pour les LT CD8+ (282). Ces résultats rejoignent d’autres 
données chez la souris soulignant l’importance de la réponse LT CD4+ dans la réponse 
immunitaire dirigée contre les antigènes tumoraux issus de mutations (283). Bien que les outils de 
prédiction épitopiques pour le CMH de classe II soient moins performants du fait de la nature 
même de la relation CMH-peptide (les peptides étant plus long que ceux présenté par le CMH de 
classe I d’une part, et les positions d’ancrages plus variées, multipliant ainsi le nombre de 
possibilités), ceux-ci progressent avec des performances meilleures dans les développements 
récents (279,284,285). Ces différentes données nous ont poussé à faire le choix de nous 
concentrer sur des motifs épitopiques présentés par le CMH de classe I pour la preuve de 
concept dans un premier temps. Nous prévoyons pour la suite d’intégrer ces motifs dans des 
peptides plus longs dont la sélection sera guidée par les outils récents de prédiction pour le CMH 
de classe II, afin de valider l’immunogénicité de ces longs peptides en monitorant les réponses LT 
CD4+ et CD8+. 

3) Approche protéomique (spectrométrie de masse) 
La spectrométrie de masse est actuellement la méthode de référence pour démontrer la 

présence d’un épitope effectivement présenté à la surface de la cellule par le CMH de classe I. 
L’approche classique dite « shotgun » couple l’isolation des peptides d’un échantillon donné par 
chromatographie liquide au séquençage de leur spectre de masse en tandem par un spectromètre 
de masse (272). Un des points critique de cette approche est que l’identification des peptides est 
réalisée par comparaison des spectres de l’échantillon à une base de spectres possibles établie à 
partir d’un protéome de référence. En plus de restreindre fortement les peptides potentiels, 

 
Figure 7 : Sélection des ORFs à partir des séquences 
HERVs 
Les HERVs présélectionnés sur des critères d’expression 
forte dans le tissu tumoral et faible/absente dans les 
tissus sains sont traduits dans les 6 sens de lecture. 
L’ensemble des ORFs de plus de 10 acides aminés est 
ensuite aligné face à une base de données de 71 
protéines HERVs connues issue d’Uniprot. 
ID : Identité, ORFs : Open Reading Frames (Cadre Ouvert de 
Lecture) 
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l’utilisation du protéome canonique en base de référence est exposée à un taux important de faux 
positifs, la recherche de cibles non exprimées dans l’échantillon augmentant la taille de la base de 
données, directement corrélée au nombre de peptide identifiés. Ces limites ont ouvert le champ 
de la protéogénomique, permise par les gains en puissance de calcul et les avancées bio-
informatiques, restreignant désormais la recherche de spectres protéiques au sein d’une base 
ciblée sur le profil d’expression génomique de l’échantillon (83,272). En plus de valider la 
présence d’un transcrit fortement exprimé au niveau protéique, cette approche permet également 
de découvrir de nouvelles protéines et ainsi alimenter les bases de données telles qu’Uniprot 
(183). 

La plupart des équipes référentes dans le domaine dont celles de Claude Perreault et de 
Michal Bassani Sternberg s’intéressent désormais aux portion non codantes du génome, source 
de la majorité des MAPs (39,83,277). Comme nous l’avons vu, les MAPs dérivent 
préférentiellement de produits ribosomaux défectueux (DRIPs) (21,23). Les HERVs, en 
particulier ceux des familles les plus anciennement intégrées, étant dégénérés, nous pourrions 
nous attendre à ce qu’ils soient enclins à produire des peptides instables de ce type. 

L’étude récente de Ehx G. et al. dans la LAM vient même intégrer des paramètres 
d’expression ARN et des filtres de tissu sain (cellules souches hématopoïétiques et mTECs) pour 
augmenter la probabilité d’identification de MAPs dits d’intérêt, spécifiques de la tumeur et 
fortement exprimés par celle-ci (82). D’une façon intéressante, aucun antigène muté n’était 
présent dans les 58 MAPs identifiés comme étant les plus prometteurs (exprimés à moins de 8,55 
RPHM dans les tissus sains et surexprimés dans les moelles osseuses leucémiques par rapport aux 
moelles osseuses normales par un facteur 5 minimum), dont 86% étaient dérivés de portions non 
codantes du génome et 48% secondaires à une rétention intronique, phénomène particulièrement 
important dans la LAM (286). Ces MAPs présentent également l’avantage d’être partagés, les 
patients présentant au moins deux mutations parmi les gènes NPM1, FLT3 ou DNMT3A étant 
parmi ceux exprimant le plus de MAPs différents, en lien avec des profils aberrants de 
méthylation. 

Malgré la performance de ces approches de spectrométrie de masse et leur importante 
spécificité, celles-ci peuvent manquer de sensibilité notamment pour les épitopes présents en 
faible densité à la surface cellulaire (272). Une autre méthode de spectrométrie de masse dite 
ciblée permet de marquer les peptides d’intérêt afin d’orienter l’acquisition des spectres de masse 
et quantifier de façon plus précise la présence d’un ou plusieurs peptides cibles (287). Ce type 
d’approche bien que limitée à certaines cibles permet d’atteindre une sensibilité maximale pour la 
détection d’épitopes dont on connait déjà la séquence. Une étude récente publiée dans Science a 
utilisé cette approche pour quantifier un antigène issu d’une mutation de TP53 (p53R175H) sur 
différentes lignées cellulaires, allant jusqu’à la détection de 1,5 copies de l’antigène mutant 
présenté par le HLA-A*02 :01 à la surface de la lignée TYK-nu (carcinome ovarien), contre plus 
de 700 pour leur condition contrôle (lignée COS-7 transfectée avec les gène HLA-A :02 :01 et 
TP53mut) (288). Bien que la densité d’un tel épitope pourrait amener à questionner son intérêt en 
tant que cible tumorale, la mise au point par les auteurs d’un anticorps de forte affinité ciblant le 
complexe HLA-peptide et permettant la lyse efficace de ces mêmes lignées malgré une densité 
très faible d’antigène présenté ouvre le champ de nombreuses possibilités thérapeutiques pour 
des anticorps bispécifiques ou des lymphocytes CAR-T.  
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 Immunogénicité  
Qu’ils aient été sélectionnés par une approche prédictive ou validés par spectrométrie de 

masse, l’immunogénicité des épitopes doit ensuite être validée. Là encore des outils existent pour 
prédire l’immunogénicité d’un épitope : celui de la base de donnée des épitopes immuns (IEDB) 
par exemple propose un score d’immunogénicité à partir de caractéristiques identifiées comme 
associées à une forte immunogénicité dans une base d’épitopes, telles que la structure des acides 
aminés et leur position (des acides aminés possédant de larges chaines aromatiques, d’autant plus 
si ils sont en position 4 à 6, augmentant de façon majeure l’immunogénicité) (289). Ces outils 
sont cependant souvent restreints à des bases d’épitopes microbiens, et nos différents essais avec 
des épitopes dont nous connaissions l’immunogénicité potentielle ne se sont pas révélés 
concluants. 

1) Annotation de l’immunogénicité 
L’exhaustivité apportée par une quantification plus systématique des HERVs est 

contrebalancée par un risque majoré d’identification de faux positifs. Sur la seule base de 66 
références HERVs de Mayer, l’utilisation d’outils de prédiction épitopique trouve plus de 200 
épitopes LT CD8+ de forte affinité pour le HLA-A*02 parmi l’ensemble des ORFs potentiels. En 
utilisant la base hervQuant dans le cancer du sein, plus de 35 000 ORFs peuvent être définis à 
partir des ~300 HERVs surexprimés dans l’ensemble des sous-types de cancer du sein, ce qui 
amène à plusieurs centaines de peptides prédits de forte affinité pour le seul HLA-A*02. 

En permettant de détecter plus de 1 000 épitopes différents dans un seul et même 
échantillon, la technique des dextramères identifiés par code-barre ADN prend tout son intérêt 
dans ce type de configuration (198). Dans une étude récente déjà citée utilisant cette technologie 
dans différentes hémopathies myéloïdes (199), Saini S. et al. parviennent ainsi à détecter des 
réponses LT CD8+ dirigées contre 29 épitopes parmi les 1 169 épitopes potentiels prédits à partir 
de la base de Mayer pour 4 HLA différents. Certains épitopes déjà décrits comme immunogènes 
ne sont cependant pas détectés par leur approche, en premier lieu desquels notre premier peptide 
(P1) pour lequel nous détectons une réponse LT CD8+ spécifique dans quasiment l’ensemble des 
patients atteints de LAM testés (n=10, Article 2, Figure 5B). Plusieurs facteurs pourraient 
participer au manque de sensibilité de cette approche, notamment l’absence de stimulation des 
LT spécifiques, la recherche réalisée sur des PBMCs plutôt que sur des TILs ou encore les 
potentielles interactions entre les différents dextramères regroupés dans un seul et même 
échantillon.    

 Notre méthode de validation épitopique gagne en sensibilité ce qu’elle perd en débit. En 
vérifiant chaque épitope à l’aide de plusieurs tests (contrôle du binding HLA, test 
d’immunogénicité chez le donneur sain, recherche de LT spécifiques chez le patient après 
expansion puis test de cytotoxicité à l’aide d’un clone), cette approche ne permet pas de valider 
un nombre important de cibles. C’est précisément ce besoin de sélectionner un nombre restreint 
de cibles à valider qui nous a mené à développer des modèles visant à classer et prioriser les 
candidats à partir d’une liste de HERVs surexprimés dans le cancer. 

Afin d’enrichir notre liste en HERVs possédant des épitopes, le premier objectif était 
ainsi d’annoter les candidats qui sont associés à une réponse cytotoxique LT CD8+. L’idée de 
cette annotation n’est pas nouvelle en soit : en 2015, Rooney M. et al. avaient déjà décrit une 
corrélation positive entre l’expression de 7 HERVs de la famille HERV-K et un score d’activité 
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cytolytique (le CYT score, correspondant à la moyenne géométrique de l’expression de Granzyme 
A et Perforine) dans les cancers du sein et du rein (261). Cette analyse était cependant très 
succincte, la liste de HERVs n’étant d’une part pas exhaustive (base de Mayer), et les coefficients 
de corrélation de Spearman ne dépassant pas au mieux 0.4. Toujours à partir de la base de Mayer, 
Panda A. et al. sont allés un peu plus loin en définissant deux critères permettant de retenir un 
HERV comme potentiellement immunogènes, via la corrélation de son expression avec (i) au 
moins une signature d’activation immunitaire (soit l’Immune Score de l’outil ESTIMATE (290) 
soit l’expression de CD8A) et (ii) au moins un gène d’une voie de checkpoint immunitaire (soit 
PD1 ou un de ses ligands, CTLA4 ou un de ses ligands, ou un des gènes de la voie 
BTLA/HVEM (291)). Bien qu’intéressante, cette association repose là encore sur de simples 
corrélations avec des seuils par ailleurs très larges puisque toute corrélation dont le coefficient de 
Spearman était supérieur à 0 avec une p-value < 0.05 était retenue comme significative.  

En s’inspirant de ces résultats, nous avons défini de nouveaux critères pour pouvoir 
annoter les HERVs associés à une réponse LT CD8+ cytotoxique de façon plus précise. Pour être 
retenu, chaque candidat doit être associé à une signature phénotypique T CD4+ ou CD8+ (Figure 
8A, critère A) ET une signature de fonctionnalité (CYT-score ou signature IFN-gamma hallmark, 
Figure 8A, critère B) sans être exprimé dans aucuns des tissus sain péritumoraux analysés ou par 
les lymphocytes T/NK (Figure 8A, critère C). Ce double filtre phénotype/fonctionnalité nous 
permet de gagner en spécificité lors du choix des candidats, ne retenant que les HERVs associés à 
une signature T CD8+ fonctionnelle dans au moins un cancer. Le filtre C est quant à lui 
indispensable pour capter des HERVs exprimés par la cellule tumorale et non pas par le tissu sain 
ou même par les cellules immunitaires elles-mêmes. En effet, si nous prenons les 25 HERVs les 
plus fortement corrélés au CYT-score selon l’approche de Rooney (Figure 8B), nous nous 
apercevons que la grande majorité est en fait soit exprimé par le tissu sain péritumoral, soit par les 
lymphocytes T et NK eux-mêmes (Figure 8C). Seuls 3 HERVs échappent au filtre C (annotés par 
une étoile rouge sur la figure 3B, boites à moustache rouges sur la figure 3C), constituant ainsi 
d’excellents candidats.  

 Parallèlement à ces critères plus restrictifs, notre calcul de l’association est également 
différent. Plutôt que de proposer de simples corrélations, nous avons préféré apprécier la force 
associative via un modèle de régression pénalisé de type L1 (lasso). Ce type d’approche est 
particulièrement adapté aux données dites de haute dimension où il existe de très nombreux 
prédicteurs (ici 3 173 HERVs), avec une colinéarité potentiellement très forte (c’est-à-dire une 
corrélation entre plusieurs prédicteurs) (292). La pénalisation du modèle par la technique du lasso 
permet par ailleurs de réaliser une sélection des variables, en n’attribuant un coefficient qu’aux 
variables les plus significatives et fortement associées à la variable étudiée. Pour rendre plus 
stables nos prédictions, nous avons enfin opté pour une approche inspirée de l’apprentissage 
automatique, ou chaque modèle est établi indépendamment pour chaque sous-type de cancer via 
une validation croisée répétée 10 fois.  
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Cette approche nous permet de tirer profit de la grande quantité de données fournies par 
la base pancancer du TCGA en fournissant ainsi des forces associatives stables robustes. Par 
rapport à une analyse dans un cancer unique, l’annotation d’immunogénicité sur une base 
pancancer nous permet également de récupérer certains HERVs potentiellement immunogènes 
mais non associés à une réponse cytotoxique dans certaines tumeurs du fait d’un 
microenvironnement immunosuppresseur ou non favorable (tumeurs froides, en particulier 
tumeurs à exclusion immunitaire). 

2) Validation de l’immunogénicité 
Notre approche de validation de l’immunogénicité se fait en 2 temps. Dans la première 

partie, nous réalisons des tests classiques de priming et de fonctionnalité à partir de lymphocytes 
de donneurs sains afin de vérifier l’immunogénicité du peptide. Pour les peptides ayant passé la 
première étape, nous établissons ensuite des clones de LT CD8+ toujours à partir de PBMCs de 
donneurs sains afin de tester l’avidité et la cytotoxicité contre des lignées cellulaires d’intérêt 

 
Figure 8 : Annotation de l’immunogénicité potentielle des HERVs 
A : Critères d’annotation permettant de classer un HERVs comme potentiellement immunogènes. Les HERVs surexprimés dans un 
cancer donné doivent être associé à au moins une signature phénotypique (A) et une signature de fonctionnalité (B), sans être 
surexprimé par les lymphocytes T et NK ni dans aucun tissu sain (C). 
B : Top 25 des HERVs les plus fortement corrélés au Cyt-Score dans 8 cancers du TCGA. Les HERVs exprimés par les LT et NK sont 
annotés d’une étoile verte, ceux exprimés par le tissu péritumoral d’une étoile bleue. Les HERVs que nous retenons comme Cyt-
HErvs sont annotés en rouge et encadrés. 
C : Comparatif d’expression dans les cellules sanguines périphériques des HERVs annotés comme Cyt-HERVs (rouge) comparés 
aux autres uniquement corrélés au Cyt-score (bleu). 
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exprimant la cible. Notre approche n’incluant pour le moment pas d’analyse protéomique par 
spectrométrie de masse, nous utilisons cette étape pour valider indirectement la présence 
effective de l’épitope à la surface de la cellule cible. 

Si cette validation a l’avantage de fournir de nombreuses données de fonctionnalité et 
confirmer l’intérêt de la cible par la démonstration de l’étape finale espérée (la destruction de la 
cellule tumorale par le LT spécifique), elle présente plusieurs limites. L’établissement des clones 
lui-même tout d’abord, qui est un processus long et laborieux, exposé à un risque non négligeable 
d’échec à différentes étapes (mortalité cellulaire pendant les phases de tri cellulaire, expansions 
répétées exposant à l’épuisement du clone, contamination par un clone non spécifique prenant 
l’ascendant sur le clone voulu…).  

La spécificité du TCR ensuite qui, du fait de la cross-réactivité théorique, ne garantit pas la 
présentation spécifique de la cible à la surface de la cellule. Ce phénomène de cross-réactivité 
n’est pas facile à quantifier : si certaines études extrapolant à partir de données expérimentales 
rapportent jusqu’à 1 millions de peptides différents pouvant être reconnus par un même TCR 
(293), d’autres peinent à corroborer ces fréquences élevées (294). Par exemple dans un article 
étudiant plus de 30 000 interactions CMH-peptide-TCR pour 15 clones de LT CD8+ humains et 
murins, seule 1 réaction croisée a pu être détectée (295). Il n’en reste pas moins que cette cross-
réactivité peut être un problème majeur si elle n’est pas évaluée, comme l’ont montré les toxicités 
sévères et décès suites à l’utilisation de TAAs en tant que cibles thérapeutiques (voir Introduction 
– partie II-B-1). A partir des 20 acides aminés existant, un nombre très important de peptides 
peut être généré dans les tailles correspondant aux épitopes LT CD8+, de l’ordre de 1010 pour des 
peptides de 8 acides aminés à 1018 pour des peptides de 14 acides aminés, sans compter les 
éventuelles modifications post-traductionnelles, ce qui rend la vérification systématique de 
l’ensemble des possibilités difficile même si l’on considère que seuls 1 à 3% seront processés et 
effectivement présentés par le CMH (296,297). De multiples approches in vitro ont été 
développées pour apprécier la cross-réactivité d’un TCR donné, telles que la constitution d’une 
librairie de combinaisons peptidiques regroupées par pools (298), l’encodage directe d’une 
séquence CMH-peptide dans une librairie de levures interrogée par des tétramères (299) ou 
encore l’utilisation de multimères identifiés par code-barres ADN (297). Parallèlement, la mise au 
point d’outils in silico prédictifs de la réactivité des TCR avance progressivement, bien que les 
résultats ne soient pas encore parfaits (300,301). Pour tenter de pallier ces différentes limites, 
nous avons développé une approche de modélisation du TCR afin de tenter de prédire les 
réactions croisées potentielles. Notre groupe est également en train de développer la transduction 
de TCR au sein de LT CD8+ afin de pouvoir tester directement la cross-réactivité en 
s’affranchissant des problématiques de culture et expansion des clones.  

La présence effective de l’antigène enfin, qui peut être discutée même en cas de lyse du 
fait de cette cross-réactivité théorique. Pour ce point particulier, notre groupe est actuellement en 
train de mettre un place un modèle d’extinction de la cible par utilisation de petits ARN en 
épingle à cheveux (shRNA pour short hairpin RNA) afin de démontrer la spécificité de cette 
cytotoxicité. L’identification finale de nos cibles pas spectrométrie de masse ciblée est également 
en cours d’évaluation. 
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3) Tolérance immunitaire 
L’expression de cibles thérapeutiques potentielles par les cellules thymiques peut 

questionner sur leur potentielle tolérance centrale et donc moindre immunogénicité. L’expression 
de HERVs par les cellules cTECs responsable de la sélection positive ne pose pas de soucis 
théorique du fait du rôle des antigènes présentés par les cTECs dans la stimulation chronique des 
TCR : en effet, la réexposition périphérique à des peptides utilisés pour la sélection positive 
procure un signal de stimulation basal faible aux LT permettant d’une part d’éviter leur mort en 
l’absence de signaux activateurs et d’autre part de répondre rapidement à un stimulus antigénique 
étranger (47,205). Cette expression mériterait ainsi d’explorer le rôle des HERVs en tant 
qu’antigènes « publics » permettant de maintenir l’homéostasie des LT. 

D’un autre côté, l’expression par les mTECs, responsables de la sélection négative, 
pourrait être théoriquement plus embarrassante. Nos résultats montrent l’expression de différents 
HERVs par les cellules mTECs, venant ainsi corroborer une autre étude récente (138). Ces 
données sont à prendre en compte lors de la définition de cibles thérapeutiques. Ainsi dans le 
premier article, nous avons contrôlé l’expression des HERVs contenant nos peptides dans les 
cellules mTECs, montrant leur expression faible au même niveau que le tissu sain (Article 1, 
Figure 3D). 

Cette question de la tolérance est primordiale pour apporter des réponses relatives à 
l’expression de HERVs possédant nos cibles dans le tissu sain. Plus que l’expression basale, le 
niveau d’expression et potentiellement de surexpression ainsi que les mécanismes de régulation 
post-transcriptionnels pourraient être des éléments clés. En effet, si l’on prend les membres de la 
famille HERV-K par exemple, il n’est pas rare de détecter une expression à faible niveau dans le 
tissu sain, celle-ci ne s’accompagnant par définition d’aucune réaction auto-immune. Dès lors, la 
présence de peptides immunogènes parmi ces séquences, associée à la possibilité que la réponse 
induite chez les donneurs sains soit en partie liée à une expansion de lymphocytes mémoires 
amène à poser deux hypothèses principales : soit l’expression basale est trop faible pour entrainer 
une réponse spécifique, soit celle-ci est suffisante mais associée à des mécanismes de tolérance 
périphérique protecteurs. Les différentes propriétés oncogéniques associées à l’expression de 
protéines notamment de HERV-K pouvant impacter l’homéostasie du tissu sain en cas 
d’expression significative plaideraient plutôt en faveur de la première hypothèse, bien que tout 
reste encore à démontrer dans le domaine. Enfin, comme nous l’avons vu, la densité épitopique 
ainsi que la quantité de molécules de CMH de classe I présente sont des facteurs décisifs pour la 
réponse immune (278,288). Une expression ARN détectée dans un contexte de faible densité de 
CMH de classe I, comme dans le cerveau, la rétine ou le muscle par exemple (302), pourrait ainsi 
n’avoir qu’un impact très limité. 

 Applications potentielles 
Les applications thérapeutiques potentielles de l’utilisation de ces épitopes partagés pour 

des approches d’immunothérapie ont déjà été discutées à plusieurs reprises dans l’introduction, 
les différentes revues et les articles. Rappelons que l’utilisation potentielle de ces cibles dans des 
approches de type vaccin thérapeutique ou TCR conçus (engineered) devra s’intégrer dans une 
stratégie plus globale pour être pleinement efficace : chimiothérapie/radiothérapie de débulking, 
traitement hypométhylant favorisant l’expression des cibles et la réponse inflammatoire, puis 
thérapie ciblée contre les HERVs afin de cibler les cellules résiduelles et prévenir les rechutes, 
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éventuellement associé à un traitement par ICPI. Comme discuté dans les revues 2 et 3, 
l’approche vaccinale semble être idéale dans des situations de faible masses tumorales (traitement 
adjuvant, prévention des rechutes après une première ligne…) tandis que l’infusion de 
lymphocytes à TCR conçus pourrait être plus adaptée aux situations de forte masse tumorale, 
avec la possibilité de fournir directement des effecteurs en nombre conséquent. En parallèle des 
cibles partagées, l’identification de cibles strictement spécifiques de la cellule tumorale, dont 
l’absence dans le tissu sain pourrait idéalement être contrôlé par spectrométrie de masse, est 
également une perspective prometteuse pour minimiser les risques de tolérance et de réaction 
croisée. La définition de cibles de surfaces via les protéines d’enveloppe par exemple pourrait 
également permette de coupler une approche anticorps ou lymphocytes CAR-T. 

 Un des champs encore peu explorés pour le moment est le rôle des HERVs dans la 
senescence. Plusieurs articles rapportent une augmentation globale de la transcription d’ETs 
pendant la senescence, participant au phénotype sécrétoire associé à la senescence (SASP pour 
Senescence-associated secretory phenotype) (303,304). Les rétrotransposons, et en particulier les LINE-1, 
seraient en grande partie responsable du phénotype inflammatoire associé à la senescence tardive, 
activé par la reconnaissance de leur ADNc par la voie cGAS-STING (304). L’accumulation 
d’ADNc est d’ailleurs favorisée par la répression de la DNAse TREX1 (305). L’utilisation de 
lamivudine, un inhibiteur de RT, chez des souris âgées de 20 à 26 mois permet par ailleurs de 
prévenir le développement de différents signes de vieillissement tels que l’atrophie musculaire ou 
l’inflammation chronique (304). Il semblerait que les patterns d’hypométhylation en lien avec le 
vieillissement soient associés à une augmentation préférentielle de l’expression de certains ETs, 
en particulier des familles Alu et HERV-K (306). Contrairement à la déméthylation observée 
dans le cancer survenant plutôt dans des zones portant des marques de méthylations des histones 
associées à un état de répression chromatinique (H3K9me3), cette déméthylation associée à la 
sénescence survient préférentiellement dans des régions portant des marques associées à 
l’activation transcriptionnelle (H3K4me1) (307).  

Concernant les HERVs en particulier, peu d’études existent à ce jour. Dans un article en 
pre-print publié sur bioRxiv, une équipe Chinoise montre à l’aide de différents modèles que des 
altérations épigénétiques sont responsables de la dérépression de HERVs principalement de la 
famille HERV-K au cours de la sénescence et également du vieillissement des tissus (308). 
L’expression de HERVs dans ce contexte conduit à une activation des voies de l’immunité innée 
par l’ARN double brin rétroviral, comme cela avait déjà été rapporté par d’autres équipes (309), 
mais également de l’ADN rétrotranscrit par la RT et reconnu par la voie cGAS-STING. D’autre 
part, cette expression s’accompagne de la production de particules rétrovirales capables de 
conférer un phénotype sénescent à des cellules plus jeunes, l’utilisation d’anticorps bloquant ces 
particules annulant cet effet.  

Nos travaux viennent apporter une approche complémentaire à ces données. La 
dérépression des HERVs par la cellule sénescente pourrait, en plus de l’activation de la réponse 
IFN de type I, entrainer l’expression d’épitopes à la surface de la cellule permettant sa clairance 
par l’immunité adaptative. Cette hypothèse reste bien entendu à démontrer dans une étude 
spécifique. 
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II. Biomarqueur & quantification 

Dans notre deuxième article, nous montrons pour la première fois qu’une population 
cellulaire peut être finement caractérisée par son rétrotranscriptome HERV, ces données pouvant 
être plus informatives que le transcriptome canonique en provenance des gènes dans certaines 
situations. Ces résultats ouvrent la voie à l’utilisation des HERVs pour de nombreuses 
applications, permettant ainsi d’apprécier l’hétérogénéité d’un échantillon tumoral par du 
séquençage ARN bulk. 

 Caractérisation des populations cellulaires 
La possibilité de pouvoir caractériser une population cellulaire par son rétrotranscriptome 

est probablement le point majeur de notre deuxième article. En nous basant sur ces données, 
nous montrons qu’une signature basée sur l’expression de 25 HERVs permet de classer 
correctement les cellules souches leucémiques (AUC 0,80 versus 0,76 pour le score LSC17 (310)) 
dans une base de données indépendantes de populations cellulaires triées (Article 2, Figure 3). Si 
cette signature tire sa force de la variété des cohortes d’entrainement utilisées et de sa validité 
dans un jeu de donnée totalement indépendant, elle n’en reste pas moins perfectible. Sa mise au 
point par exemple, établie par corrélation avec le score LSC17 dans 4 jeux de données bulk, 
mériterait d’être affinée sur des données de population de LSC triées voire de single-cell RNAseq. 
La population de cellules souches leucémiques dans le jeu de validation, définies par le phénotype 
Lin-CD34+CD38-CD99+TIM3+, ne représente par ailleurs qu’une portion des cellules souches 
leucémiques (311). Des ajustements restent à prévoir donc, et plus qu’une alternative à la 
signature LSC17 déjà établie (310), l’utilisation des HERVs pourrait être une source 
d’information complémentaire en vue d’établir une signature compilant gènes et HERVs pouvant 
refléter au mieux la biologie et l’identité du pool de LSC d’un patient donné. Une telle signature 
pourrait prendre tout son intérêt pour l’évaluation pronostique des patients ou le suivi de la 
maladie résiduelle, notamment chez les patients dépourvus de marqueurs spécifiques de maladie 
(caryotypes normaux par exemple, sans mutations particulières retrouvée en NGS). 

La caractérisation de l’environnement immunitaire des LAM au diagnostic en lien avec le 
rétrotranscriptome HERV était un des objectifs de notre analyse de donnée. Malgré l’utilisation 
de différentes signatures, notre analyse finale n’a pu que souligner l’existence de deux profils 
généraux de LAM (Article 2, Figure 3E) : un profil plutôt infiltré (high immune scores) et un profil 
plutôt non-infiltré (low immune scores). Ces données rejoignent des résultats récents montrant que le 
pronostic des LAM peut être stratifié selon leur infiltration immunitaire (immune-infiltrated versus 
immune-depleted), ce profil étant particulièrement prédictif pour les LAM du groupe favorable ou 
mauvais selon la classification pronostique de l’ELN (312). Dans les deux cas, la prise en compte 
du pourcentage de blaste, interférant avec les signatures immunitaires, devrait probablement 
permettre de sensibiliser l’analyse pour faire ressortir des sous-groupes plus fins d’infiltration par 
des populations immunitaires spécifiques.    

Un des autres points soulignés par nos résultats est l’existence d’un rétrotranscriptome 
HERV pouvant également caractériser les tissus normaux. Bien que le modèle actuel considère 
l’expression de HERVs faible voire nulle à l’état basal, plusieurs études commencent à s’intéresser 
au rétrotranscriptome HERVs des tissus sains et également aux peptides issus de ces derniers. 
L’étude déjà mentionnée de Larouche J-D. et al. ayant analysé l’expression d’ETs dans 32 
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différents tissus sains issus notamment de la base GTEX, retrouve une expression globale 
particulièrement importante dans les mTECs ainsi que dans deux tissus n’exprimant pas le CMH 
de classe I : le testicule et une lignée de cellules souches embryonnaires (138). La quantification 
des ETs par famille n’a cependant pas conduit à la définition d’une signature spécifique propre à 
chaque tissu sain dans cette étude. 

 Signature prédictive de réponse thérapeutique 
Ces résultats nous poussent à envisager de proposer l’utilisation des HERVs en tant que 

source d’information génomique importante pour des approches de prédiction. Cette idée n’est 
pas nouvelle en soit, de nombreuses études ayant déjà proposé d’utiliser les HERVs notamment 
de la famille HERV-K en tant que biomarqueurs prédictifs de réponse à un traitement ou bien 
encore de rechute (313). La plupart de ces études ne proposent cependant pas d’approche 
systématisée et clairement reproductible, se basant souvent sur des quantifications globales de 
familles par RT-PCR, ou ne contrôlant pas les facteurs confondants potentiels tels que le sous-
type histologique et moléculaire du cancer étudié.  

L’équipe à l’origine du pipeline hervQuant a par exemple identifié un HERV 
(HERV_4700 dans l’annotation Retrotector) avec une forte expression dans le cancer du rein à 
cellules claires par rapport au rein normal, ainsi que des preuves de traduction dans des bases de 
données de Riboseq (séquençage d’ARN en cours de traduction par le ribosome) (257). Les 
auteurs montrent dans un second temps que l’expression avant tout traitement des séquences gag, 
pol et env de ce HERV évaluée par RT-PCR dans une base indépendante de patients traités par 
anti-PD1 est plus élevée chez les patients répondeurs par rapport aux patients non répondeurs, 
suggérant un possible marqueur prédictif de réponse thérapeutique.  

Dans un autre article, Solovyov A. et al. ont stratifié par une classification non supervisée 
basée sur l’expression des HERVs pré-traitement un groupe de patients présentant un carcinome 
urothélial et traités par anti-PD-L1 (260). Leurs résultats montrent que le cluster présentant une 
forte expression de HERVs répond mieux au traitement par anti-PD-L1, la même approche 
basée sur les gènes d’une signature de défense virale n’étant quant à elle pas prédictive d’une 
quelconque réponse. 

Plus récemment, une équipe anglaise a proposé un score prédictif de la rechute dans le 
cancer de l’ovaire via la sélection de HERVs associés à la survie sans progression par un modèle 
de Cox pénalisé de type L1 (Lasso) (314). Bien que l’approche soit intéressante, les résultats 
finaux restent limités et sont non significatifs dans un modèle de Cox multivarié prenant en 
compte notamment l’âge, le stade et le grade de la tumeur dans la cohorte indépendante. 
Plusieurs facteurs ont pu limiter l’analyse réalisée : (i) la quantification des HERVs tout d’abord, 
se basant sur une référence plutôt complète basée sur HERVd mais ne proposant pas de gestion 
des multimaps (seuls les premiers alignements sont conservés) ; (ii) la normalisation ensuite en 
Fragments par kilobase par millions de reads mappés (FPKM), pas forcément adaptée aux 
comparaisons inter-échantillons avec un filtre arbitraire de 10 FPKM minimum dans 2 
échantillons pour chaque HERV ; (iii) le choix des HERVs enfin, seuls 23 HERVs sur les 32 de 
leur score étant exprimés dans la cohorte de validation. Une quantification plus fine basée sur 
Telescope par exemple, associée à une meilleure gestion du batch effect pour éliminer certains 
HERVs pouvant être exprimés dans une cohorte mais non retrouvés dans d’autres permettrait 
sans doute d’améliorer ce score.  



 

262 
 

 Approches single-cell 
La prochaine étape dans le développement bioinformatique sera d’aller explorer le 

rétrotranscriptome HERV au sein de données de séquençage ARN sur cellule unique (single-cell 
RNAseq). Au cours de ces travaux, nous avons essayé différentes approches basées sur 
hervQuant ou Telescope pour apprécier l’expression des HERVs sur des jeux de données single-
cell. Nous avons notamment quantifié le rétrotranscriptome HERV à partir du séquençage ARN 
de cellules uniques de LAM sur les données publiées par Van Galen et al. (16 patients, 5 donneurs 
sains, plus de 38 000 cellules sur 40 échantillons totaux au diagnostic et après traitement) (315). 
Bien que nous ayons pu capter l’expression de certains HERVs fortement exprimés (tels que 
certains loci ERV3-1), le manque de sensibilité observé sur ces données issues de la technologie 
SeqWell ne nous a pas permis de clustériser les sous-populations hématologiques en se basant 
uniquement sur le rétrotranscriptome HERV. 

La quantification des HERVs sur données single-cell est pour l’instant exposée à plusieurs 
limites, la principale étant le manque de sensibilité ne permettant pas de capter l’expression de 
HERVs moyennement ou faiblement exprimés. Les méthodes les plus sensibles actuellement 
dites de bas-débit (CEL-seq2 ou Smart-seq2) permettent ainsi de détecter en moyenne ~8 000 
gènes différents par cellules, tandis que les méthodes dites de haut-débit tournent plutôt autour 
de 3 000 - 4 000 gènes différents par cellules (10x Chromium, Dropseq et SeqWell) (316), ce qui 
laisse peu de place pour les 14 000 transcrits HERVs que nous quantifions avec l’approche 
Telescope.  

La deuxième limite vient de la méthode de quantification en elle-même, pour le moment 
non optimisée pour données single-cell. Plusieurs équipes commencent à se pencher sur le sujet, les 
différentes études menant là encore à la détection de quelques séquences plutôt qu’à 
l’appréciation précise du rétrotranscriptome dans son ensemble, souffrant de la limite 
technologique (317). Beaucoup reste à faire donc et la mise au point de méthodes de 
quantification des HERVs en single-cell sera probablement contemporaine de l’amélioration de la 
profondeur des techniques de séquençage.  

III. Proposition d’un modèle  

L’ensemble de ces données ajoutées aux connaissances actuelles passées en revue au cours 
de cette thèse nous permet de proposer un raffinement du modèle actuel de l’impact 
physiologique et pathologique des HERVs (Figure 9). De la dichotomie initiale « absence 
d’expression dans les tissus sains – expression dans les tumeurs », nous pouvons voir que chaque 
tissu peut en fait exprimer des HERVs, avec une empreinte rétrotranscriptomique et 
chromatinique propre à chaque population cellulaire.  Le niveau global d’expression est en 
revanche variable selon les situations, plutôt faible dans les tissus sains, augmenté dans certains 
tissus tels que le testicule ou les cellules souches embryonnaires, et bien plus élevé dans certaines 
conditions de dérépression comme dans les maladies auto-immunes ou les cancers. Les thérapies 
épigénétiques telles que les DNMTi et les HDACi pourraient encore augmenter le niveau 
d’expression. Les HERVs peuvent exercer de multiples effets en condition physiologique ou 
pathologique : (i) régulation génique, via l’intégration de leur LTR en amont d’un gène agissant en 
tant que promoteur ou enhancer, la modification directe d’un gène par l’intégration au sein de sa 
séquence (codon stop prématuré, signal d’épissage alternatif…) ou encore la fourniture de sites 
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de liaison pour une régulation post-transcriptionnelle par des micro ARN ; (ii) exaptation de 
fonctions virales telles que la fusion cellulaire dans le syncytiotrophoblaste permise par une 
protéine d’enveloppe ou l’activation de voies de signalisations oncogéniques ; (iii) modulation 
immunitaire par stimulation d’une réponse IFN de type I et III, l’induction d’une réponse 
lymphocytaire T et B spécifique ou encore la mise en place d’une réponse immunosuppressive. 
Le lien exact entre niveau d’expression et activité des HERVs n’est pas clairement défini et 
pourrait varier selon les situations, une faible expression pouvant suffire à l’activité de régulation 
génique là où une plus forte expression est attendue pour la mise en place d’une réponse 
immunitaire. Ce schéma nous montre ainsi que la limite entre effet physiologique et pathologique 
peut parfois être très fine, la bonne interprétation de l’expression d’un HERV donné nécessitant 
une analyse dédiée adaptée à chaque situation. 
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A l’ère de la démocratisation des techniques de séquençage haut-débit, l’exploration des 
portions dites « non codantes » du génome devient un axe de recherche majeur, indispensable à la 
bonne compréhension des différents éléments constituant notre patrimoine génétique. 
Représentant 8% du génome humain, les HERVs constituent une grande partie de ce patrimoine 
dont l’acquisition, fruit d’une intégration progressive dans le génome des mammifères au cours de 
millions d’années d’évolution, aura été à double tranchant : véritable moteur évolutif permettant 
l’exaptation de fonctions d’origine virale d’un côté, source d’instabilité génomique de l’autre. Cet 
effet à double tranchant se reflète en contexte tumoral, les HERVs fournissant à la fois un 
substrat à la cellule tumorale et de potentielles cibles thérapeutiques. 

 Ce travail vient renforcer le rationnel de ciblage des HERVs par des approches 
d’immunothérapie dans le cancer. En développant une méthode de sélection d’épitopes 
applicable à grande échelle puis en montrant l’immunogénicité d’une sélection d’épitopes 
partagés, nous fournissons tous les éléments démontrant l’intérêt de telles cibles d’origine virale. 
En parallèle, nos résultats montrent que les HERVs peuvent être utilisés comme marqueurs 
d’identité cellulaire. L’abondance des HERVs dans notre génome fournit en effet une importante 
quantité de matériel génétique variant selon le profil de la cellule. Si certains HERVs participent 
probablement à la régulation génique de façon active, d’autres ne pourraient représenter que de 
simples transcrits marquant une zone d’activité chromatinienne. Dans les deux cas, cette 
information peut être utilisée pour mieux préciser le profil cellulaire et pourrait se révéler d’une 
importance capitale pour la recherche de biomarqueurs ou les besoins de stratifications de 
certaines maladies. 

 Nos résultats ouvrent de nombreuses perspectives : côté ciblage thérapeutique, un travail 
est en cours afin de pouvoir proposer, pour chaque cancer, une liste d’épitopes LT CD8+ 
prioritaires, combinant des cibles partagées et plus spécifiques et prenant en compte l’ensemble 
des molécules HLA. L’utilisation de TCR conçus pour optimiser la validation des cibles et mieux 
comprendre les relations CMH-peptide-TCR est également en cours, ainsi qu’une ouverture sur 
les épitopes de surface en vue de développer des approches basées sur l’utilisation d’anticorps 
thérapeutiques ou de lymphocytes CAR-T. Côté biomarqueur, le développement d’une signature 
robuste de cellules souches leucémiques basée sur plusieurs sources de données, l’adaptation des 
outils de quantification aux données single-cell et l’application de stratégies de stratification basées 
sur les HERVs à des problématiques de vie réelle font parties des projets en cours. De 
nombreuses choses restent à faire, et nul doute que les développements technologiques futurs 
viendront accélérer encore un champ de recherche en pleine croissance. 
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RÉSUMÉ 

 

 Les rétrovirus endogènes humains (HERVs) représentent 8% de notre génome. Réprimés 
par des mécanismes épigénétiques dans les cellules normales, différentes situations peuvent 
mener à leur dérépression comme dans les maladies auto-immunes ou le cancer. Les HERVs sont 
impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques ou pathologiques via leur activité de 
régulation génique, l’exaptation de fonctions virales ou encore la modulation immunitaire induite 
par leurs intermédiaires nucléotidiques ou protéiques. Du fait de ce profil d’expression particulier 
et de leur origine virale, les protéines dérivées des HERVs pourraient fournir de très bonnes 
cibles immunothérapeutiques en oncologie. Il n’existe cependant à ce jour pas de méthode pour 
identifier les cibles les plus pertinentes dans un cancer donné. Par ailleurs, le profil d’expression 
des HERVs et leur impact immunitaire n’a à ce jour jamais été étudié de façon exhaustive dans 
certaines pathologies comme la leucémie aiguë myéloïde (LAM).  

Cette thèse fait le point sur les techniques d’identification d’épitopes lymphocytaires T 
CD8+ dérivés de HERVs, ainsi que sur l’utilisation du rétrotranscriptome HERV via une 
quantification bioinformatique sensible pour caractériser des populations cellulaires. Après 
plusieurs revues sur les approches immunothérapeutiques actuelles basées sur les lymphocytes T 
en oncologie, nous situons les épitopes dérivés des HERVs comme alternative prometteuse aux 
néoépitopes classiques issus de mutations géniques. Dans le premier article, nous proposons une 
méthode permettant de définir les meilleurs épitopes T CD8+ à partir de la base pancancer du 
TCGA. Basée sur une approche d’apprentissage automatique permettant de détecter les HERVs 
associés à une réponse cytotoxique au sein des HERVs surexprimés par un cancer donné et non 
exprimés par le tissu sain, notre méthode permet de réduire d’environ 90% le nombre d’épitopes 
candidats à tester. Nous montrons ensuite dans un second temps qu’une sélection d’épitopes 
partagés sélectionnés via cette méthode peut induire une réponse lymphocytaire T CD8+ 
spécifique et fonctionnelle chez les donneurs sains, avec une activité cytotoxique contre des 
lignées cellulaires de cancer du sein triple-négatif in vitro.  

Dans le second article, nous utilisons une méthode récente de quantification sensible de 
l’ensemble des séquences HERVs du génome humain pour montrer que le rétrotranscriptome 
HERV permet de caractériser des populations cellulaires normales et leucémiques. Nous 
montrons qu’une telle approche peut être utilisée pour établir une signature de cellules souches 
leucémiques basée sur l’expression de 25 HERVs. Nous utilisons ensuite cette quantification au 
sein de 4 cohortes indépendantes de patients présentant une LAM au diagnostic pour définir de 
nouveaux sous-types de LAM via une approche de classification non supervisée. Enfin, nous 
montrons que des épitopes T CD8+ peuvent être définis parmi des HERVs exprimés de façon 
spécifique dans la LAM, et que des réponses T CD8+ spécifiques de ces épitopes peuvent être 
identifiées parmi les lymphocytes infiltrant la moelle osseuse de patients au diagnostic.  

Dans l’ensemble, ces résultats fournissent le rationnel et la méthodologie pour l’utilisation 
d’épitopes dérivés de HERVs comme cibles immunothérapeutiques ainsi que du 
rétrotranscriptome HERV pour la caractérisation de populations cellulaires et la mise au point de 
signatures transcriptomiques.    
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