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Liste des abréviations

ADCC Antibody dependant cell cytotoxicity — Cytotoxicité a médiation cellulaire
dépendante des anticorps
ADCP Antibody dependent cell phagocytosis — Phagocytose dépendante des
anticorps
ADN Acide désoxyribonucléique
ADP Adénosine biphosphate
AMP Adénosine monophosphate
CPA Cellule présentatrice d'antigénes
ARN Acide ribonucléique
ATP Adénosine triphosphate
BTLA B and T lymphocyte attenuator
CAF Cancer-associated fibroblast — Fibroblastes associés aux tumeurs
CAR-T Chimeric antigen receptor T-cells — Lymphocytes T avec un TCR
chimérique
CDC Complement dépendent cytotoxicity — Cytotoxicité dépendant du
complément
CDR Complementarity-determing region — Régions déterminant la
complémentarité
NK natural killer
CMH Complexe majeur d'histocompatibilité
CMV Cytomégalovirus
CSH Cellules souches hématopoiétiques
CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4
DAMP Damage associated molecular pattern molecules
DC Dendritic cell — Cellules dendritiques
EGF Epidermal growth factor — Facteur de croissance épidermique
EMT Epithelial-mesenchymal transition — Transition épithélio-
mésenchymateuse
FDA Food and Drug Administration — Agence du médicament et de
I’alimentation
FGF Fibroblast growth factor — Facteur de croissance fibroblastique
GM-CSF | Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor — Facteur de
stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages
M-MDSC | Monocytic-Myeloid-derived suppressive cells — Cellule myéloide
suppressive monocytique
GvHD Graft versus Host Diseases — Maladie du greffon contre 1'hote
HVEM Herpes virus entry mediator — Médiateur de 1’entrée du virus Herpes
ICOS Inducible T-cell co-stimulator — Co-stimulateur inductible des

lymphocytes T



IDO Indoléamine 2,3-dioxygénase

IFN Interféron

IL- Interleukine

KO Knock-out

LPS Lipopolysaccharide

MDSC Myeloid-derived suppressive cell — Cellule myéloide suppressive

PBMC Peripheral blood mononuclear cells — Cellules mononucléées isolées du
sang périphérique

PD-(L)1 Programmed cell Death 1 (ligand)

pDC Cellule dendritique plasmacytoide

PMN-MDSC | Polymorphonuclear Myeloid-derived suppressive cell — Cellule myéloide
suppressive polymorphonucléaire

ROS Reactive oxygene species — Especes réactives de 'oxygene

shRNA short hairpin RNA — Petit ARN en épingle a cheveux

siRNA small interfering RNA — Petit ARN interférant

TAA Tumor-associated antigen — Antigéne associé aux tumeurs

TAM Tumor-associated macrophage — Macrophage associ¢ a la tumeur
Tconv Lymphocytes T conventionnels

TGF Tumor growth factor — Facteur de croissance tumorale

TIL Tumor infiltrating lymphocyte — Lymphocytes infiltrant la tumeur
TLR Toll-like receptor — Récepteurs "toll-like"

TLS Tertiary lymphoid structures — Structures lymphoides tertiaires
TNF Tumor necrosis factor — Facteur de nécrose tumorale

TNFR TNF receptor — Récepteur de la superfamille du TNF

Treg Lymphocytes T régulateur

VEGF Vascular endothelium growth factor — Facteur de croissance de
'endothélium vasculaire

VIH Virus de I'immunodéficience humaine

WT Wild-type — sauvage




Introduction




I)  Cancers, oncogenese et immunité

a) Les cancers
1) Epidéemiologie

Les cancers sont un enjeu majeur en santé publique. En effet, avec plus de 19 millions
de nouveaux cas par an et 10 millions de déces, les cancers représentent [’'une des 2 premicres
causes de déces prématurés (avant 69 ans) dans le monde, en particulier dans les pays
développés. En France, on estime a pres de 400 000, le nombre de nouveaux cancers
diagnostiqués et a pres de 160 000, le nombre de déces. En termes d’incidence, les cancers les
plus fréquents sont les cancers du sein, de la prostate, du poumon et colorectaux'. Concernant
la survie a 5 ans, bien qu’en progression, celle-ci reste trés variable d’une localisation de cancer
a une autre. En effet, en France, elle varie d’une dizaine de pourcent pour le cancer du pancréas

a plus de 90% pour le cancer de prostate ou le mélanome?.

Certains facteurs de risques associé¢s au mode de vie ou a I’environnement ont été identifiés tels
que la consommation d’alcool, le tabagisme, le surpoids/obésité ou encore 1’exposition aux

ultraviolets®.
2) Caracteéristiques du cancer

Derriére le terme « cancer » se cache un ensemble de pathologies trés hétérogenes tant
du point de vue de I’étiologie que de la biologie, de 1a prise en charge et de la survie. Néanmoins,
derriére cette apparente diversité, on peut définir un certain nombre de caractéristiques
communes a toutes ces pathologies. Ces « Hallmarks of cancer » ont été¢ proposés par Hanahan
& Weinberg en 2000 puis revu en 2011 et 2022 afin d’intégrer les découvertes faites au cours
des 20 derniéres années, portant leur nombre a quatorze (Figurel)*S. Parmi ces quatorze
caractéristiques, quatre sont définies comme des « enabling characteristics » (inflammation,
instabilité génomique/mutations, reprogrammation épigénétique et microbiome), c’est-a-dire

que ces caractéristiques permettent 1’acquisition par la cellule tumorale des dix autres.
e Autosuffisance en signaux pro-prolifératifs

Cette autosuffisance peut passer par un apport continu en facteurs de croissance
(sécrétés par la tumeur elle-méme ou par les cellules stromales de son microenvironnement’)
ou par une activation constitutive de certaines voies de signalisation telle que la voie des MAP

kinases via une mutation de la sérine/thréonine kinase de B-Raf®.



e Perte de la sensibilité aux signaux antiprolifératifs

Dans une cellule normale, plusieurs systémes existent afin de réguler la prolifération
cellulaire. Ceux-ci peuvent dépendre de 1’action de génes suppresseurs de tumeurs, parmi
lesquels on retrouve TP53 ou RB, qui vont pouvoir bloquer la prolifération cellulaire ou induire
’apoptose’. Un autre mécanisme limitant la prolifération cellulaire au sein d’un tissu est
I’inhibition de contact. Plusieurs protéines ont été décrites comme étant impliquées dans cette
inhibition parmi lesquelles la protéine Merlin qui favorise le couplage de molécules d’adhésion
avec des récepteurs tyrosine kinase transmembranaires tout en limitant leur capacité a émettre

des signaux mitogéniques'®!!

ou encore la protéine LKB1 qui contrebalance les effets du proto-
oncogéne Myc!2. Dans le cas d’un cancer, la présence de mutations dans les génes clés de ces
mécanismes a pour conséquence de permettre une prolifération non contrdlée des cellules

tumorales.

e Immortalité réplicative

Une des limites a la prolifération infinie des cellules est la longueur des télomeres, en
effet, ceux-ci se raccourcissent a chaque division et sont essentiels pour maintenir la stabilité
du génome. Pour compenser ce mécanisme, la majorité des tumeurs expriment des télomérases
qui vont leur permettre de stabiliser la longueur de leurs télomeres et ainsi, de pouvoir proliférer

sur le long terme!>!4,

e Echappement au systéme immunitaire

L’échappement a la réponse immunitaire antitumorale est un élément majeur de la
progression tumorale. Plusieurs mécanismes sont mis en place par la tumeur pour inhiber cette
réponse. Ces mécanismes incluent le détournement des cellules régulatrices, la perte de
I’expression du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I ou encore
I’expression de ligands de molécules de co-inhibition.

Ces aspects seront plus amplement détaillés dans la partie suivante.

e Environnement inflammatoire

L’environnement inflammatoire au sein de la tumeur favorise l’oncogenése via

plusieurs mécanismes :

- Promotion de la prolifération et de la survie



Lors de la réponse inflammatoire, de nombreuses cytokines sont sécrétées dans
I’environnement parmi lesquelles I’IL-1, le TNFa, I'IL-6, I'TL-33 ou I’IL-22'5. La présence de
ces cytokines peut aboutir a I’activation de diverses voies de signalisation au sein des cellules
tumorales ayant pour finalités la favorisation du développement tumoral, mais aussi la
stimulation des cellules immunitaires in situ aboutissant a une boucle de régulation positive.
Parmi ces voies de signalisation, on peut citer les voies impliquant STAT3, NFkB ou AP1!®,
dont I’activation aboutit a I’expression de génes impliqués dans la prolifération et la survie
cellulaire. Par exemple, 1’activation de STAT3 par I’IL-6, produite par les cellules my¢éloides,
a ¢ét¢ montrée comme étant cruciale pour le développement précoce de tumeurs colorectales

associées a la colite!”'8,

- Déstabilisation génomique
L’inflammation a aussi pour conséquence d’augmenter 1’instabilité génomique notamment via
la sécrétion d’especes réactives de I’oxygene (ROS) par les polynucléaires neutrophiles et les
macrophages tissulaires'®. De plus, certaines cytokines, comme le TNF, I’IL-1B ou le TGF-p,
peuvent induire une activation ectopique de désaminases pouvant aboutir a des mutations dans

certains génes cruciaux pour I’oncogenése?’ 22,

- Induction de I’invasion et de métastases
Enfin, I’inflammation favorise la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) via, entre autre,
la répression de la cadhérine E et I’augmentation de la synthése et de I’activité de
métalloprotéinases de la matrice?***. Couplée a la promotion de la néoangiogénése, ’'EMT

favorise 1’apparition de métastases.
e Promotion de I’angiogenése

Tout comme les tissus sains, les tumeurs ont besoin d’apports réguliers en nutriments et
en oxygene, ainsi que de la possibilité d’éliminer leurs déchets métaboliques et le CO,. Cet
apport est assuré par la formation de nouveaux vaisseaux suite a la sécrétion du facteur de
croissance de 1’endothélium vasculaire (VEGF) et d’autres facteurs de croissance
proangiogéniques directement par les cellules tumorales dans un premier temps, puis par les
cellules du stroma?. De plus, des formes latentes du VEGF peuvent étre séquestrées dans la
matrice extracellulaire et étre libérées sous 1’action de métalloprotéinases dont MMP-92°,
Cependant, ces nouveaux réseaux vasculaires sont sous-optimaux avec des embranchements

anarchiques, des diamétres non homogénes ou encore des microhémorragies?’.

e Capacité d’invasion et de métastases



Etroitement li¢ a ’EMT, le capacité des cellules tumorales a envahir les tissus distants
(=métastases) est un phénomene complexes impliquant de nombreux prérequis tels qu’une perte
d’adhésion, 1’augmentation de la motilité et de I’invasion, la protéolyse, la résistance a

’apoptose et le ciblage d’organes spécifiques?®.
e Instabilité génomique et mutations

L’acquisition de la plupart des caractéristiques des cellules tumorales dépend en grande
partie de I’accumulation d’altérations du génome. Ces altérations peuvent étre de trois types :
I’instabilité chromosomique (défaut de structure ou de nombre), I’instabilité des microsatellites
(nombre de répétitions dans les séquences microsatellite) et I’instabilité génomique
correspondant a I’accumulation de mutations ponctuelles®. Cette instabilité peut aboutir a la
surexpression de genes dits proto-oncogenes, incluant SRC, KRAS ou MYC. Au contraire, elle
peut aussi conduire a la perte de fonction des protéines codées par des genes suppresseurs de

tumeur comme TP53, CDKN2A ou RBI1.
e Résistance aux mécanismes de mort cellulaire programmée

Un facteur majeur de résistance a I’apoptose des cellules tumorales est la présence
fréquente de mutations dans le géne TP53, codant pour la protéine p53, chargée d’assurer
I’intégrité de I’ADN>’. En outre, d’autres mécanismes associant la surexpression de molécules
anti-apoptotiques ou de signaux de survie, une moindre expression de molécules pro-apoptique
ou le court-circuitage des voies extrinseques de 1’apoptose sont aussi fréquemment retrouvés.
Néanmoins, la nécrose reste un processus important dans le développement tumoral. En effet,
contrairement a I’apoptose, la mort cellulaire par nécrose conduit au relargage par les cellules
de signaux pro-inflammatoires dans le microenvironnement adjacent, pouvant ainsi favoriser le
recrutement de cellules immunitaires inflammatoires et donc, I’inflammation locale®!. De plus,
les cellules nécrotiques peuvent aussi libérer des molécules bioactives, telles que I’IL-1a, qui

peuvent directement promouvoir la prolifération des cellules tumorales viables®.

e Dérégulation du métabolisme

D’un point de vue métabolique, les cellules tumorales favorisent la glycolyse, et ce,
méme en condition aérobie, malgré un rendement moindre comparé a la phosphorylation
oxydative (« effet Warburg »*?). Cette capacité est rendue possible par une forte surexpression

des transporteurs du glucose GLUT. Cette glycolyse accrue fournie aux cellules tumorales des
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métabolites intermédiaires nécessaires pour la synthése d’acides nucléiques, de protéines et de

lipides™*.
e Plasticité cellulaire

Les cellules tumorales sont capables d’altérer leur processus de différenciation ou de
revenir a un état « progenitor-like » leur permettant de maintenir leurs capacités prolifératives
et d’acquérir des traits d’autres tissus, une résistance a certains traitements ou d’accroitre leur

potentiel métastatique™.
¢ Reprogrammation épigénétique

Au-dela des altérations du génome tumoral, des altérations épigénétiques telles que
I’hyperméthylation®®, la modification des histones®’, 1’accessibilité de la chromatine®® ou
encore des modifications des ARNm permettent aux cellules tumorales de s’adapter a leur

environnement en facilitant ou, au contraire, en entravant, la transcription de certains genes.
e Polymorphisme du microbiome

L’importance du microbiome dans le développement de nombreuses pathologies a été
mise en évidence au cours des derniéres années>®. Dans le cadre du cancer, des microbiomes
protecteurs ou, au contraire, augmentant le risque de développer certains cancers, en favorisant
certaines caractéristiques tumorales, ont pu étre identifiés*®. Par ailleurs, la composition du
microbiote tumoral peut aussi étre corrélé avec certains sous-types tumoraux*! ou la réponse

aux immunothérapies*>*,

e Présence de cellules sénescentes

La sénescence cellulaire est généralement associée a un arrét irréversible de la
prolifération cellulaire. Par ailleurs, ce programme est aussi associé avec un sécrétome varié,
pouvant inclure des cytokines, des chimiokines ou des protéases selon le type cellulaire. Ce
sécrétome peut avoir un effet pro- ou anti-tumorigénique en agissant sur la réponse immunitaire

locale, la prolifération des cellules tumorales ou encore 1’apparition de métastases**.

11
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Figure 1 : Les caractéristiques communes des cancers (d’aprés Hanahan, Cancer Discovery, 2022)"

b) La réponse immunitaire antitumorale

1) Concept d’immunosurveillance

La destruction de la tumeur par le systtme immunitaire suppose, au préalable,
I’existence d’une capacité de reconnaissance des cellules tumorales par celles du systéme
immunitaire. Cette hypothése a été avancée par P. Ehrlich dés 1909*°. Cependant, 1’existence
d’antigénes spécifiques associés aux tumeurs (TAA) n’a pu étre démontrée que bien plus tard

par Foley chez la souris en 1953, puis par van der Bruggen et al. chez ’homme en 19914647,

La démonstration de 1’existence de ces antigénes spécifiques de la tumeur a conduit
Burnet et Thomas a initier le concept d’immuno-surveillance, selon lequel, le systéme
immunitaire agirait telle une sentinelle et éliminerait continuellement les cellules anormales?®.
Cette hypothese a été appuyée par de nombreux travaux ultérieurs, dans des modeles murins,
montrant I’importance du systéme immunitaire dans le rejet tumoral aussi bien sur le plan
moléculaire que cellulaire**=°. Par ailleurs, des observations chez I’Homme vont dans ce sens.
En effet, I’incidence des cancers est augmentée chez les patients immunodéprimés (suite a un
traitement par immunosuppresseur dans le cadre d’une greffe) ou immunodéficients (suite a

une infection virale type VIH)*!32,
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2) De l'immunosurveillance a [’apparition du cancer : les 3E

Sur la base du principe d’immunosurveillance, le développement de cancer chez un
individu immunocompétent est contre-intuitif. L’existence de cette possibilité suggere que la
tumeur est capable d’échapper a cette surveillance continue. Pour expliquer ce phénomene, un
modele en trois phases a été proposé par Dunn et al. : « the three Es of cancer immunoediting

» (Figure 2)3.
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Figure 2 : Les trois phases de l'immunoédition tumorale (D apres Vesely et al., Annu. Rev. Immunol.,
2011)**. Ces trois phases peuvent intervenir indépendamment ou séquentiellement pour contréler et
modifier le développement la tumeur. Suite a la transformation de cellules normales en cellules
tumorales consécutivement a des perturbations génomiques et a [’échec des processus suppresseurs de
tumeurs intrinséques, le systéeme immunitaire peut intervenir comme un meécanisme suppresseur de
tumeur extrinseque et éliminer les cellules tumorales ou prévenir leur expansion. Lors de la phase
d’élimination, les cellules de I'immunité innée et adaptative vont agir de concert pour détecter et
deétruire les cellules transformées. Néanmoins, si certains clones tumoraux résistent a cette phase, un
équilibre dynamique va s’instaurer durant lequel le systeme immunitaire va stabiliser [’expansion
tumorale tout en exercant une pression de sélection sur ces clones. A terme, certains clones pourront
alors échapper a la reconnaissance, a la lyse ou au controle par le systeme immunitaire, et ainsi,
progresser jusqu’a un stade cliniquement détectable.
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Elimination

La phase d’¢limination est I’extension de I’immunosurveillance telle que décrite
précédemment. Ainsi, plusieurs mécanismes existent pour permettre au systéme immunitaire
de détecter les cellules anormales. Cette reconnaissance peut se faire par I’expression de
signaux de danger comme I’interféron (IFN) du type I par la tumeur ou la libération de
molécules associ¢es aux dommages tissulaires (=DAMPs, ex : ATP, HMGBI, calréticuline)
par les cellules tumorales elles-mémes ou les cellules environnantes du fait du développement
tumoral. Par ailleurs, un troisiéme mécanisme de reconnaissance implique 1’expression par la
tumeur de molécules de stress telles que MICA et MICB qui vont activer les cellules NK suite
a I’engagement de leur récepteur NKG2D>. De plus, d’autres cellules, comme les lymphocytes
Tyd etles NKT, sont capables d’étre activées directement suite a la reconnaissance de molécules
exprimées par la tumeur, comme le ganglioside GD3 ou certains phosphoantigenes, par leur
récepteur semi-invariant®®>’. Cette activation va entrainer la sécrétion d’interféron y (IFNy) par
ces dernicres et induire la mort des cellules tumorales par des mécanismes antiprolifératifs, pro-
apoptotiques et angiostatiques ou permettre la lyse directe des cellules tumorales via la sécrétion
de granzyme B et de perforine ou encore, en déclenchant ’apoptose via 1’activation des

récepteurs Fas et TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) %61,

La lyse des premiéres cellules tumorales va permettre la libération d’antigénes tumoraux
et 'entrée dans le cycle immunitaire antitumoral (Figure 3), qui doit permettre d’éliminer
précocement les tumeurs avant qu’elles ne deviennent cliniquement apparentes®. Ces antigénes
tumoraux peuvent étre de différentes natures : des néo-antigénes mutés, des antigénes de
différenciation, surexprimés, cryptiques, viraux, carcinoembryogéniques ou restreints aux

cellules germinales testiculaires® %,

En présence des DAMPs, des antigénes tumoraux libérés dans 1’environnement et des
interférons de type I sécrétés par la tumeur, les cellules dendritiques (DC) vont endocyter ces
antigenes pour les charger sur les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
de classes I et II, s’activer et maturer. Au cours de cette maturation, les DC vont augmenter
I’expression a leur surface du CMH de classe II ainsi que de molécules de co-stimulation
comme CD40, CD80 ou CD86. On distingue 2 grands sous-groupes de DC : les cDCI
spécialisées dans la cross-présentation aux lymphocytes T CD8" chez la souris et les ¢cDC2
impliquées dans les interactions avec les lymphocytes T CD4 . Chez I’Homme, les 2 sous-types

peuvent présenter les antigénes via les CMH de classe 1 et 1. Cette prise en charge des
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antigénes tumoraux peut aussi €tre réalisée par d’autres cellules présentatrices d’antigénes

(CPA) comme les monocytes/macrophages ou les lymphocytes B.

Trafficking of
T cells to tumors
7 (CTLs)
4)

Priming and activation
(APCs & T cells) I;'g-.

blood
vessel

7= Infiltration of T cells
into tumors
(CTLs, endothelial cells)

lymph node

: - tumor
Cancer antigen ?. =
presentation &/
(dendritic cells/ APCs) "”6-"'
~=/ Recognition of
cancer cells by T cells
(CTLs, cancer cells)

= - o —
1) @)
Release of -~ .
cancer cell antigens Killing of cancer cells
(cancer cell death) (Immune and cancer cells)

Figure 3 : Le cycle immunitaire antitumoral (D aprés Chen & Mellman , Immunity, 2013)%. La mise en
place d’une réponse immunitaire contre une tumeur est un processus cyclique pouvant s’ auto-amplifier
et élargir la réponse T spécifique. Ce cycle peut étre divisé en sept étapes principales : (1) la libération
d’antigenes tumoraux, (2) la capture et l’apprétage des antigenes par les CPA, (3) la migration vers le
ganglion drainant pour activer les lymphocytes spécifiques, (4) la migration des T activés vers la tumeur
et (5) leur pénétration dans la tumeur, (6) la reconnaissance des cellules tumorales par les T, (7) pour
aboutir a la destruction de cellules tumorales.

Les CPA vont ensuite migrer dans le ganglion drainant (ou au sein de structures
lymphoides tertiaires (TLS) intra-tumorales®’) afin de présenter les antigénes tumoraux aux
lymphocytes T spécifiques. Cette stimulation des lymphocytes T, accompagnée des signaux de
co-stimulation et des cytokines adaptées, va permettre leur activation et leur différenciation en

lymphocytes T effecteurs®®,

Une fois activés, les lymphocytes T vont sortir du ganglion et migrer vers la tumeur sous
I’influence de I’expression, au sein de celle-ci, de ligands de CXCR3 comme les chimiokines
CXCL9 et CXCL10%%%, Les lymphocytes T cytotoxiques vont, ensuite, pénétrer dans la tumeur
ou ils pourront exercer leurs capacités cytolytiques sur les cellules tumorales avec le soutien
des lymphocytes T CD4" Th1. Ces lymphocytes Th1 sécrétent de I'1L-2, du TNFa et de I'TFNy
ce qui amplifie le recrutement des macrophages, des lymphocytes NK et T CD8", tout en

promouvant leurs capacités cytotoxiques’’.
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Equilibre

Lors de la phase d’équilibre, les variants tumoraux n’ayant pas €été ¢liminés peuvent
entrer dans un état de « dormance » durant lequel un équilibre dynamique va s’instaurer entre
croissance tumorale et ¢limination par le systéme immunitaire. Durant cette phase, qui peut
s’étendre sur plusieurs années, la forte instabilité génétique de la tumeur associée a la pression
de sélection, exercée par les lymphocytes et I’IFNy, peut conduire a I’émergence de nouveaux
variants avec une résistance accrue au systéme immunitaire. En effet, dans un modele de souris
immunodéficientes, les tumeurs présentent des protéines mutantes trés antigéniques ce qui se
traduit par une trés forte immunogénicité tumorale et un rejet spontané lorsqu’elles sont
transplantées dans une souris immunocompétente. Néanmoins, si la tumeur s’est développée
dans une souris immunocompétente, elle est aussi capable de se développer dans une souris
syngénique montrant que celle-ci a perdu ces antigénes fortement immunogéniques®’. Chez
I’Homme, ce phénoméne a été démontré en 2019 par 1’équipe de Charles Swanton’!. Dans cette
¢tude, les auteurs ont pu, a partir de I’analyse de 164 échantillons issus de 64 tumeurs, montré
I’existence d’une forte hétérogénéité¢ tumorale, associée a un grand nombre de sous-clones
tumoraux, entre les patients, mais aussi au sein d’une méme tumeur. De plus, cette hétérogénéité
est associée a un faible infiltrat immunitaire, et ce, malgré la corrélation entre le nombre de
mutations et I’importance de [Dinfiltrat. Ces résultats suggerent [’existence d’une
immunosélection de clones exprimant peu de néo-antigénes et favorisant ainsi I’apparition de

nouveaux clones résistants aux cellules du systéme immunitaire.

Evasion

Trois grands mécanismes principaux permettent d’expliquer la résistance au systéme
immunitaire de ces nouveaux clones (Figure 4)"? :

- L’invisibilité vis-a-vis du systéme immunitaire
- L’inactivation directe des cellules effectrices par la tumeur

- Le détournement des cellules régulatrices et du microenvironnement

Du fait de la pression de sélection exercée par le systéme immunitaire sur les cellules
tumorales, des clones de moins en moins immunogenes ont tendance a émerger au cours du
temps®’. Cette perte d’immunogénicité peut passer par la perte d’expression du CMH de classe
I, rendant la tumeur invisible pour les lymphocytes T CD8". Cette perte du CMH est variable
d’un cancer a I’autre (0-93%) mais aussi au sein d’une tumeur ou entre la tumeur primaire et
les métastases’>”>. Une autre possibilité est I’altération des mécanismes d’apprétement des

antigénes tumoraux via, entre autres, la perte d’expression du transporteur pour la présentation
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des antigénes (TAP1)’® ou simplement la perte de I’expression de certains néo-antigénes’’.
Dans les tumeurs impliquant des CPA comme le gliome ou le lymphome B, la perte du CMH
de classe II a aussi été observée, prévenant ainsi 1’activation directe des lymphocytes T
CD4+78’79-

Extracellular

immunosuppressive.
factors b7

Cell-cell PD-14
interactions "

Immuno-

Cytotoxic
modulatory

immune

M,

TGF-B; IL-10, 17

Figure 4 : Les interactions immunosuppressives au sein de la tumeur (D’aprés Wang et al., Cancer
Drug Resist, 2020)”. Les cellules tumorales et les cellules de son microenvironnement influencent
massivement la réponse cytotoxique antitumorale directement ou indirectement. Les fleches rouges
indiquent des influences négatives et les fleches vertes indiquent des influences positives.

La tumeur peut aussi échapper au contrdle par le systéme immunitaire en inactivant
directement les cellules effectrices via I’expression de ligands de molécules de co-inhibition.
Lorsqu’ils sont exprimés par une CPA, ces ligands peuvent interagir avec leurs récepteurs
exprimés par les lymphocytes T pour prévenir I’autoréactivité et maintenir la tolérance

t80

périphérique en initiant un programme d’anergie ou d’épuisement®. Les molécules de co-

inhibitions et leurs ligands seront abordés plus en détail dans la partie IIb.

Le troisiéme grand mécanisme par lequel une tumeur peut échapper aux cellules
cytotoxiques implique le détournement des cellules stromales et immunitaires régulatrices a son
profit afin d’établir un environnement immunosuppresseur. Cela passe par 1’expression de
certaines cytokines et chimiokines attirant certains sous-types cellulaires et favorisant leur
polarisation in situ vers des phénotypes suppresseurs. Dans un mod¢le peu immunogene de
cancer du cdlon chez la souris, il a été montré que le TGF-B inhibait la réponse Thl et
Iinfiltration des lymphocytes T®!. Dans le méme temps, cette sécrétion TGF-p favorise la

conversion des lymphocytes T CD4" en lymphocytes T régulateurs (Treg)®*. De plus, la
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sécrétion de cytokines Th2 comme 1’IL-4 peut favoriser la polarisation de macrophages vers un
profil M2 et la génération de cellules myéloides suppressives (MDSC) pour bloquer 1’activité
des cellules cytotoxiques®’. La production de VEGF a été décrite comme inhibant la maturation
des DC?®. Dans le cancer de I’ovaire, ’expression intratumorale de CCL22 et CCL28 permet
attraction des Treg CCR4" et CCR10™3%¢  Par ailleurs, de nombreux couples
chimiokines/récepteurs ont été associés avec le recrutement de MDSC dans la tumeur, parmi

lesquels CCL2/CCR2, CCRS5 et ses ligands, ou encore CX3CR1/CX3CL1%.
e MDSC

Les cellules my¢loides suppressives sont des cellules myéloides immatures activées.
Ces cellules peuvent étre divisées en 2 grands groupes basés sur leurs caractéristiques
morphologiques et phénotypiques : les MDSC-polymorphonuléaires (PMN-MDSC) et les
MDSC-monocytiques (M-MDSC)%. Ces cellules possédent une forte activité
immunosuppressive et sont impliquées dans de nombreuses pathologies (cancer, infections
chroniques, sepsis, auto-immunité) avec un mauvais pronostic associé®. Les mécanismes
suppresseurs de ces cellules dépendent de la sécrétion des ROS, de péroxynitrites, d’arginase 1
et de prostaglandine E2 pour les PMN-MDSC et de NO, de TGF-f ainsi de 1’expression de
ligands de molécules de co-inhibition et des ectonucléotidases CD39 et CD73 pour les M-
MDSC®. Au-dela de leur fonction dans la répression de la réponse antitumorale, les MDSC
sont aussi impliquées dans la formation de la niche pré-métastatique en induisant le remodelage
de la matrice extracellulaire et en promouvant I’angiogenése’!. De plus, les PMN-MDSC font
aussi office de réservoir énergétique pour les cellules des métastases. En effet, il a récemment
été rapporté que les PMN-MDSC pouvaient accumuler des lipides en réprimant une triglycéride
lipase avant de les transférer aux cellules tumorales métastatiques qui les absorberont par

macropinocytose’?.
e Macrophages associés a la tumeur (TAM)

Les macrophages ont un role central en tant que médiateurs I’inflammation et sont
impliqués, a la fois, dans son initiation et sa progression. On définit classiquement 2 états de
polarisation : M1, activés classiquement, et M2, alternativement activés, a D’instar des
lymphocytes T CD4 Thl et Th2, néanmoins, de multiples états intermédiaires existent du fait
de la grande diversité cytokinique au sein de la tumeur”>**. Les macrophages M1 sont issus de
I’activation de macrophages en présence de cytokines Thl comme I’IFNy, le TNFa ou le LPS.

Ces macrophages ont des propriétés plutot antitumorales de par leur activité de phagocytose et
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la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-12, TNF)®. Par opposition a la
polarisation en M1, I’état de polarisation M2 se fait en présence de cytokines Th2 (IL-4, IL-10
et TGF-B). Les macrophages M2 ont, quant-a-eux, des propriétés plutot régulatrices et
favorisent la réparation tissulaire’®. De plus, leur role pro-tumoral implique le recrutement et
’expansion de Treg®’, des propriétés pro-angiogéniques’® et I’induction de ’EMT des cellules
tumorales®. Enfin, ces macrophages peuvent aussi induire un remodelage stromal en sécrétant
les facteurs de croissance ¢pidermiques (EGF), des fibroblastes (FGF) et de I’endothélium
vasculaire (VEGF)!%.

e Neutrophiles associés aux tumeur (TAN)

Tout comme les TAM, on distingue deux types de TAN, les N1 antitumoraux et les N2
pro-tumoraux. En effet, il a ét€ montré que la cytotoxicité directe de ces cellules pouvait inhiber
la progression tumorale et le développement de métastases!°"!2. En revanche, I’induction d’un
switch angiogénique, la promotion de de la migration et de I’invasion ainsi que des propriétés

immunosuppressives ont aussi été montrées pour ces cellules!®10,

e DC plasmacytoides et inflammatoires

Bien que primordiales pour la mise en place d’une réponse antitumorale efficace, les
DC et tout particulierement, les DC plasmacytoides (pDC) et les DC inflammatoires (générées
lors de la différenciation de monocytes lors de I’inflammation) peuvent jouer un role délétere.
En effet, dans un environnement suppresseur comme c’est le cas dans la plupart des tumeurs,
ces cellules possédent des propriétés tolérogéniques via la sécrétion d’IL-10, de TGF-} et
d’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO). De plus, les pDC expriment fortement des molécules de
co-inhibition comme PD-L1'%. Par ailleurs, il a aussi été montré, notamment dans le cancer du
sein, que les pDC pouvaient favoriser I’accumulation de Treg en exprimant la molécule ICOS-
L dont le récepteur, ICOS, est fortement exprimé par ces derniers'”’. Pour les DC
inflammatoires, des études menées chez les souris indiquent qu’elles sont capables d’inhiber

les réponses T cytotoxiques en libérant du NO et en exprimant fortement PD-L11%:109,

e Lymphocytes T régulateurs (Treg)

Les Treg sont un sous-type de lymphocytes T CD4 " modulant les réponses immunitaires

physiologiques et pathologiques!!®

. Ces cellules sont elles-mémes catégorisées en 2 sous-types
basés sur leur site de développement : les Treg naturels (nTreg) générés au sein du thymus et

les Treg périphériques (pTreg) qui sont induits, hors du thymus, a partir de lymphocytes T
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conventionnels (Tconv) suite a une activation TCR en présence de certaines cytokines dont le
TGF-B!!!. Les Treg sont caractérisés par I’expression de 2 marqueurs principaux, la chaine o
du récepteur a I’IL-2 (CD25) et le facteur de transcription FoxP3!'!2!13, Chez I'Homme, FoxP3
pouvant aussi étre exprimé par les Tconv lors de 1’activation, un troisi¢me marqueur a été ajouté
pour permettre de discriminer Tconv activés et Treg : CD45RA!!*. La proportion de ces cellules
est largement accrue au sein des tumeurs humaines par rapport au sang périphérique d’un sujet
sain (10-50% contre 2-5%)'1>!1¢_ En effet, plusieurs récepteurs aux chimiokines, dont CCR4 et
CCRS, ont été associés a la migration des Treg vers la tumeur sous I’impulsion des cellules
my¢loides ou de la tumeur elle-méme, notamment via la sécrétion des chimiokines CCL22 ou
CCL5!'"Y. Au sein de la tumeur, les Treg répriment 1activité des autres cellules immunitaires
via divers mécanismes impliquant des cytokines, des molécules de co-inhibitions/co-
activations et des métabolites (Figure 5)!''®. De par I’expression de CD25, les Treg sont capables
de limiter la quantité¢ d’IL-2 disponible dans le microenvironnement pour les lymphocytes T
effecteurs, limitant ainsi leur activation et prolifération''®. De plus, les Treg expriment de
nombreuses cytokines immunosuppressives comme ’IL-10, le TGF- ou I'IL-35 et peuvent
perturber 1’environnement métabolique en exprimant de I’IDO'?’, altérant le métabolisme du
tryptophane des cellules effectrices, et les ectonucléotidases CD39 et CD73, dégradant I’ATP
en ADP puis AMP qui se lieront au récepteur inhibiteur A2aR des lymphocytes T effecteurs'?!
Enfin, les Treg peuvent limiter 1’activation des lymphocytes T effecteurs en capturant les
molécules de co-stimulation CD80/CD86 sur les CPA via CTLA-4!22,
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Figure 5 : Les mécanismes d'action des T reg (D apres Ohue & lehzkawa Cancer Sci, 2019""). Les
Treg exercent leur activité suppressive au travers de multiples mécanismes d’action impliquant des
cytokines, des molécules de co-inhibitions/co-activations et des intermédiaires métaboliques.
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e Fibroblastes associés au cancer (CAF)

En sus des cellules immunitaires régulatrices, les cellules stromales du
microenvironnement tumoral jouent un réle majeur dans le processus d’évasion de la tumeur
au systeme immunitaire. Parmi ces cellules, les fibroblastes occupent une part importante. En
présence de facteurs de croissance (TGF-B, HGF, PDGF, FGF), protéines (Wnt-3A
métalloprotéinases), ROS et cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6) sécrétés par les cellules
tumorales et immunitaires, les fibroblastes peuvent étre activés et se différencier en CAF. Les
CAF peuvent sécréter de nombreuses molécules actives qui participent dans de nombreux
processus tumoraux incluant la génération et la maintenance de cellules souches cancéreuses,
la régulation des cellules immunitaires, I’angiogenése, la réponse métabolique, ...'?*. Des
études ont montré que la sécrétion d’IL-6 ou de TGF-B1 par les CAF pouvait favoriser "EMT
des cellules tumorales'?**!1?°. Les CAF sont aussi impliqués dans le recrutement des TAM, des
MDSC et des Treg en sécrétant du CCL2'%S. Par ailleurs, la production de CXCL12 par les CAF
perturbe la migration des lymphocytes T vers la tumeur'?’, tout comme la génération d’une

véritable barriére physique de matrice extracellulaire!'?®

. De plus, les CAF peuvent réprimer
directement I’activité¢ des lymphocytes T en exprimant de la prostaglandine E2, PD-L1 et PD-

L2 ou encore FAS-ligand!®13°,
e C(Cellules endothéliales tumorales (TEC)

De plus en plus d’¢léments suggerent que les cellules endothéliales des tumeurs
présentent un phénotype et des caractéristiques fonctionnelles uniques comparées aux cellules
endothéliales normales. Les TEC impactent I’immunogénicit¢é du microenvironnement en
permettant I’adhésion, le roulement et I’extravasation des cellules immunitaires vers le stroma.
Néanmoins, elles remplissent également des fonctions immunorégulatrices du fait de leur
expression d’IDO1"3! ou du filtrage qu’elles exercent en favorisant ’entrée dans la tumeur des

Treg et les MDSC!*.

3) Impact de la réponse immunitaire sur le pronostic

Trois parametres principaux influent sur I’efficacité de la réponse tumorale : la présence
ou I’absence de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL), leur localisation au centre de la tumeur
et/ou en périphérie et le type de cellules. Ainsi, on peut définir 3 grands types de tumeur basés

sur ces paramétres (Figure 6)'** :
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- Les tumeurs dites « froides » dans lesquelles on retrouve peu d’infiltrat immunitaire
et qui sont peu inflammatoires. Ces tumeurs sont généralement hyper-prolifératives
avec une faible charge mutationnelle et peu d’expression du CMH de classe 1.

- Les tumeurs dites « chaudes » qui sont, au contraire, tres infiltrées et inflammatoires
et dans lesquels, on peut retrouver une forte instabilité génomique ainsi que
I’expression de ligands de molécules co-inhibitrices. Ces tumeurs, de meilleurs
pronostics, sont d’ailleurs les plus susceptibles de répondre aux inhibiteurs de point
de controle immunitaires'3.

- Entre les tumeurs chaudes et froides, on retrouve des tumeurs dans lesquelles
I’infiltrat immunitaire est cantonné a la périphérie de la tumeur en raison d’une
exclusion physique ou de I’environnement immunosuppresseur intense, généré par
I’expression tumoral de TGF-f ou la présence, dans le cceur de la tumeur, de cellules

immunosuppressives telles que décrit précédemment.
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Figure 6 : Les différents types de tumeur (D’aprés Hegde et al., Clin Cancer Res, 2016). Les images
d’immunohistochimie représentent les grands types d’infiltrat immunitaire dans la tumeur (de gauche
a droite : « chaude », « exclusion immune », « froide »)

Ce principe d’infiltration différentielle a été utilisé par Galon et al. en 2006 pour définir
I’Immunoscore dans le cancer du colon qui a, par la suite, ét¢ validé par un consensus
international en 2018'3>. Ce score, basé sur la présence de lymphocytes T CD8" au cceur et/ou
en marge de la tumeur, propose 4 niveaux allant de I’absence totale de T CD8" a leur présence

au cceur de la tumeur et permet de mieux définir le pronostic des patients atteints de cancer,
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ainsi que d’identifier ceux qui sont le plus a risque de récidives et de proposer des thérapies

adaptées'3®.

Au-dela de la quantité, les types de cellules immunitaires et de cancer jouent un role
important dans le pronostic (Figure 7)'*”. En effet, certains sous-types cellulaires comme les
lymphocytes T CD8" ou les macrophages M1 semblent étre globalement favorables tout comme
la présence de TLS. En revanche, une importante proportion de cellules immunosuppressives
(Treg ou macrophage M2) est associée avec un mauvais pronostic dans la majorité des cancers.
Quelques exceptions ont été rapportées, notamment dans le cancer du rein ou la forte
angiogenese affecte le contexte immunitaire dans la tumeur. Ainsi, de nombreuses cellules
dendritiques immatures sont présentes, favorisant le recrutement des Treg. De plus, les
lymphocytes T CD8" infiltrant les tumeurs rénales sont polyclonaux, peu cytotoxiques et
expriment de nombreuses molécules de co-inhibition, expliquant le mauvais pronostic

associé!®.
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Figure 7 : Impact de l'infiltrat immunitaire sur le pronostic des patients selon le cancer (D’apres
Fridman et al. Nature Reviews Clinical Oncology, 2017)"’. Données issues de 200 études
correspondant a prés de 25000 patients présentant I'impact de la présence de lymphocytes T CD8", de
structure lymphoides tertiaires (TLS), de Treg, de macrophages (M) ou de leur sous-type (M1/M2). La
couleur des cercles et leur intensité indique la tendance de l'impact sur le pronostic dans les différentes
études (vert = positif, rouge = négatif). La taille des cercles indique le nombre de patients concernés.
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II) Thérapies du cancer et modulation de la réponse immunitaire

antitumorale

De nombreuses thérapies sont disponibles pour traiter le cancer. Le choix de ’utilisation
de I’'une d’entre elle plutdt qu’une autre va dépendre de plusieurs parametres parmi lesquels le
type de cancer et son degré d’extension ainsi que de critéres dépendant du patient (age,
antécédents, ...) ou la disponibilité (spatiale ou temporelle) dudit traitement. L’ensemble des

thérapies disponibles peuvent étre regroupées en 2 grandes catégories :

- Les traitements « conventionnels » visant a agir directement sur la tumeur. Ces
derniers vont pouvoir influencer la réponse immunitaire et permettre d’initier, de
relancer ou d’amplifier le cycle de I’immunité antitumorale (Figure 8)%%!%.

Les immunothérapies visant a stimuler directement I’¢limination de la tumeur par le

systéme immunitaire (ou des molécules dérivées de celui-ci).

=~ Trafficking of
l-..__4/ T cells to tumors

Priming and activation g
Anti-CTLA4 (?) '
Anti-CD137 (agonist) —
Anti-OX40 (agonist)
Anti-CD27 (agonist)

IL-2 ) . -
IL-12 ,_,..\-"‘,'; 5~ Infiltration of T cells
“MN 2/ into tumors
¥
Anti-VEGF

lymph node

Cancer antigen

presentation —, tumar

Vaccines = .
IFN-ct Recognition of
GM-CSF cancer cells by T cells
Anti-CD40 {agonist)
TLR agonists CARs

Killing of cancer cells

. (1) Anti-PD-L1
Release of “—/ Anti-PD-1
IDO inhibitors

cancer cell antigens

Chemotherapy
Radiation therapy
Targeted therapy

Figure § : Thérapies pouvant affecter le cycle immunitaire antitumoral (Adapté de Chen & Mellman ,
Immunity, 2013)””. La plupart des traitements du cancer peuvent agir sur le cycle immunitaire
antitumoral afin de le stimuler et permettre [’élimination de la tumeur. Cette figure présente quelques
thérapies utilisées ou en développement et qui peuvent promouvoir une étape du cycle.
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a) Les stratégies « conventionnelles »
1) La chirurgie

La chirurgie est la premicre forme de traitement du cancer a avoir ét€¢ mise en place et
celle-ci reste, encore aujourd’hui, tres utilisée. Dans le cas ou le cancer est localisé et a un stade
précoce, la chirurgie peut étre utilisée seule dans un objectif curatif. Cependant, I’exérese
chirurgicale est souvent associée a d’autres traitements en préopératoires ou en post-opératoire
pour, respectivement, faciliter 1’ablation chirurgicale ou limiter le risque de récidives. Par
ailleurs, la chirurgie est associée au prélévement des ganglions sentinelles pour s’assurer de
I’absence d’envahissement ganglionnaire de la tumeur. En cas d’envahissement, un curage
ganglionnaire sera effectué¢ pouvant affecter négativement la mise en place d’une réponse

Immunitaire antitumorale.
2) La radiothérapie

Dés la fin du 19¢me siécle, suite aux découvertes des rayons X et du radium, les
rayonnements ont été utilisés dans le traitement du cancer. Tout comme la chirurgie, la
radiothérapie est un traitement localisé. La source de radiation peut étre apportée en faisceau
par une machine a proximité du patient (radiothérapie externe), implantée directement dans la
tumeur (curiethérapie) ou administrée par voie orale ou intraveineuse afin de se fixer
préférentiellement sur les cellules tumorales (radiothérapie métabolique). L’exposition des
cellules aux radiations ionisantes va induire des 1ésions de I’ADN et la formation de radicaux

libres conduisant, in fine, a la mort cellulaire!*.

Bien qu’initialement considérée comme immunosuppressive du fait de la sensibilité des
lymphocytes a I’irradiation, la radiothérapie s’avere étre tres favorable a la mise en place d’une
réponse immunitaire antitumorale grace a la libération de DAMPs et leur détection via les TLR
(toll-like receptor)'*1'*2. De plus, ’irradiation a été associée a I’augmentation de I’expression
du CMH de classe I ou d’antigénes associés a la tumeur par les cellules tumorales dans le

mélanome et ’adénocarcinome gastrique respectivement!4>144,

3) La chimiothérapie

Le premier document rapportant 1’utilisation de chimiothérapie remonte a 1865 quand
Lissauer traita un patient atteint de leucémie avec de I’arsénite de potassium. Néanmoins, 1’ére

moderne de la chimiothérapie débute dans les années 1940, aprés que Bonman et Gilman aient
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utilisé, avec succes, une moutarde azotée chez un patient atteint d’un lymphome non
Hodgkinien. Cette tentative faisait suite a [’extrapolation d’observations d’hypoplasie
lymphoide et de my¢losuppression lors d’autopsie de soldats de la Premie¢re Guerre mondiale
exposés a des moutardes soufrées'®. Le cyclophosphamide, un dérivé de ces moutardes, est
d’ailleurs toujours utilis¢ en thérapeutique. Au cours des décennies qui ont suivies, de
nombreuses autres molécules, avec des propriétés antitumorales, ont ét¢ découvertes parmi
lesquelles le méthotrexate, les anthracyclines, les taxanes ou les vinca-alcaloides. D’un point
de vue mécanistique, toutes ces chimiothérapies « conventionnelles » agissent en perturbant le
cycle cellulaire et vont de fait, affecter la plupart des cellules de 1’organisme!“. Face a ce
manque de spécificité, de nouveaux traitements ont été développés afin de cibler des molécules
plus spécifiques de la tumeur. Parmi ces nouvelles cibles, on peut citer certaines kinases jouant
un role crucial dans le développement des tumeurs'*’. Des modifications spécifiques de
certaines kinases ont d’ailleurs ét¢ mises en évidence dans certains cancers : le réarrangement
BCR-Abl dans la leucémie myéloide chronique'* ou la mutation V60OE du géne BRAF dans le

mélanome?.

Malgré 1’amélioration de la spécificité des chimiothérapies au cours des 20 derniéres
années, ces traitements restent assez peu spécifiques et vont aussi inhiber ou stimuler la réponse
immunitaire antitumorale. En effet, certaines chimiothérapies sont connues pour induire une
lymphopénie ou inhiber I’activation et la prolifération des lymphocytes T et des NK!*°. A
I’opposé, certains agents utilisés en chimiothérapie ont ét¢ rapportés comme favorisant la
présentation antigénique ou l’inhibition de cellules régulatrices, comme les Treg pour le

cyclophosphamide a faible dose'*® (Table 1).
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Bioactivity
Antigen uptake

Antigen processing

Antigen presentation

T-cell-dependent
antitumour effects

Homeostatic

proliferation

Homing to tumours

Target destruction

Generation of memory
Teells

Inhibition of regulatory
cells

NK-cell triggering

Mechanisms*

Cell-surface calreticulin

Increased MHC class | expression
Increased tumour-associated antigen production
mTOR activation

HMGB1 release

DC activation (through TLR4 and MyDg8)
APC activation (through TBK, IRF3 and IFN)
HSP90

Self-peptide-MHC class | complexes
Increased antigen cross-presentation

T-cell activation

Cytokine sink remaval?
Tw-cell inhibition?

Micrabial translocation?

Increased ICAM1, PECAM and VCAM1 expression
Increased RANTES and CXCL10 production
Increased CDY5 expression

Increased HSP production

Decreased succinate dehydrogenase activity
Increased TRAIL expression

Homeostatic proliferation

Self-peptide-MHC class | complexes

Inhibition of MSCs and B cells
Inhibition of T__ cells
Inhibition of Ml- macrophages
Reduced TGFp production
DC-NK-cell crosstalk

Type | IFNs

Table 1 : Les propriétés immunostimulatrices des agents de chimiothérapie (Adapté de Zitvogel et al.,
Nat Rev Immunol.,2008)'49

Drugs

Anthracyclines, irradiation
Irradiation, DAC

Irradiation, DAC

Irradiation

Anthracyclines, oxaliplatin®, irradiation
Paclitaxel® (in mice), irradiation
Vascular-disrupting agents
Bortezomib
Myelosuppression and HSCs
Gemcitabine!

Taxanes and intratumeur DCs or GM-CSF-
containing vaccines

Anthracyclines, exaliplatin, irradiation
IL-12 with DAC
5-fluorouracil with vaccines

Low doses of total body irradiation
High doses of alkylating agents, fludarabine

Irradiation

Vascular-disrupting agents

Cisplatin. irradiation, 5-fluorouracil and dacarbazine
5-Fluorouracil

Cisplatin

Imatinib mesylate® with IL-2

Total body irradiation

Cyclophosphamide, fludarabine with or without
vaccines or HSCs

Gemcitabine
Cyclophosphamide
Taxanes

Bleomycin

Imatinib mesylate

Vascular-disrupting agents

b) Les immunothérapies
1) Historique

De I’Egypte antique au début du 18°™ siécle, des régressions tumorales ont été
observées a de multiples reprises consécutivement a des €pisodes infectieux. En 1868, Busch
administra volontairement 1’agent de 1’érysipele (S. pyogenes) a un patient atteint de cancer et
observa une réduction tumorale. Puis en 1891, Coley fit le méme type d’observation et décida
de traiter, avec un certain succes, des patients atteints de cancers inopérables avec des injections

Y151, Néanmoins, du fait de I’absence de

de bactéries inactivées par la chaleur (toxine de Coley
protocole solide et de la forte variabilit¢ des résultats, la toxine de Coley disparue
progressivement au profit de la radiothérapie et de la chimiothérapie. Le principe de la méthode
de Coley fut repris en 1959 par Old et al. qui établirent 1’efficacité du bacille de Calmette-

Guérin dans le traitement du cancer superficielle de la vessie'*?. Cette stratégie est d’ailleurs
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toujours d’actualité. Depuis la découverte des hybridomes en 1975 permettant de produire a
grande échelle des anticorps monoclonaux, le succés de ces derniers n’a cessé de croitre!>. Les
années 2010 ont marqué un tournant dans les immunothérapies avec I’approbation par la FDA
d’une part, des lymphocytes T avec un TCR génétiquement modifi¢ (CAR T), et d’autre part,
les anticorps ciblant les points de controle immunitaire CTLA-4 puis PD-1/PD-LI. La table 2

récapitule les grandes avancées dans les immunothérapies du cancer.

Table 2 : Evolution des immunothérapies antitumorales au cours du temps (Adapté de Oiseth & Aziz, J
Cancer Metastasis Treat, 2017)"*

Year | Event

First report of an intentional infection of a cancer patient with erysipelas by Wilhelm Busch, with

1868 notable shrinkage of the tumor

1891 William Coley injected his first of many cancer patients with bacteria, reporting tumor regressions
in many of them

1959 BCG shown to have anti-tumor effects in a mouse model, reported by Lloyd Old, Donald Clark,

& Baruj Benacerraf

1975 | Monoclonal antibodies manufactured by George Koehler & Caesar Milstein

1984 | First report of interferon response in patients with hairy cell leukemia

1998 | FDA approved IL-2 to treat patients with metastatic melanoma

First autologous cell-based cancer vaccine (sipuleucel-T) is approved by the FDA for the treatment

2UL of metastatic, asymptomatic stage IV prostate cancer

2010 First successful use of gene-edited T-cells for the treatment of CD19" hematologic malignancies
in humans, reported by W. Qasim, H. Zhan, S. Samarasinghe et al

2011 Anti-CTLA-4 (ipilimumab), is the first inhibitory checkpoint inhibitor (ICI) approved by the FDA
for treatment of stage IV melanoma

2015 The first oncolytic virus (T-VEC) is approved by the FDA for the treatment of metastatic

melanoma

2016 | A second class of ICIs, anti-PD-1 (pembrolizumab), is approved for the treatment of melanoma

2016 | A third class of ICIs, PD-L1(atezolizumab), is approved for treatment of bladder cancer
2016 | First test in humans of CRISPR gene-editing technique for CAR T-cell therapy
First approval of CAR-T cells (tisagenlecleucel) for the treatment of B-cell acute lymphoid

2017 leukemia

2018 Approval of anti-CCR4 mADb (mogamulizumab) in the treatment of mycosis fungoides or Sézari
syndrome

2022 Anti-LAG-3 (relatlimab) is approved by the FDA for the treatment of melanoma in association

with nivolumab

2) Les cytokines

Dans des mode¢les murins, le GM-CSF, I’interféron a (IFN-a) et les interleukines (IL-)
2,7, 12,21 ont montré leur intérét dans de multiples cancers. Néanmoins, leur efficacité reste
limitée du fait que, d’une part, la réponse induite n’est pas spécifique de la tumeur et que,
d’autre part, ces cytokines vont aussi favoriser 1’émergence de mécanismes de controle de la

réponse immunitaire comme 1’expression de PD-1, CTLA-4, IL-10 ou TGF-B155 . Actuellement,
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deux cytokines ont été autorisées pour le traitement de certains cancers chez I’Homme :

I’interféron o (IFN-a) et I’interleukine 2 (IL-2).

e Les interférons de type I (dont fait partie I’'IFN-a) favorisent la réponse antitumorale en
induisant I’expression du CMH de classe I par les cellules tumorales et en permettant la
maturation d’un sous-type de DC!*®!7 De plus, ils peuvent aussi activer les
lymphocytes T cytotoxiques, les NK et les macrophages'*®. Enfin, les IFN de type I ont
aussi des propriétés cytostatiques et anti-angiogéniques'>*'%°,

e L’interleukine 2 a forte dose en monothérapie ou en association a montré un intérét dans

161

le traitement de certaines tumeurs'®'. Néanmoins, la toxicité associée et la stimulation

préférentielle d’un sous-type de Treg exprimant ICOS limitent son utilisation a grande

échelle!6%193,

3) Les virus oncolytiques

Les virus oncolytiques sont des virus sélectionnés ou modifiés pour cibler

spécifiquement les tumeurs et y exercer un cycle lytique'®*

. Au-dela de leurs propriétés lytiques,
ces virus peuvent aussi permettre de stimuler la réponse immunitaire spécifique contre la
tumeur. En effet, ceux-ci peuvent augmenter la production de TAA par la tumeur!%, forcer la

6

production de cytokines immunostimulatrices'*® ou encore faire synthétiser des anticorps

167

dirigés contre la tumeur par cette derniere °’. De plus, les antigénes du virus peuvent devenir

eux-mémes une cible pour le systéme immunitaire.

Malgré des données précliniques prometteuses, les résultats obtenus chez ’Homme avec
les virus oncolytiques sont contrastés, avec 10 a 20% de patients répondeurs et des réponses

souvent partielles, et ce, dans la plupart des cancers!®®

. Néanmoins, certains virus oncolytiques
tirent leur épingle du jeu, comme le talimogene laherparepvec (Imlygic®), un virus dérivé de
HSV-1 et codant pour le GM-CSF avec 19,3% de réponse durable dont plus de 80% de réponses

complétes'®. Ce dernier a été approuvé aux Etats-Unis et en Europe en 2015.
4) La vaccination antitumorale

Tout I’enjeu des vaccins antitumoraux repose sur I’identification d’antigeénes
spécifiques de la tumeur et la génération d’une réponse cytolytique contre celle-ci. Ces
antigénes tumoraux peuvent étre de différentes natures : des néo-antigénes mutés, des antigenes
de différenciation, surexprimés, cryptiques, viraux, carcinoembryogéniques ou restreints aux

cellules germinales testiculaires®*®°. Un second point a considérer est la maniére de délivrer
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ces antigénes. Cette délivrance peut étre faite directement sous forme de peptides, sous forme

d’ADN/ARN ou les antigénes peuvent étre chargés sur des CPA!"°,

De plus, dans un contexte tumoral, les DC sont souvent a un stade immature et vont donc

171 Ainsi, ’utilisation d’adjuvants pour

favoriser la tolérisation des antigénes tumoraux délivrés
activer les DC est critique pour la mise en place d’une réponse antitumorale efficace. Parmi ces
adjuvants, on peut citer les émulsions eau dans huile, les agonistes de TLR, STING ou CDA40,

ou encore certaines cytokines comme I’IL-2, I’IL-12, I’IFN ou le GM-SCF!2,
5) Les thérapies par transfert adoptif de lymphocytes T (ACT)

Ces thérapies sont basées le transfert de lymphocytes T provenant directement de la
tumeur ou du sang périphérique expandus ex vivo. Ces lymphocytes T peuvent étre administrés
directement ou étre modifiés génétiquement préalablement, notamment via 1’ajout d’un TCR
transgénique, d’un récepteur chimérique (CAR), ou encore la délétion de certains genes

inhibiteurs'”*. Par ailleurs, des stratégies similaires sont évaluées avec les cellules NK!7417,
e TIL purifiés

Dans les années 1980, Rosenberg et al. ont été les premiers a montrer I’activité
antitumorale de TIL expandus ex vivo dans différents modéles murins'’®. Cet effet était
potentialisé par I’addition d’IL-2 et I'utilisation d’un traitement lymphodéplétant mais non

f177. En effet, la lymphodéplétion permet de « créer de 1’espace » pour les cellules

my¢loablati
infusées tout en réduisant la compétition pour les cytokines et en ¢€liminant les cellules
suppressives'’®. Chez I'Homme, cette stratégie a été appliquée avec succés dans des études de
I/IT chez des patients atteints de mélanomes métastatiques, avec plus de 40% de patients
répondeurs'”®. L’expansion des TIL a aussi pu étre réalisée dans plusieurs autres cancers comme
les cancers du rein'®’, du sein'®!, du pancréas'®?, de I’ovaire'®* ou du poumon'®*. Néanmoins,
une des limites de 1’utilisation des TIL purifiés est la réactivité de ces derniers contre la tumeur.
En effet, dans le mélanome, on retrouve une importante charge mutationnelle et donc de
nombreux néo-antigeénes, mais la situation est beaucoup plus variable dans les autres tumeurs

solides!8>186,

e Lymphocytes T modifiés génétiquement

Pour contrer le potentiel manque de réactivité des TIL, des stratégies visant a modifier
des lymphocytes T pour leur faire exprimer un récepteur spécifique de la tumeur, et ainsi forcer

la réactivité, ont été développées. Les antigénes pouvant étre utilisés comme cible peuvent étre
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des antigénes de différenciation tissulaires, des molécules surexprimées par les cellules

tumorales ou des antigénes viraux.
o Lymphocytes T transduits avec un TCR transgénique

Dans cette stratégie, un nouveau TCR complet est introduit dans les lymphocytes T en
insérant des séquences codant pour les chaines TCR-a et TCR-B'*’. Ainsi, les cellules
conservent leur régulation physiologique et nécessitent donc I’interaction avec un CMH pour
s’activer. Les premiéres évidences du potentiel de cette stratégie ont été apportées en 2006 dans
un essai clinique impliquant 17 patients atteints d’un mélanome métastatique'®®. La cible du
TCR transgénique était I’antigéne de différenciation tissulaire MART-1, présent dans plus de
80% des mélanomes'®’. L utilisation d’autres cibles, incluant NY-ESO-1, les protéines MAGE
ou I’épitope E6 du virus HPV16, a été évaluée depuis'®® 2. Concernant le type cellulaire, les
lymphocytes T a un stade précoce de différenciation semblent étre les plus favorables pour
obtenir une réponse efficace!®®. Comme pour les TIL purifiés, I’addition d’IL-2 et d’un

traitement lymphodéplétant permettent d’améliorer les performances de ces thérapies'*.
o Cellules CAR-T

Les cellules CAR-T sont des lymphocytes T dans lesquels ont été introduites les
séquences codant pour un récepteur chimérique. Ce récepteur est composé d’un domaine de
reconnaissance de I’antigéne (sous la forme d’un fragment variable simple chaine (scFv))
couplé a la chaine CD3-zéta et de domaines de co-stimulation, tels que CD28, OX40 ou 4-
1BB!®. Ainsi, ces lymphocytes T sont capables de s’activer indépendamment d’une stimulation
par le CMH!*°. Plus récemment, une quatriéme génération de CAR-T, capable de sécréter des
cytokines aprés reconnaissance de 1’antigéne, a été développée!®’. La premiére cible visée avec
succes est CD19 avec comme indications les leucémies B et le myélome multiple'®®!*?. De
nouvelles cibles émergent pour les CAR comme BMCA dans le myélome multiple’®’, HER2
dans le sarcome®”!, CAIX?* dans le cancer du rein, EGFR dans le cholangiocarcinome®® ou

GD2 dans le neuroblastome?%*.

La thérapie par cellules CAR-T permet aux patients d’obtenir des rémissions completes
de leur cancer. Néanmoins, 10 a 20% d’entre eux ne répondent pas aux traitements et, 30 a 50%
des répondeurs rechutent dans I’année suivant le traitement?®2%. Ces chiffres soulévent les
défis associés aux thérapies par CAR-T qui s’étendent de la production des CAR-T (isolement

des T autologues, phénotype des T transduits) et leur infusion, a la persistance de la réponse et
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I’évolution de la pathologie (perte de I’antigeéne)*?’. De plus, la toxicité associée au traitement

par CAR-T est non négligeable, en particulier avec les syndromes de relargage cytokiniques?%®.

Par ailleurs, une des principales limites des CAR-T reste leur efficacité limitée au-dela
des cancers hématologiques. En effet, les tumeurs solides sont trés hétérogenes rendant la
détermination d’un antigéne spécifique de I’ensemble de la tumeur délicate’®. Pour contrer
cela, plusieurs options sont envisagées : la génération de lymphocytes avec plusieurs CAR?®
ou des constructions permettant de stimuler les cellules immunitaires adjacentes afin d’élargir
la réponse en libérant de I'IL-12 ou de I'IL-18'72!°. De plus, comparée aux cancers
hématologiques, 1’accessibilité aux tumeurs solides est moindre du fait de la structure de
I’endothélium vasculaire et de la matrice tumorale’!'. Enfin, [’environnement
immunosuppresseur présent au sein de la tumeur peut affecter la capacité des CAR-T a exercer

leurs fonctions cytotoxiques.
o Lymphocytes T édités par CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas correspond au systéeme immunitaire adaptatif des procaryotes et est basé
sur la reconnaissance spécifique d’une séquence d’ADN grace a un petit ARN guide (sgRNA),
puis le clivage de ladite séquence par I’enzyme Cas?!?2. Ce mécanisme de défense bactérien a
¢été détourné afin d’éditer des geénes dans a peu preés n’importe quel type cellulaire. Dans le cadre
de I'immunothérapie antitumorale par transfert adoptif, CRISPR-Cas9 est utilis¢ pour modifier
la spécificité antigénique, augmenter la sécrétion de cytokines par les lymphocytes T ou

désactiver certains mécanismes inhibiteurs®'>.

Pour accroitre la fonctionnalité des lymphocytes T en augmentant leur sécrétion de
cytokines, CRISPR-Cas9 a ét¢ utilisé pour modifier la régulation du TCR en supprimant
certains mécanismes régulateurs comme les diacylglycérol kinases’'* ou la tyrosine
phosphatase PTPN22!>. Concernant les mécanismes inhibiteurs, un KO du géne codant pour le
récepteur II du TGF-B (TGFBR2) a permis d’augmenter 1’efficacit¢ de CAR-T dans des
modeles de xénogreffe en limitant la conversion en Treg et en prévenant I’épuisement des CAR-
TS, De plus, il a été montré que la délétion de PD-1, CTLA-4 ou LAG-3 dans les lymphocytes
T humains, notamment T CD8", augmentait leur sécrétion d’IFNy et de TNFa in vitro et
I’efficacité in vivo dans des modéles de xénogreffe?!’2°, Récemment, deux études cliniques,
intégrant des lymphocytes T pour lesquels un KO de PD-1 a ét¢é effectué, ont été publiées. Dans
la premicre, 3 patients ont été infusés avec des lymphocytes T transduits avec un TCR

transgénique ciblant NY-ESO-1 et pour lesquels PD-1 et leur TCR d’origine ont été inactivés?>!.
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Dans le cadre de la seconde étude clinique, 12 patients atteints d’un cancer du poumon non a
petites cellules avancé ont recu des lymphocytes T rendus KO pour le géne PD-1 par CRISPR-
Cas9?2%. L’efficacité de 1’édition du géne PD-1 était limitée avec une médiane de 5,81%. Du
fait de cette faible édition, I’efficacité était elle aussi limitée avec 1 seul patient répondeur avec

une maladie stable.
6) Les anticorps monoclonaux
Généralités

Au cours des derniéres décennies, la place des anticorps monoclonaux n’a cessé de
croitre dans la prise en charge du cancer, en particulier dans les stades les plus avancés (Table
3). C’est en 1975 que les premiers anticorps monoclonaux apparaissent suite a la mise au point
de la technique des hybridomes, qui permet d’immortaliser des lymphocytes B en les fusionnant
avec des cellules de myélome!>. Cette technique a permis de passer outre de nombreux
inconvénients des sérums polyclonaux utilisés jusqu’alors (difficulté¢ de production, variabilité
inter-lots, risque infectieux, ...). Néanmoins, certaines limites liées a leur phénotype murin ont
¢té mises en exergue : ceux-ci ont une demi-vie courte du fait de I’absence de liaison au FcRn,
ils ne disposent pas des fonctions effectrices dépendantes des récepteurs Fc et ils sont
immunogenes pour I’Homme. Grace a I’essor des biotechnologies, ces limites ont pu étre
contournées par I’humanisation du fragment constant puis des fragments variables des anticorps

monoclonaux?%.

Table 3 : Liste des anticorps monoclonaux disposant d'une autorisation de mise sur le marché

DCI Ao . Cible Format (GO ioieaten lere AMM
commercial approuvee
Relatlimab Opdualag LAG-3 |IgG4 humaine Mélanome 2022
Bispécifique . .
Tebentafusp Kimmtrak gp100, immunoconjugué¢ (TCR- Mf:lanorpe uvéal 2022
CD3 métastatique
scFV)

. EGFR; |IgGl bispécifique | Cancer bronchique non
Amivantamab Rybrevant cMET humaine a petites cellules 2021
Loncastuximab | /o CDI9 | ADC, IgGl humanis¢e | -Ymphome  diffus a,q,,
tesirine grandes cellules B
Tlsotgmab Tivdak F acteur | \ C,1gG1 (’?an’cer du col de 2021
vedotin tissulaire l'utérus
Sacituzumab 1 delyy | TROP-2 | ADC, IgG1 humanisée | CAneer du seintriple 55
govitecan négatif
Belantamab Blenrep BCMA | ADC, IgG1 humanisée Myélome multiple 2020
mafodotin
Isatuximab Sarclisa CD38 IgG1 chimérique Myélome multiple 2020
Margetuximab Margenza HER2 IgG1 chimérique Cancer du sein HER2" | 2020
Tafasitamab Mfm.JuV.l’ CD19 IgG1 humanisée Lymphome ~ diffus ~a 2020

Minjuvi grandes cellules B
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DCI Ao . Cible Format lere neiaten lere AMM
commercial approuvée
Cemiplimab Libtayo PD-1 IgG4 humaine Qa.rcmon}_e . 2019
épidermoide cutané
Enfor.tumab Padcev Nectin-4 | ADC, IgG1 humaine Cancer de la vessie 2019
vedotin
Polatuzumab | p, 1100 CD79 | ADC, IgG1 humanis¢e | -ymphome  diffus af,; o
vedotin grandes cellules B
Mogamulizumab | Poteligeo CCR4 IgG1 humanisée Lymphome T cutané 2018
Moxetumomab Lumoxiti CD22 ¥gG1 murine couplé a une Lf:ucemle 45018
pasudotox immunotoxine tricholeucocytes
Avelumab Bavencio PD-L1 IgG1 humaine Carcinome 4 cellule de 2017
Merkel
Inotuzumab Besponsa  |CD22 | ADC, IgG4 humanis¢e | ZCUCemie - aigué i g,
0zogamicin lymphoblatique
Durvalumab Imfinzi PD-L1 IgG1 humaine Cancer de la vessie 2017
l]))elilautummab Qarziba GD2 IgG1 chimérique Neuroblastome 2017
Olaratumab Lartruvo PDGFRa | IgG1 humaine fn'(t)rﬁ:me des  tissus 2016
Atezolizumab Tencentriq PD-L1 IgG1 humanisée Cancer de la vessie 2016
Daratumumab Darzalex CD38 IgG1 humaine Myélome multiple 2015
Elotuzumab Empliciti SLAMF7 | IgG1 humaine Myélome multiple 2015
Necitumumab Portrazza EGFR IgG1 humaine Qange r bronchique non 2015
a petites cellules
Blinatumomab | Blincyto CD19 |BiTEs Leucémie 2014
lymphoblastique
Ramucizumab Cyramza VEGF IgG1 humaine Cancer de I'estomac 2014
Pembrolizumab | Keytruda PD-1 IgG4 humaine M¢lanome 2014
Nivolumab Opdivo PD-1 IgG4 humaine M¢lanome 2014
Obituzumab Gazyvaro CD20  |IgGl humanisée Leucémie  lymphoide | ,;, 5
chronique
Trastu;umab Kadcyla HER2 ADC, IgG1 humanisée Cancer du sein 2013
emtansine
Pertuzumab Perjeta HER2 IgG1 humanisée Cancer du sein 2012
Brentuximab Adcetris CD30 ADC, IgG1 chimérique Maladie de Hodgkin 2011
Denosumab Xgeva RANKL |IgG2 humaine Pr?ventlon des 2011
métastases osseuses
Ipilimumab Yervoy CTLA-4 |IgG1 humaine M¢lanome 2011
Ofatumumab | Arzerra CD20  |IgG1 humaine Leucémie  lymphoide | , ;g
chronique
Panitumumab Vectibix EGFR IgG2 humaine Cancer colorectal 2006
Bevacizumab Avastin VEGF IgG1 humanisée Cancer colorectal 2004
Cetuximab Erbitux EGFR IgG1 chimérique Cancer colorectal 2004
Bevacizumab Avastin VEGF IgG1 humanisée Cancer colorectal 2004
Ijbrlmmomab Zevalin CD20 Radp—con]ugue, IgGl1 Lymphome non- | 5005
tiuxetan murine hodgkinien
Alemtuzumab Campath CD52 IgG1 humanisée Leucgmw lymphoide 2001
chronique B
Gemtuzumab 1y )0 |CD33 | ADC, TgG4 humanisée | CUSeMie AZUE| 5000
0zogamicin myéloide
Trastuzumab Herceptin HER2 IgG1 humanisée Cancer du sein 1998
_ Rituxan, S Lymphome non-
Rituximab MabThera CD20 IgG1 chimérique hodgkinien 1997
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Un anticorps est constitué de 2 chaines lourdes et 2 chaines légeres reliées par des ponts
disulfures. Chaque chaine est subdivisée en plusieurs domaines dont 1 est variable. Selon le
nombre et I’organisation des domaines constants de la chaine lourde, on peut définir 5 grandes
classes d’anticorps (IgG, IgM, IgA, IgE, IgD), elles-mémes divisées en sous-classes avec des
caractéristiques spécifiques’?*. D’un point de vue fonctionnel, un anticorps dispose de 2
fragments de liaison a D’antigéne (Fab) et d’un fragment constant (Fc pour fragment
cristallisable). Sur les domaines variables des chaines lourdes et 1€geres, on retrouve les CDRs
(Complementary Determining Regions) qui sont le support de la reconnaissance
anticorps/antigéne. Le Fc, quant a lui, supporte les fonctions effectrices des anticorps en
interagissant avec le systéme du complément ou les récepteurs Fc (FcR) exprimés notamment
par les cellules immunitaires (Table 4)*%. Les propriétés effectrices des anticorps monoclonaux
peuvent étre réparties dans 4 modalités non-exclusives :

- La liaison a P’antigéne : cette interaction peut neutraliser des facteurs solubles,
bloquer I’activité de récepteurs cellulaires en empéchant la liaison avec leur ligand
ou la formation de multimeéres fonctionnels (antagoniste) ou au contraire, stimuler
ces récepteurs directement (agoniste)

- La cytotoxicit¢ a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC): la
reconnaissance des Fc des anticorps fixés sur les cellules tumorales (ou régulatrices)
par les cellules effectrices de I’immunité (macrophages, NK, ...) va activer ces
derniéres et aboutir a la lyse des cellules sur lesquelles les anticorps se sont fixés

- La phagocytose a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCP): en
recouvrant la surface des cellules tumorales (opsonisation), les anticorps peuvent
faciliter la phagocytose de ces cellules par celles du systéme immunitaire via des
interactions Fc/FcR

- L’activation du complément (CDC) : la liaison du C1q aux portions Fc des anticorps

va permettre 1’activation de la cascade du complément et aboutir a la lyse des cellules.

Les IgG1 et IgG3 disposent d’importantes capacités fonctionnelles dépendantes du Fc
contrairement aux autres classes d’anticorps dont la fonctionnalité est quasi exclusivement
dépendante de la liaison a I’antigéne, a I’exception des IgM, capable d’activer le complément

ou des IgE impliquées dans la dégranulation des mastocytes dans les phénoménes d’allergie®**~
227
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Table 4 : Les récepteurs Fc (D’aprés Gogesch et al.)

Name FeyRI FcyRlla FeyRIlb FcyRlic FoyRllla FeyRIllb
CD CD64 CD32a CD32b CD32c CD16a CD16b
Gene FCGR1A FCGR24 FCGR2B FCGR2B FCGR3A FCGR3B
n : Low to Low to Low fo Low to Low to
Aty Figh medium medium medium medium medium
Major role Activation Activation Inhibition Activation Activafion Decoy Activafion
Human lgG 1gG3, 1gG1, 1gG2 z
lgG1, 1gG3, 1gG4 19533, lgG1, 1gG4 1gG3, 1gG1 1gG1, 1gG3, 1gG4 g1, 1gG3
interaction 2 2 3 lgG4 9 g g E 2 g b 2 S g
Monocytes Eally
Monocytes NeL.nroC}"ms 0Ge Monocytes NK cells
DCs g Dllwa =s\“ DCs NK cells Menocytes .
Cell type (Meutrophils) E‘.asuo I:ﬂsg' Macrophages Eosinophils Basophiles Monocytes (Macrophages) dhee l:”;
(Mast celis) an-npoulhi‘ﬂ (Meutrophils) Neutrophils (Activated ! s
(Macrophages) i B (Activated T celis)
Mast celis Platelsts 4
cells)

Les anticorps monoclonaux utilisés en cancérologie peuvent étre classés en 3 grandes
catégories selon leur cible et le mécanisme d’action associé :

- Les anticorps dont I’objectif primaire est d’empécher directement le développement
tumoral en ciblant directement des molécules exprimées par la tumeur ou celles
impliquées dans la mise en place de son microenvironnement

- Les anticorps visant des récepteurs inhibiteurs exprimés par les cellules immunitaires
ou les ligands de ceux-ci pour lever I’inhibition dépendante de I’interaction entre ces
récepteurs et leurs ligands

- Les anticorps visant des récepteurs activateurs exprimés par les cellules immunitaires

pour augmenter leur activité

Anticorps a action primaire sur le développement tumoral

Ces anticorps vont cibler préférentiellement des molécules surexprimées par la tumeur
voire exprimées exclusivement par celle-ci ou des facteurs solubles impliqués dans
I’oncogenése. Dans cette catégorie, on peut citer les anticorps ciblant les récepteurs du facteur
de croissance épidermique (EGF) EGFR et HER2 ou les anticorps ciblant le VEGF. Les
membres de la famille de ’EGFR sont impliqués dans la régulation de la prolifération et de la
différenciation des cellules. En contexte tumoral, ceux-ci sont réguliérement surexprimés?®.

Ainsi, les anticorps ciblant EGFR et HER2 agissent en se liant a leur cible ce qui va empécher

)229 )230

I’interaction avec ses ligands (EGFR)“~ et son homodimérisation (HER2)*" et ainsi, limiter
leur fonctionnalité. De plus, ces anticorps vont aussi pouvoir permettre la lyse des cellules

tumorales par ADCC via leur fragment Fc**!?32, Les anticorps ciblant des facteurs solubles
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comme le VEGF vont limiter la vascularisation de la tumeur et ainsi son approvisionnement en

ressources>>.

L’action de ces anticorps peut se faire de manicre indirecte en transportant vers les
cellules tumorales des molécules cytotoxiques ou des radio-isotopes. Dans ce cas, le critére
principal pour la sélection de la cible est la spécificité¢ d’expression par la tumeur. Parmi ces
cibles, on peut citer la protéine Nectin-4 qui est normalement restreinte a I’embryogenése, mais

234,235

dont I’expression a été rapportée dans de nombreux cancers ou I’antigéne de maturation

B (BCMA) exprimé préférentiellement par les lymphocytes B matures et surexprimé dans le

myélome multiple?*®.

Les inhibiteurs de point de controle immunitaire (« immune checkpoint

blockade »)

Physiologiquement, la réponse T est régulée par ’intermédiaire d’un équilibre entre
signaux de co-stimulation et signaux de co-inhibition (« immune checkpoints »). Suite a leur
activation, les lymphocytes T vont exprimer différents récepteurs inhibiteurs au cours du temps.
La stimulation de ces récepteurs de co-inhibition va permettre le retour a un état d’équilibre, le
maintien de la tolérance au soi et la prévention des dommages tissulaires induits lors de la
réponse contre des agents pathogénes®’’. Certaines tumeurs sont capables d’exprimer certains
ligands de molécules de co-inhibition, participant ainsi a I’échappement immunitaire en limitant
I’activation des lymphocytes T. Pour tenter de lever ces inhibitions, des anticorps ciblant les
molécules de co-inhibition ou leurs ligands ont ét¢ développés. Les premiéres cibles qui ont été
autorisées pour un usage en clinique chez I’Homme sont CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4) et la paire récepteur/ligand PD-1/PD-L1 (Programmed cell death (ligand)
1). En 2022, un anticorps ciblant LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3), un troisiéme axe
inhibiteur, a été autorisé par la FDA chez I’Homme dans le mélanome en association avec un

anti-PD-1.
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Figure 9 : Les molécules de co-inhibition exprimées par les lymphocytes T et leurs ligands (Adapté de
Chen & Flies, Nat Rev Immunol, 2013)”’. Les molécules exprimées par les lymphocytes T sont
présentées sur la partie droite (rouge) et leurs ligands respectifs exprimés par les CPA ou les cellules
tumorales sont sur la partie gauche (bleu).

e CTLAAH4

CTLA-4 est la premic¢re molécule de co-inhibition a avoir été ciblée. Ce récepteur est
exprimé majoritairement par les lymphocytes T, mais aussi certaines cellules NK

intratumorales>®

et intervient dans la régulation précoce de 1’activation T. En effet, CTLA-4
est un homologue de la molécule de co-activation CD28 et partage ses 2 ligands CD80 et CD86,
pour lesquels son affinité est beaucoup plus importante?3*-2#!, Contrairement a CD28, CTLA-4
a pour fonction d’inhiber ’activation des lymphocytes T. En effet, dans des modeles murins
KO pour CTLA-4, les animaux développent des syndromes lymphoprolifératifs fatals en moins
de 1 mois, associés a une activation massive des lymphocytes T?**. Bien qu’exprimée
constitutivement dans les Treg et seulement induit dans les autres lymphocytes T?***%, le role
de CTLA-4 dans les lymphocytes T conventionnels (Tconv) n’est pas négligeable. En effet, le
phénotype précédemment décrit existe, mais avec une sévérité¢ plus modérée dans des souris
KO uniquement dans les Treg, montrant que 1’expression CTLA-4 par les Tconv permet une

régulation partielle de I’activation de ceux-ci>**. Une autre différence entre CD28 et CTLA-4

est la localisation des protéines, en effet, CTLA-4 est majoritairement retrouvé dans des
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vésicules intracellulaires avec un turn-over rapide a la membrane contrairement a CD28 qui est

constitutivement exprimé a la surface des lymphocytes T24324,

Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer le mécanisme d’action de CTLA-4.
Le premier envisage une simple compétition entre CD28 et CTLA-4 pour leurs ligands**’,
potentiellement associée a une signalisation inhibitrice. En effet, il a ét¢ rapporté que CTLA-4
pouvait, via sa queue cytoplasmique, interagir avec la voie PI3-kinase et donc étre associ¢ a
une signalisation intracellulaire®*®. D’autres protéines peuvent s’associer & CTLA-4 parmi
lesquelles, 2 phosphatases (SHP-2 et PP2A) et ce, malgré 1’absence de motif inhibiteur
ITIM?#250 " Cependant, ces modeles sont mis en difficultés par le fait que le syndrome
lymphoprolifératif associ¢ au KO de CTLA-4 est corrigé par la présence de cellules sauvages
dans des modeles de souris chiméres, soulignant I’existence d’un mécanisme extrinséque?!. Ce
mécanisme extrinseque a ét¢ décrit en 2011 par Qureshi et al. : 1a trans-endocytose de CD8O0 et
CD86'?2. Ainsi, lors de I’engagement de CD80 et CD86, CTLA-4 arracherait ces derniers aux
CPA puis I’ensemble serait transporté en intracellulaire, dégradé et CTLA-4 serait recyclé a la
surface de la cellule ; limitant la quantité des molécules CD80 et CD86 disponible a la surface

des CPA. Par ailleurs, CTLA-4 serait aussi impliqué dans I’induction de I’expression de TGF-

B par les lymphocytes T CD4" et d’IDO par les DC?%%53,

Compte tenu de I’importance de la co-stimulation fournit par les CPA dans la mise en
place de la réponse antitumorale, CTLA-4 a été le premier point de contréle immunitaire ciblé
pour le traitement du cancer. Dés le milieu des années 90, il a ét¢ montré que I’utilisation
d’anticorps bloquant CTLA-4 permettait un rejet tumoral et ce, dans plusieurs modeles de
cancer>>*2%%, Néanmoins, ce rejet semble corrélé avec I’immunogénicité de la tumeur. Ainsi,
des stratégies combinant un anti-CTLA-4 avec différents immunomodulateurs comme le GM-
CSF ou la chimiothérapie ont été testés avec succes>>-2%°. Ces résultats précliniques prometteurs
ont abouti a la génération de 2 anticorps monoclonaux humanisés : I’ipilimumab et le
tremelimumab. Lors des essais cliniques, ces 2 anticorps ont montrés une efficacité limité (=10-
20% de patients répondeurs) associée a une toxicité importante avec pres de 30% d’effets
indésirables d’origine immunitaire®®!-?2, Néanmoins, malgré la faible proportion de patients
répondeurs, cette réponse est maintenue dans le temps aprés 1’arrét du traitement?$>2%%, Suite a
deux essais de phase III comparant I’efficacit¢ de I’ipilimumab en association avec la
dacarbazine ou la vaccination gp100 et la dacarbazine ou la vaccination seule, I’ipilimumab a
été autorisé dans le traitement du mélanome?63-29266_ e tremelimumab n’a, quant a lui, pas pu

montrer sa supériorité face aux traitements de référence’®’. Le mécanisme d’action des
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anticorps anti-CTLA-4 est encore aujourd’hui largement débattu. Les 2 hypothéses principales

s’orientent autour du blocage de I’interaction entre CTLA-4 et CD80/CDS86, et la déplétion des

Treg (Figure 10)*%.

Perforin and
granzyme B

CLS.
5 Q
V0
anti-CTLA-4 Cell death

Anti-tumor T —lp
% effector T-cell Clonal expansion

Figure 10 : Les mécanismes d’action potentiels des anticorps ciblant CTLA-4. (Adapté de Hong &
Maleki Vareki, Cancers, 2022)°° (4) Le blocage de I'interaction entre CTLA-4 et CD80/86 permettrait
[’engagement de ces derniers par CD28 et donc la co-stimulation des lymphocytes T effecteurs. (B) En
se fixant sur CTLA-4 exprimé par les Treg, [’anti-CTLA-4 rendrait ces cellules susceptibles a la lyse
par les NK ou la phagocytose par les macrophages.

e PD-1/PD-L1

PD-1 est une protéine transmembranaire de la superfamille des immunoglobulines dont
’expression est induite a la surface des lymphocytes T CD4" et CDS" suite a leur activation®®’.
L’engagement de PD-1 avec un de ces ligands, PD-L1 et PD-L2, conduit a I’activation de la
phosphatase SHP-2 qui vont inhiber les kinases impliquées dans le processus d’activation
T?70271 Contrairement & CTLA-4, I’inhibition exercée par PD-1 sur la réponse immunitaire
intervient apres ’activation pour permettre un retour a I’état basal et ainsi, limiter les réponses
excessives et ’autoimmunité?®2’>?73, En cas de stimulation prolongée des lymphocytes T par
un antigéne (infection chronique/cancer), I’expression de PD-1 se maintient a des niveaux
¢levés et s’accompagne de I’expression d’autres molécules inhibitrices, de modifications
épigénétiques et de changements dans I’expression de facteurs de transcription aboutissant a la
différenciation des T vers un stade dit d’épuisement®’*. Par ailleurs, I’expression de PD-1 n’est
pas limitée aux lymphocytes T, on le retrouve aussi exprimé par les NK, les LB et les
macrophages avec une fonction régulatrice’’>2"’. De plus, PD-1 est aussi exprimé par les Treg,
ou il jouerait un role dans le développement, la maintenance et la fonction de ceux-ci*’®.
Néanmoins, d’autres données suggerent que PD-1 aurait aussi des propriétés inhibitrices sur

ces cellules?’’?%. Quant aux ligands de PD-1, PD-L1 et PD-L2, tous deux sont largement
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exprimés par les CPA mais aussi d’autres types cellulaires hématopoiétiques ou non, incluant

les cellules tumorales avec un pronostic variable?8!-282,

Tous ces éléments ont abouti a I’hypothése que le blocage de I’interaction entre PD-1 et
ses ligands devrait favoriser la réponse antitumorale. Cette hypothése a été vérifiée chez la
souris en 2005 avec la démonstration que I'utilisation d’anticorps ciblant PD-1 ou PD-L1
permettait d’induire un rejet tumoral dans différents modéles murins de cancer’®’. Chez
I’Homme, les anti-PD-1 ont montré leur efficacité, en particulier dans le mélanome, avec des
taux de réponse de 16 a 75% selon les études, plus de 70% de survie a 1 an, 34% de survie a 5
ans et une meilleure tolérance que les anti-CTLA-4?%%2% Ainsi, les 2 premiers anti-PD-1
(pembolizumab et nivolumab) ont obtenu une autorisation de mise sur le marché en 2014 dans
cette indication puis dans de nombreux autres cancers par la suite. A ce jour, quatre anticorps
ciblant PD-1 (pembrolizumab, nivolumab, cemiplimab et dostarlimab) et trois anticorps ciblant
PD-L1 (atezolizumab, durvalumab et avelumab) ont été autorisés par la FDA?%. D’un point de
vue mécanistique, le blocage de I’interaction PD-1/PD-L1 empéche la signalisation inhibitrice
de PD-1. De plus, des données obtenues chez la souris indiquent que 1’utilisation d’un anti-PD-
1 permet de restaurer la fonction d’un sous-type de lymphocytes T épuisés exprimant le facteur
de transcription TCF1287-2%8, Par ailleurs, le traitement avec les anti-PD-1 peut aussi affecter
d’autres sous-types comme les cellules myéloides. En effet, une analyse longitudinale de
I’infiltrat tumorale, effectuée chez la souris, montre qu’en présence d’anti-PD-1, le

compartiment myéloide est remodelé d’un profil M2-like vers un profil M1-like?®.

Pour tenter d’accroitre la part de patients répondeurs, de nombreuses combinaisons de
traitement associant les anti-PD-1/PD-L1 sont évaluées chez la souris et chez I’ Homme, en
témoigne la part croissante des combinaisons dans les essais cliniques des anti-PD-1/PD-
L1282 Parmi les premiéres testées, on peut citer 1’association anti-PD-1/anti CTLA-4. Cette
combinaison a été associée, chez la souris, a une augmentation significative du rejet tumoral et

21 En outre, chez

de la survie des animaux dans un mod¢le de vaccination antitumorale
I’Homme, la combinaison du nivolumab et de I’ipilimumab est associée a une augmentation de
taux de réponse et de la médiane de survie dans plusieurs cancers dont le mélanome
métastatique, le carcinome rénal avancé et le cancer du colon avec instabilité des microsatellites
et défaut de réparation des mésappariements>?. Cependant, ce gain d’efficacité se fait au prix

d’une toxicité fortement accrue®>.

Plus récemment, la combinaison anti-PD-1/anti-LAG-3 a été mise en avant avec
I’autorisation de mise sur le marché du relatlimab, un anti-LAG-3, dans le traitement du
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mélanome. En effet, chez la souris, I'utilisation d’anticorps ciblant PD-1 et LAG-3 permet un
rejet tumoral complet dans la majorité des animaux®**. Lors des études cliniques associant le
relatlimab au nivolumab, la médiane de survie sans progression a été plus que doublée avec
’association (10,2 mois contre 4,6 mois pour le nivolumab seul) et les taux de survie a 1 et 2

ans ont été accrus d’environ 5%, avec une toxicité modérée?®>.

Enfin, d’autres combinaisons sont évaluées comme celles avec de la chimiothérapie, la
radiothérapie, des inhibiteurs de 1’angiogenése ou encore des cytokines/anticorps agonistes afin
de favoriser I’initiation de la réponse et/ou stimuler 1’activité des lymphocytes T désinhibés par

les anti-PD-1/PD-L.12%,

De nombreuses autres molécules de co-inhibition sont en cours d’évaluation préclinique
et clinique pour ’immunothérapie du cancer parmi lesquelles on retrouve BTLA et son

ligand/récepteur HVEM.

e HVEM/BTLA

HVEM (Herpes Virus Entry Mediator) est un membre de la superfamille des récepteurs
au TNF (TNFRSF14). HVEM interagit avec de nombreux ligands incluant, les membres de la
superfamille du TNF, LIGHT et la lymphotoxine o, et les ligands de la famille des
immunoglobulines, BTLA (B and T Ilymphocyte attenuator) et CD160, ainsi que la
glycoprotéine D du virus Herpés simplex (Figure 11)**’. HVEM, comme ses ligands, est
largement exprimé par les cellules immunitaires et des cellules non-immunitaires incluant les

cellules épidermiques et endothéliales ainsi que certains neurones®*®,

Les interactions entre HVEM et ses ligands font intervenir certains des 4 domaines
riches en cystéines (CRD) composant le domaine extracellulaire ’HVEM selon la molécule
considérée. En effet, LIGHT va interagir avec les CRD2 et CRD3, 1a ou BTLA et CD160 vont
se lier a HVEM via le CRD1. De plus, la signalisation associée a I’engagement d’HVEM et de
BTLA ou CD160 est bidirectionnelle. En effet, I’engagement d’HVEM, quel que soit le ligand,
aboutit & une augmentation de D’activation, de la survie et des fonctions effectrices®”’. La
signalisation associée implique le recrutement des protéines TRAF, en particulier TRAF23%, et
I’activation de la voie NFkB. La stimulation de la voie PI3K/AKT a aussi été rapportée suite a

’engagement d’HVEM*!,

A D'inverse, I’engagement de BTLA, en tant que récepteur, conduit a un signal inhibiteur

dépendant des phosphatases SHP1 et SHP2, a I’instar de PD-1, limitant la phosphorylation de
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CD3( et ainsi la cascade de signalisation TCR et donc, ’activation des lymphocytes T3,
Néanmoins, bien que les protéines BTLA et PD-1 soient structurellement similaires, celles-ci
sont non redondantes dans leurs mécanismes d’inhibition de I’activation des lymphocytes T.
En effet, BTLA va recruter préférentiellement SHP1 contrairement a PD-1 dont I’activité passe
par SHP23®. Des travaux récents de Xu et al. suggérent I’existence d’un mécanisme
supplémentaire d’inhibition transitoire de 1’activation T, indépendant des phosphatases SHP1
et SHP23%, Par ailleurs, I’engagement de BTLA a aussi été associé au recrutement de la protéine
GRB2 et d’une sous-unité de PI3K, activant la voie AKT et aboutissant a un signal favorisant

la survie cellulaire®®*.

Pour CD160, la signalisation semble dépendante du type cellulaire et du contexte. En
effet, CD160 existe sous 2 formes : une forme a ancre GPI pouvant étre clivée et une forme
transmembranaire. La forme transmembranaire est associée a I’activation des cellules NK via
les voies de signalisations Erk1/2 et PI3K3%306 A 1’opposé, 1’engagement de CD160 par
HVEM est associé a un signal inhibiteur dans les lymphocytes T CD4*3%, Pour les lymphocytes
T CD8", le signal associé a I’engagement de CD160 est moins clair et semble dépendant du
contexte. Par ailleurs, la forme soluble de CD160 posseéde des propriétés inhibitrices du fait de
sa compétition avec la forme transmembranaire pour le CMH de classe I, le second ligand de

CD1603%,

Les interactions entre HVEM et ses ligands peuvent s’effectuer non seulement suite a
I’interaction entre 2 cellules différentes (interaction en « trans ») mais aussi sur une méme
cellule (interaction en « cis »)**°. La formation du complexe HVEM-BTLA en « cis » empéche
les interactions en « trans » avec d’autres ligands que LIGHT membranaire’”. De méme,
LIGHT peut perturber les interactions entre HVEM et BTLA en « trans » de maniére non
compétitive. En cas d’interaction en « cis », le signal inhibiteur délivré par BTLA est dominant
sur le signal NFkB activateur normalement généré par la stimulation d’HVEM?!°, Concernant
CD160 et LIGHT, une étude récente a montré que 1’engagement d’HVEM en « cis » par ces 2

molécules induit un fort signal de co-stimulation via NFkB3!°.
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La présence de la protéine HVEM a aussi été rapportée a la surface des cellules

tumorales. En effet, d’apres les données du « Human Protein Atlas », prés de 40% des tumeurs

exprimeraient HVEM, avec un fort niveau d’expression dans plus de 25% des cancers

thyroidiens, colorectaux, urothéliaux, rénaux, prostatiques et des lymphomes et mélanomes

testés>! 1312, Par ailleurs, Migita ef al. ont pu mettre en évidence, dans le cancer de 1’cesophage,

qu’HVEM était surexprimé par le tissu tumoral comparé au tissu sain adjacent®'>. Depuis 2014,

une dizaine d’études se sont intéressées au pronostic associé¢ a I’expression d’HVEM par la

tumeur. Dans la majorité de celles-ci, une forte expression d’HVEM ¢était associée avec un

mauvais pronostic (Table 5).

Table 5 : Pronostic associé a l’expression d’HVEM par la tumeur

N (niveau d’expression

d’HVEM)

Cancer
pronostic

Association avec le

Référence

Cancer colorectal

234 (119 high/115 low)

v (mauvais)

Inoue (2015)°14

Cancer gastrique

136 (61 high/75 low)

v (mauvais)

Lan (2017)33

Carcinome cesophagien

103 (42 high/61 low)

v (mauvais)

Migita (2014)3'3

Cancer du pancréas

224 (47 high/161 low)

v (bon)

Sideras (2017)3'¢
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Cancer

N (niveau d’expression

d’HVEM)

Association avec le

pronostic

Référence

Cancer du sein

1005 (166 pos/839 neg)

v (mauvais)

Tsang (2017)3"7

150 (66 high/84 low) v (mauvais) Hokuto (2015)3!8
Carcinome . .
. 154 (136 high/13 low) v (bon) Sideras (2017)"°
hépatocellulaire
221 (82 high/139 low) v (mauvais) Yi (2020)%°
Cholangiocarcinome 102 (52 high/50 low) v (bon) Ma (2021)3*!
Cancer de la vessie 402 (201 high/201 low) v (bon) Zhu (2018)3%
Cancer du poumon non a
415 (77 pos/338 neg) X Ren (2018)*2
petites cellules
Cancer du rein a cellules )
) 140 (99 high/41 low) v (mauvais) Tang (2019)*%*
claires
Cancer du foie ] )
) 104 (49 high/55 low) v (mauvais) Sasaki (2019)°%
métastatique
Mélanome 116 (51 high/65 low) v (mauvais) Malissen (2019)3%6

Concernant I’impact de cette expression sur la réponse immunitaire antitumorale, une
baisse du nombre des TIL a été observée dans les cancers de I’cesophage, hépatocellulaires et
colorectaux?!>314318 Cette réduction en nombre était associée a une diminution de ’expression
d’enzymes et de cytokines inflammatoires telles que le granzyme, la perforine et I'TFNy*!¥. Ces
données confirment les résultats obtenus précédemment par Derré ef al. dans le mélanome®?’.
L’ensemble de ces données suggerent qu’HVEM pourrait jouer un réle critique dans I’immuno-
¢évasion de certaines tumeurs en interagissant avec son ligand inhibiteur, BTLA, exprimé par
les TIL. Cette hypothése est appuyée par plusieurs études in vitro et in vivo, menées
principalement avec des cellules murines. Tout d’abord, en 2009, Han et al. ont montré que le
traitement de souris avec une forme soluble de la protéine BTLA, afin d’entrer en compétition
avec le ligand naturel, permettait de réduire le poids des tumeurs et d’augmenter la sécrétion
d’IL-2 et d’IFNy par les TIL**®. Quelques années plus tard, 1’utilisation d’un siRNA pour
bloquer I’expression d’HVEM par la tumeur a permis d’obtenir des résultats similaires avec
une lignée murine de cancer colorectal®'>. Enfin, une derniére étude a pu mettre en évidence
que le blocage de BTLA, associée a une chimiothérapie permettait de réduire le volume tumoral

dans un modéle murin de tumeurs péritonéales via une action sur les lymphocytes B**°.

45



Anticorps agonistes des cellules effectrices cytotoxiques

Par opposition aux points de contrdle inhibiteurs dont la fonction est de modérer la
réponse immunitaire afin d’éviter une activation excessive, il existe des points de controle
activateurs qui vont pouvoir favoriser I’activation des cellules effectrices de I’immunité. Ainsi,
’utilisation d’anticorps agonistes de ces molécules doit permettre de stimuler ces cellules

effectrices et ainsi promouvoir la réponse immunitaire antitumorale.
e 4-1BB/4-1BB-L

4-1BB (CD137, TNFRSF9) est un récepteur de la superfamille du TNF. Il a ét¢ identifié
a la surface de nombreux types cellulaires activés dont les lymphocytes T, les NK, les
lymphocytes B ou les DC**. De plus, 4-1BB a été identifié comme étant un marqueur majeur
des Treg intratumoraux>>!. A ce jour, un seul ligand de 4-1BB a été décrit : 4-1BB-L (TNFSF9),
retrouvé a la surface des CPA et de certaines cellules tumorales®**3*2. Sur les lymphocytes T,
la stimulation TCR est associée avec une expression transitoire de 4-1BB. L’engagement de 4-
1BB avec son ligand aboutit a un signal de co-stimulation puissant faisant intervenir les voies
NFkB, MAPK et ERK3 via TRAF1 et TRAF2, associé a la prolifération, la sécrétion d’IL-2 et
d’IFNy**3, ainsi qu’a ’augmentation de 1’expression de Bcl-x1. et Bfl-1 favorisant ainsi la survie

des lymphocytes T>3*,

L’interaction entre 4-1BB et 4-1BB-L a aussi des conséquences sur la cellule exprimant
le ligand. En effet, des modifications du métabolisme des monocytes/macrophages favorisant
la prolifération cellulaire ont été rapportées®*>33¢. Ces modifications font intervenir la voie de
signalisation AKT/mTOR avec le concours d’une tyrosine kinase SRC*®. Une autre étude
mentionne 1’implication de la voie de signalisation des MAPK et ERK 1,2 dans les monocytes
humains®*’. Pour les lymphocytes, une étude menée chez la souris a mis en évidence que pour
les cellules exprimant 4-1BB-L, la signalisation associée pouvait inhiber I’activation en

338

condition non-inflammatoire”>°. Dans ce cas, 4-1BB exprimé suite a I’activation serait séquestré

par son ligand en « cis » et internalisé, limitant la co-stimulation en « trans ». De plus, 4-1BB-

L serait capable de transduire directement un signal inhibiteur.

En contexte tumoral, une étude récente a mis en évidence le role d’un rétrosignal,

consécutif a l‘interaction 4-1BB/4-1BB-L, limitant 1’accumulation des lymphocytes B

339

pathologiques dans un mode¢le de lymphome murin®>”. Dans des lignées de cancer du poumon

non a petites cellules, le rétrosignal passant par 4-1BB-L est accompagné de I’inhibition de la

340

prolifération et de I’induction de I’apoptose”™”. Des résultats similaires ont été obtenus dans le
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my¢lome multiple®®'. A I’inverse, dans le cancer du cdlon, Ge et al. ont mis en évidence un role

du 4-1BB-L nucléaire dans la prolifération et la capacité d’invasion des cellules tumorales en

limitant I’accumulation de Gsk3p, un régulateur de la voie Wnt>*2,

Dans des mod¢les précliniques murins de sarcome (faiblement immunogene) et de
mastocytome (fortement immunogene), 1’utilisation d’anticorps agonistes de 4-1BB conduit a
un rejet massif des tumeurs®*. Ces résultats ont été confirmés dans divers autres modéles,
soulignant I’effet de ces anticorps sur la rupture de la tolérance a la tumeur®****. Sur la base de
ces résultats, 2 anticorps agonistes ciblant 4-1BB humain, I’'urelumab et I’'utomilumab, ont été
développés®*S. L’urelumab en monothérapie a rapidement été mis de coté du fait de la forte
toxicité hépatique associée, il est actuellement testé¢ a faible dose en association avec le
nivolumab. A I’opposé, du fait de son faible agonisme, I’utomilumab est peu toxique mais aussi,
peu efficace et est aussi en cours d’évaluation en combinaison avec le pembrolizumab ou des

thérapies a base de transfert adoptif**°.

e ICOS/ICOSLG

ICOS (CD278) est une autre molécule de co-stimulation de la famille de CD28 et est
exprimée a la surface des lymphocytes T (effecteurs et régulateurs) suite a une activation TCR.
Un seul ligand a été identifi¢ pour ICOS : ICOS ligand (ICOSLG, CD275). ICOSLG est
exprimé a la surface des CPA, incluant les macrophages, les DC et les lymphocytes B, mais
aussi a la surface de certaines cellules non-hématopoiétiques, dont certaines cellules tumorales,
et des cellules endothéliales®*’>*%, L expression d’ICOSLG est augmentée en présence de
cytokines inflammatoires dont le TNF-a et s’accompagne du recrutement de cellules effectrices

347 C’est notamment le cas dans le cas du rejet de greffe allogénique®*.

au sein des tissus

A P’instar de CD28, ICOS est impliqué dans les processus de prolifération, de survie et
de différentiation des lymphocytes T, notamment via la voie PI3K/AKT?. Néanmoins,
contrairement a ce dernier, la stimulation d’ICOS ne permet pas la synthése d’IL-23%!. ICOS est
aussi impliqué dans le processus de différenciation des lymphocytes T folliculaires en régulant
le facteur de transcription c-Maf>? et joue un role majeur dans la stabilité du centre
germinatif>>3. De plus, I’interaction entre ICOS et ICOSLG est associée a un rétrosignal. Celui-
ci a notamment été observé avec les DC ou I’engagement d’ ICOSLG induit la sécrétion d’IL-6
via la phosphorylation des MAPK?*,

De par son expression sur les cellules effectrices et régulatrices, ICOS peut étre impliqué
dans des processus pro- et antitumoraux. En effet, ICOS joue un role majeur dans

355

I’amplification de la réponse T CD8" cytotoxique>. De plus, ICOS est aussi impliqué dans la
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fonction et le maintien des Treg et leur sécrétion d’IL-10 et de TGF-B**¢. Par ailleurs,
I’expression d’ICOSLG a été rapportée dans certains cancers hématologiques mais aussi dans
plusieurs tumeurs solides incluant le cancer colorectal, le glioblastome (pas d’expression au
niveau du tissu sain) ou le mélanome* ', Dans le cancer colorectal, I’expression d’ ICOSLG
corrélait seulement avec les lymphocytes T CDS8*. En revanche, dans le mélanome et le
glioblastome, 1’expression d’ ICOSLG par la tumeur a été associ¢e a I’expansion des Treg et a
I’expression d’IL-10 par ces derniers.

Ainsi, la modulation d’ICOS dans le cancer peut se faire en utilisant des anticorps
agonistes ou antagonistes. Ainsi, au moins 2 études ont montré la synergie potentielle entre des
agonistes d’ICOS et un anti-CTLA-4 en forcant I’expression d’ICOSLG par la tumeur via un

virus recombinant in vivo’°!

ou en vaccinant des animaux avec une tumeur modifiée pour
exprimer ICOSLG?%2. Dans les 2 cas, I’association a été associée a un rejet tumoral. Par ailleurs,
le ciblage d’ICOS avec des anticorps antagonistes devrait permettre d’inhiber la fonction et la
prolifération des Treg, favorisant ainsi I’action des cellules effectrices. Plusieurs anticorps
ciblant ICOS font (ou ont fait) ’objet d’essais cliniques. A ce jour, le développement de quatre
d’entre eux (3 agonistes et 1 antagoniste), seul ou en combinaison avec des anti-CTLA-4 ou
anti-PD-1 a été interrompu en raison de résultats décevants. Deux nouveaux anticorps sont
actuellement en phase précoce de leur développement clinique : I’alomfilimab, une IgG1 avec
des propriétés agonistes et qui dépléterait les Treg*®, et I’izuralimab, un anticorps bispécifique

associant un anticorps anti-ICOS agoniste avec un anti-PD-13%,
Modulation des cellules régulatrices pour stimuler la réponse antitumorale

La plupart des stratégies de traitement évoquées jusqu’a présent visent principalement
a stimuler la réponse effectrice en favorisant directement 1’activation des cellules effectrices ou
en levant les mécanismes d’inhibition intrinséques de ces cellules. Une autre stratégie possible
pour stimuler la réponse effectrice est de cibler les cellules régulatrices afin de limiter leur
présence dans la tumeur et/ou leur fonctionnalité. Cet objectif peut étre atteint en les déplétant
directement, a I’instar des anti-CTLA-4 dont une partie du mécanisme pourrait passer la
déplétion des Treg*®® ou en limitant les signaux les favorisant au sein de la tumeur. Dans cette
partie, nous nous focaliserons sur les stratégies visant les Treg. Néanmoins, des stratégies visant
les MDSC ou les CAF sont aussi en cours d’évaluation®®%-3¢7,
Le role des Treg dans le contrdle de I’'immunité antitumorale a été mis en évidence des

1999 avec des expériences de déplétion chez la souris avec un anti-CD25°%. De la méme

manicre, 1’utilisation d’un anti-CD4 a permis le rejet de tumeur a un stade tardif en déplétant
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les Treg et en altérant ainsi I’environnement cytokinique tumoral*®. Enfin, I’utilisation de
modeles de souris FoxP3-DTR, permettant la déplétion ciblée des Treg en présence de toxine
diphtérique a permis de montrer que I’absence de Treg permettait un meilleur contrdle de la
croissance tumorale allant jusqu’au rejet selon le moment auquel la toxine est administrée’”°.
Chez I’Homme, leur présence en forte proportion a été associée a un plus mauvais pronostic
dans la plupart des cancers'?’, avec la subtilité que les Treg sont définis, dans la plupart des
études, sur la base de I’expression du facteur de transcription FoxP3 qui s’avere aussi étre
exprimé par une fraction des lymphocytes T effecteurs. Cette fraction de lymphocytes T
effecteurs exprimant FoxP3 est fortement présente dans certains cancers comme le cancer
colorectal’’”!. Dés lors, plusieurs stratégies ont été envisagées afin de limiter la présence des
Treg au sein de la tumeur et ainsi, promouvoir la réponse antitumorale. Celles-ci peuvent étre
divisées en 2 grandes catégories : celles visant a réduire le nombre de Treg au sein de la tumeur

et celles visant a moduler leur activité''8.

La plupart des stratégies visant a réduire le nombre de Treg s’appuient sur le ciblage de
molécules fortement exprimées par ceux-ci avec des anticorps déplétant, c’est par exemple le
cas pour CD25°"2, CCR4’", GITR*", 4-1BB>”° ou GARP*’®. De plus, I'utilisation de certaines
chimiothérapies comme le cyclophosphamide a faible dose permet aussi une déplétion, plus ou

moins spécifique, des Treg!>°

. Concernant la modulation de I’activité des Treg, il a été rapporté
que l’utilisation d’un anticorps agoniste pour GITR, dans le glioblastome, permettrait la
différentiation des Treg vers un phénotype effecteur Th1 avec la sécrétion d’IFNy et de TNFa,
aboutissant a une réduction de la croissance tumorale®””. Par ailleurs, dans un modéle murin, le
blocage de ’activité de GARP avec un anticorps permet d’inhiber 1’activation du TGF-f et
ainsi d’augmenter le controle de la croissance tumorale®’®. Des résultats similaires ont été
obtenus avec des anticorps ciblant les ectonucléotidases CD39 et CD73 en combinaison avec

de I’oxaliplatine®”.

Récemment, de nouvelles stratégies ont émergé pour améliorer la spécificité des
traitements vis-a-vis des Treg. Ainsi, en 2019, Dao et A/ ont utilisé un anticorps mimant le
TCR pour cibler FoxP3 intracellulaire®®’. Cet anticorps est dirigé contre un épitope de FoxP3
présenté par HLA-A*02:01. Ainsi, celui-ci est capable de se fixer spécifiquement sur les Treg
FoxP3" (CD4" CD25" CD127) et de les dépléter par ADCC. Par ailleurs, Sinclair et AL ont
généré un oligonucléotide antisens de FoxP3 (AZD8701) en utilisant une technologie
propriétaire de Ionis Pharmaceuticals®®!. L’utilisation d’AZD8701 in vitro a été associée avec

une diminution des fonctions suppressives des Treg. De plus, ’expression de FoxP3 a été
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modulée négativement par AZD8701, de maniere dose-dépendante, dans des modeles murins
et de souris humanisée. Une autre stratégie pour éliminer plus spécifiquement les Treg de la
tumeur consiste en [’utilisation d’anticorps ciblant CD25 couplés a un photoabsorbeur
(photoimmunothérapie) permettant de focaliser un rayonnement infrarouge proche, et ainsi,
induire des dommages létaux aux cellules®®?. Par ailleurs, dans 1’objectif de concentrer les effets
du traitement dans la tumeur et de limiter les conséquences du traitement en périphérie, un anti
CTLA-4 conditionnel (anti-CTLA-4 DVD) a été développé®®>. Cet anticorps, testé dans des
mod¢les murins, possede une seconde chaine variable spécifique d’un antigéne tumoral et qui
masque 1’anti-CTLA-4. Une fois dans la tumeur, la seconde chaine variable est clivée par une
sérine protéase présente au sein de la tumeur, libérant ainsi le site de liaison de I’anti-CTLA-4.
Cette stratégie permet de découpler I’efficacité thérapeutique de la toxicité associée aux anti-
CTLA-4. Enfin, 'utilisation de divers anticorps bispécifiques est en cours d’évaluation pour
renforcer la spécificité de liaison envers les Treg**. Parmi ces anticorps, on peut citer I’ATOR-

1015 ciblant CTLA-4 et OX40 ou I’ATOR-1144 ciblant CTLA-4 et GITR.

[IT) Principes experimentaux et objectifs du projet

a) La souris humanisée comme modele d’étude de I’immunité
antitumorale

Malgré de multiples avantages, les modeles murins ne permettent pas de refléter
enti¢rement la biologie humaine. En effet, de nombreuses différences existent entre les
systémes immunitaires humain et murin®®*, on peut citer, par exemple, le CD28 qui est exprimé
dans 100% des lymphocytes T chez la souris contre 50 a 80% chez I’Homme** ou encore la
capacité des lymphocytes T activés humains a exprimer le CMH de classe II ainsi que les
protéines CD80 et CD86°%". En conséquence, prés de 85% des traitements, qui ont montré un
intérét chez la souris, s’aveérent inefficaces ou toxiques lors des essais cliniques chez
I’Homme?*®. Pour tenter de se rapprocher de la physiologie humaine, des modéles de souris dits
humanisées ont été développés. Dans le cadre de cette theése, les modeles concernés sont ceux
générés a partir de souris immunodéficientes dans lesquelles sont co-greffées une tumeur
humaine (lignée ou dérivée de patient) et/ou un systéme immunitaire humain. L’ utilisation de
souris humanisées permet, par exemple, de retrouver la forte toxicité associ€e au traitement par
anti-CTLA-4 observée en clinique mais limitée dans les modéles murins utilisés

classiquement’*°-3%,

e Souris immunodéficientes
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L’existence d’une réponse xénogénique est un obstacle majeur a [’utilisation de cellules
humaines (tumorales ou immunitaires) dans des modeles murins immunocompétents. Pour
contrer ce phénomeéne, différents génes impliqués dans le développement, la survie ou la
fonction des cellules du systéme immunitaire ont ét¢€ inactivés pour favoriser la prise des greffes
de cellules humaines (Table 6). Ainsi, le ciblage des geénes Foxnl, Rag2 ou Prkdc conduisent a
une absence de lymphocytes T et B, la délétion des geénes /L-2rg et B2m affecte les NK et la
présence d’un fond génétique NOD ou D’insertion d’un SIRPo humain prévient de la
phagocytose par les macrophages murins*!. En sus des altérations génétiques des souris
immunodéficientes, I’insertion de génes humains codant pour certaines cytokines (ou a défaut,
une supplémentation en cytokines humaines) est aussi possible afin de favoriser le

développement et/ou le maintien de certaines sous-populations immunitaires humaines*2,

Table 6 : Les principales souches de souris immunodéficientes utilisables pour générer des souris
humanisées (Adapté de Tian et al., Front. Oncol., 2020)""

Name Strain T B NK Macrophage (for human cells) Complement
Nude Foxn 1 No Yes VYes Phagocytose Yes

Scid BB.CB17-Prkdc®#9/5z) No Mo Yes Phagocytose Yes

BRG BALB/c.Rag2~/~ IL-2Rg: /™ No No No Partial tolerant Yes

NOD-scid NOD.CB17-Prkdc®9/) No No Function impaired Tolerant No C5
NOD/SCID B2m™  NOD.Cg-B2m!™ Ve Prkded/Sz.) No Mo Function loss Tolerant No C5

NSG NOD.Cg-Prkdesd|L2rg!™ Wil /Sz) Ne Mo No Tolerant No C5

NOG NOD.Cg-Prkdesd|L2rg"™ 1598/ JicTac No MNeo No Tolerant No C5

BRGS BALB/c.Rag2-/~IL-2Rgz '~ NOD.sirpa No MNo No Tolerant Yes
hSIRPa-BRG BALB/c.Rag2~/~IL-2Rg, '~ human.sirpa Ne No No Tolerant Yes

e Mode de reconstitution
L’apport des cellules immunitaires humaines peut se faire de 2 manicres principales :
(1) T’injection directe de cellules matures (PBMC) et (2) la greffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) CD34" isolées de sang de cordon ou mobilisées en périphérie (Figure

12 ; Table 7). Ce dernier mod¢le peut étre complété par 1’addition de tissus feetaux humains.

o Modele PBMC
Ce modele est généré en injectant des PBMC a une souris immunodéficiente avec ou
sans conditionnement préalable par irradiation®>***, Ce modeéle permet la mise en place rapide
d’un systéeme immunitaire fonctionnel bien que fortement biaisé en faveur des lymphocytes T.
La présence de certaines cytokines comme 1I’[L-18, le GM-CSF, I'TFN-y, ’IL-10 et I’IL-2 a été
rapportée dans ces souris, contribuant a la survie des cellules humaines®*. En lien avec le biais
CD3", la principale limite de ce modéle est le développement d’une maladie du greffon contre

I’hote (GvHD) d’origine xénogénique au bout de 4 a 8 semaines®®*. Par ailleurs, ce modéle
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permet d’utiliser un tissu tumoral et des PBMC issus d’un méme donneur pour étudier I’effet

d’un traitement sur la réponse allogénique’*°.

o Modéele CSH

Une autre possibilité est ’utilisation de cellules souches hématopoiétiques CD34"
isolées de sang de cordon ou du sang périphérique. La greffe de CSH s’effectue aprés une
my¢loablation par irradiation ou traitement avec du busulfan et peut étre effectuée chez le
souriceau de quelques semaines ou directement chez le nouveau-né. Ce modele permet la
reconstitution, en une vingtaine de semaines, d’un systéme immunitaire humain plus complet

que le modele PBMC, avec des lymphocytes B et des cellules myéloides, et ce, avec une GvHD

retardée®”’.
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Figure 12 : Les différents modes de reconstitution d’un systéeme immunitaire humain en souris
humanisée et la cinétique de reconstitution associée (Adapté de Cogels et al., Front. Oncol., 2021)°*.
(A) Humanisation par injection de PBMC, (B) humanisation par greffe de cellules souches

hématopoictiques (HSC).
o Modele CSH + tissus feetaux
Ce mode¢le est similaire au précédant auquel sont ajoutés des morceaux de foie et thymus
feetaux sous la capsule rénale. Le principal intérét de cet ajout par rapport au modele CSH est
I’éducation des cellules pro-T sur un CMH humain contre un CMH murin dans le modé¢le

précédent®”®. De plus, les LB sont fonctionnels avec une commutation de classe et la production
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d’anticorps spécifiques™ . La principale limite de ce modele est la nécessité d’obtenir des tissus

feetaux et donc, les contraintes réglementaires et éthiques associées.

e Applications et pertinence du modele de souris humanisée en cancérologie

Au cours des derni¢res années, les modeles de souris humanisées ont prouvé leur intérét
pour [’évaluation de nouvelles immunothérapies antitumorales incluant des thérapies
cellulaires, géniques ou a base d’anticorps. Ces €tudes incluent, entre autres, 1’utilisation d’anti-
PD-1/PD-L1/CTLA-4, ainsi que d’anticorps agonistes ciblant ICOS ou 4-1BB*!. D’un point
de vue mécanistique, les modeles de souris humanisées ont majoritairement confirmé les
données observées chez les patients traités par ces anticorps, incluant I’augmentation de la
production d’IFNy par les lymphocytes T CD8" ou la diminution des proportions de Treg et de

cellules myéloides dans la tumeur***4%?

. Par ailleurs, I’utilisation de modéles de souris
humanisées associant ’utilisation d’une tumeur dérivée du patient (PDX) et des cellules
immunitaires autologues (modele « avatar ») est aussi envisagée afin de prédire la réponse d’un

patient aux immunothérapies et aider a personnaliser le traitement**,

. Ja \ . .o 5-
Table 7: Avantages et inconvénients des modéles de souris humanisées™” "’

Modele Avantages Inconvénients
PBMC Simple a mettre en place GvHD rapide (4-6 semaines)
Reconstitution rapide Biais lymphocytes T (+ de 90%)

Prise de greffe robuste
Coft limité

CSH Présence de lymphocytes T, LB et | Mise en place longue
cellules myéloides Lymphocytes T éduqué sur un MHC
Relativement simple a générer murin
GvHD retardée Réponses B suboptimales
Colit ¢levé
Disponibilité des CSH
CSH + | Présence de lymphocytes T, LB et | Complexe a mettre en place
tissus cellules myéloides (chirurgie)
feetaux GvHD retardée Reconstitution longue
Lymphocytes T éduqués sur un CMH | Nécessite des tissus feetaux humains
humain (contraintes réglementaires et

Immunité au niveau des muqueuses | éthiques)
Colit ¢élevé

b) Hypotheses de travail

L’apparition des inhibiteurs de points de contréle immunitaire (et des immunothérapies

en général) a permis une avancée considérable dans la prise en charge des patients atteints de
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cancer, montrant le role cl¢ du systéme immunitaire dans le controle du développement tumoral.
Néanmoins, une part importante des patients atteints de cancer reste non répondeuse et la
toxicité associée a ces thérapies est non négligeable, soulevant la nécessité¢ d’identifier de
nouveaux mécanismes d’évasions et de nouvelles cibles pour I’immunothérapie permettant

d’atteindre les tumeurs qui ne sont pas sensibles aux thérapies actuellement disponibles.

Ainsi, mon projet de theése se divise en 2 grandes parties : (1) I’évaluation ’HVEM en
tant que nouvelle cible pour I’immunothérapie a travers 1’utilisation d’un anticorps monoclonal
visant HVEM humain en souris humanisée avec des PBMC et (2) la validation du réle de
certains ligands exprimés par la tumeur dans la modulation de la réponse immunitaire,
notamment en favorisant les Treg, dans des mod¢les murins et de souris humanisées avec des

CSH CD34".
Ciblage ’HVEM pour Pimmunothérapie du cancer

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I’impact de 1’expression
d’HVEM par les tumeurs sur le systéme immunitaire et la croissance tumorale dans le cancer
de la prostate en souris humanisée. Dans la continuité de la thése du Dr Simon Brunel, nous
avons poursuivi 1’étude d’un anticorps monoclonal ciblant HVEM. Cet anticorps a été fourni
par le Pr Daniel Olive dans le cadre d’une collaboration pour 1’évaluation du potentiel
thérapeutique d’anticorps ciblant I’axe HVEM/BTLA et a été testé dans un modéle de souris
humanisées avec des PBMC greffées avec des lignées tumorales humaines de cancer de la
prostate exprimant ou non HVEM. Enfin, le contenu en TIL des tumeurs a été analysé afin de

tenter d’identifier le mécanisme d’action in vivo de I’anti-HVEM.
Role de ligands tumoraux dans la modulation de la réponse antitumorale

Au cours des 2 derniéres années, nous avons initi¢ un second projet s’intéressant aux
interactions potentielles entre les Treg et les cellules tumorales. En effet, celles-ci restent peu
¢tudiées alors que, la tumeur modelant son microenvironnement a son avantage, elles sont
susceptibles d’étre une des clés pour atteindre les Treg tumoraux tout en limitant les effets
systémiques. Ainsi, en utilisant des lignées exprimant ou non les ligands d’ICOS et 4-1BB et
des modeles de souris immunodéficientes et immunocompétentes (syngéniques pour 4-1BB-L
ou humanisées pour ICOS-L), nous avons cherché a savoir comment 1’expression de ces
molécules, largement exprimées par les tumeurs, modulait la réponse immunitaire antitumorale.
Les comparaisons de croissance tumorale ont été complétées, quand cela était possible, par des

analyses des TIL (protéomique par cytométrie spectrale et/ou transcriptomique).
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I) Etude d’un anticorps monoclonal ciblant HVEM dans un
modéle de cancer de la prostate en souris humanisée

Objectif
L’objectif de cette ¢tude était d’évaluer le potentiel thérapeutique du ciblage d’HVEM
dans I’'immunothérapie du cancer. Ce travail s’inscrit dans la cadre d’une collaboration avec le

Pr Daniel Olive et la continuité des travaux initiés par le Dr Simon Brunel au cours de sa these.

Méthode

Nous avons évalué un anticorps murin ciblant HVEM humain (clone 18.10) dans un
modele de souris humanisées avec des PBMC et greffées en sous-cutanées avec des tumeurs
exprimant ou non HVEM. Cette évaluation s’est faite par le suivi de la croissance tumorale et

I’analyse de la composition des TIL.

Résultats

A partir des données du TCGA, nous avons pu montrer qu HVEM, associ¢ a BTLA,
¢tait un facteur de mauvais pronostic dans le cancer de la prostate. Ensuite, nous avons pu
montrer que [’utilisation d’un anticorps ciblant HVEM humain permettait d’améliorer le
controle de la croissance tumorale en souris humanisées, cet effet étant dépendant de
I’expression d’HVEM par la tumeur. D’un point de vue mécanistique, nous avons mis en
évidence que I’effet antitumoral dépendait, au moins en partie, des lymphocytes T CD8" et plus
particulicrement, de leur nombre et leur prolifération au sein de la tumeur. Enfin, la
comparaison directe des croissances des clones tumoraux en souris immunodéficientes et
humanisées, nous a permis de confirmer qu’HVEM ¢était un point de contrdle de I’immunité T

antitumorale.

Conclusion

Cette ¢tude a mis en évidence le potentiel du ciblage ’HVEM pour I’immunothérapie
du cancer dans le cas ou la tumeur exprime HVEM. Par ailleurs, elle nous a aussi permis de
mettre au point un mod¢le relativement simple pour valider de nouveaux potentiels points de

controle immunitaire T.

Ce travail a fait ’'objet d 'une publication dans la revue Cancers (disponible ci-apres). Dans la
cadre de cette publication, j’ai contribué a au moins 50% des données générées pour chacune

des figures principales et les figures supplémentaires 2 a 4.
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Simple Summary: Current immune checkpoint inhibitors have shown limitations for immunother-
apy of prostate cancer. Thus, it is crucial to investigate other immune checkpoints to prevent disease
progression in patients with prostate cancer. Here, we first show that the HVEM/BTLA immune
checkpoint is associated with disease progression in patients. We then show that immunotherapy
aimed at targeting HVEM reduced tumor growth twofold in vivo in a humanized mouse model of
the pathology. The mode of action of the therapy was dependent on CD8" T cells and is associated
with improved T cell activation and reduced exhaustion. Finally, we demonstrated that HVEM
expressed by the tumor negatively regulated the anti-tumor immune response. Our results indicate
that targeting HVEM might be an attractive option for patients with prostate cancer.

Abstract: The herpes virus entry mediator (HVEM) delivers a negative signal to T cells mainly
through the B and T lymphocyte attenuator (BTLA) molecule. Thus, HVEM/BTLA may represent a
novel immune checkpoint during an anti-tumor immune response. However, a formal demonstration
that HVEM can represent a target for cancer immunotherapy is still lacking. Here, we first showed
that HVEM and BTLA mRNA expression levels were associated with a worse progression-free
interval in patients with prostate adenocarcinomas, indicating a detrimental role for the HVEM/BTLA
immune checkpoint during prostate cancer progression. We then showed that administration of a
monoclonal antibody to human HVEM resulted in a twofold reduction in the growth of a prostate
cancer cell line in NOD.SCID.gc-null mice reconstituted with human T cells. Using CRISPR/Cas9,
we showed that the therapeutic effect of the mAb depended on HVEM expression by the tumor,
with no effect on graft vs. host disease or activation of human T cells in the spleen. In contrast,
the proliferation and number of tumor-infiltrating leukocytes increased following treatment, and
depletion of CD8" T cells partly alleviated treatment’s efficacy. The expression of genes belonging
to various T cell activation pathways was enriched in tumor-infiltrating leukocytes, whereas genes
associated with immuno-suppressive pathways were decreased, possibly resulting in modifications
of leukocyte adhesion and motility. Finally, we developed a simple in vivo assay in humanized
mice to directly demonstrate that HVEM expressed by the tumor is an immune checkpoint for T
cell-mediated tumor control. Our results show that targeting HVEM is a promising strategy for
prostate cancer immunotherapy.

Keywords: immune checkpoint; HVEM; BTLA; monoclonal antibody; cancer immunotherapy;
humanized mice; prostate cancer

1. Introduction

Immune escape by tumors is now considered a hallmark of cancer [1]. Many immune
mechanisms may explain the loss of tumor control, including defective MHC function
and expression, recruitment of suppressive immune cells, and expression of co-inhibitory
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receptors such as PD-L1 [2]. In the last few years, targeting co-inhibitory receptors with
monoclonal antibodies has shown impressive results in tumor regression and overall
survival, leading to the approval of anti-CTLA-4, anti-PD-1, and anti-PD-L1 in numerous
cancers [3]. However, the success of immune checkpoint inhibitors (ICI) remains partial
as many patients fail to respond. This is particularly relevant for prostate cancer (PCa),
the second deadliest cancer in the industrialized world and for which numerous clinical
trials using ICI monotherapy have been disappointing [4]. Limited tumor infiltrates (cold
tumors) or low expression of the targeted molecule may explain the relative inefficiency of
ICI [5,6]. To overcome these limitations, other pathways that might be involved in immune
escape must be investigated as these could complement actual therapies.

Recently, a new co-inhibitory pair was identified as a checkpoint of the anti-tumor
immune response: HVEM (herpes virus entry mediator, TNFRSF14) and BTLA (Band T
lymphocyte attenuator) [7]. Many immune cells can express these two molecules, including
T and B cells, and BTLA is involved in the regulation of many biological processes [8].
HVEM signaling through BTLA inhibits T cell activation through recruitment of Src-
homology domain 2-containing protein tyrosine phosphatases, SHP-1, and SHP-2 to the
phosphorylated tyrosines of immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif [9]. Addi-
tionally, the HVEM network includes many additional partners, such as LIGHT, herpes
simplex virus-1 (HSV-1), glycoprotein D (gD), lymphotoxin « (Ltx), or CD160 [7]. The
binding of HVEM to CD160 is associated with the inhibition of CD4* T cell activation [10],
whereas it activates CD8"* T cells [11] and NK cells [12].

LIGHT is a T cell activator because transgenic expression of LIGHT in T cells leads to
massive activation, especially in mucosal tissues [13]. In contrast, stimulation of HVEM
expressed by T cells by any of its ligands is associated with proliferation, survival, and
production of inflammatory cytokines, such as IL-2 and IFN-y [14,15]. Thus, the HVEM
network is complex, and T cell activation or inhibition may follow HVEM engagement
depending on cis- or transactivation by various ligands in various types of cells.

Although the role of HVEM in T cell activation is well established, the role of HVEM
expressed by tumor cells on the immune system is not clear. Several clinical studies have
shown that HVEM expression is upregulated in many types of cancers including colorectal
cancers [16], melanomas [17], esophageal carcinomas [18], gastric cancers [19], hepatocarci-
nomas [20], breast cancers [21], lymphomas [22], and PCa [23]. In these studies, a worse
prognosis and lower survival of patients correlated with high levels of HVEM expression
in the tumors or with elevated detection of soluble HVEM in the serum. Moreover, a
reduction in the number of tumor-infiltrating leukocytes (TILs) is also associated with
HVEM expression in tumors [13,15,17], indicating a detrimental role for HVEM in various
cancers. In addition, different strategies to inhibit HVEM expression or function lead to
increased T cell proliferation and function in syngeneic tumor mouse models [18,24,25].
However, to our knowledge, no study to date has assessed the possibility of using a mono-
clonal antibody (mAb) to HVEM to favor the anti-tumor immune response in a humanized
context in vivo.

Similarly, upregulated expression of BTLA on CD8* or CD4* T cells or increased levels
of soluble BTLA were associated with unfavorable prognosis for gallbladder cancer [26],
diffuse large-B cell lymphoma [27], clear cell renal cell cancer [27], and prostate cancer
patients [23]. Moreover, we have shown that tumor-specific CD8* T cells are inhibited in
melanoma patients through HVEM/BTLA signaling [28]. The safety of a mAb against
BTLA is currently being evaluated in a clinical trial (NCT04278859).

To generate humanized mice, we used immuno-compromised NOD.SCID.yc-null
(NSG) mice, which are deprived of murine T, B, and NK cells, but that retain functionally
immature macrophages and granulocytes [29]. Patient-derived xenografts (PDX) have
been shown to faithfully recapitulate tumor architecture and clinical features in breast [30],
ovarian [31], lung [32], skin [33], and prostate [34] cancers. However, it is challenging
to generate PDX mouse models on a regular and consistent basis. Humanized mice
grafted with human cancer cell lines have been used in hundreds of studies to evaluate
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the efficacy of various treatments for cancer immunotherapy [35]. Regardless of the
mode of reconstitution of the human immune system in NSG mice (from progenitors
or peripheral blood, as herein), all suffer from the same drawback that human T cells
will be allogeneic to the tumor. This would prevent the tumor antigen-specific response
to be accurately measured in humanized mice. Nevertheless, accumulating evidence
indicates that, in addition to their different proportions in the naive T cell repertoire, a
high degree of similarity exists between antigen-specific and allogeneic-specific immune
responses [36,37]. Furthermore, T cell response to the tumor is not restricted to antigen-
specific T cells but can also imply bystander T cells, which are not specific but actively
engaged in tumor control [38,39]. Thus, despite some limitations, humanized mice may still
provide valuable clues on therapeutic strategies aimed at enhancing the allogeneic immune
response mediated by human T cells to the tumor, with relevance to T cell-mediated tumor
antigen-specific and bystander immune responses in cancer patients. In this study, we
investigated the therapeutic potential of a monoclonal antibody targeting human HVEM in
humanized mice and the underlying cellular and molecular mechanisms associated with
therapeutic efficacy.

2. Results
2.1. HVEM and BTLA Were Associated with Lower Progression-Free Intervals in Prostate
Cancer Patients

Analysis of TCGA (The Cancer Genome Atlas) revealed that HVEM mRNA was
expressed at high levels in the PRAD (PRostate ADenocarcinomas) dataset (normalized
log, counts > 10) and higher levels in primary tumors than in patient-matched normal
tissues (Figure 1A). In contrast, BTLA was expressed at low (normalized log, counts < 3)
and similar levels in the tumor and patient-matched normal tissues (Figure 1B). For patients
with Gleason scores of 6 or 7 (low-grade adenocarcinomas), above-median expression of
HVEM was associated with a lower progression-free interval (PFI) over 5 years, whereas
this was not observed for BTLA (Figure 1C). In contrast, HVEM mRNA expression levels
were not correlated with good or poor PFI in patients with more advanced disease (Gleason
scores of 8 or 9), but above-median expression of BTLA was associated with a lower PFI
(Figure 1D). Overall, the above-median expression of HVEM and BTLA together was a
poor prognostic factor for PFI irrespective of the clinical score (Figure 1E). Interestingly, this
was not observed for the PD1/PD-L1 co-inhibitory signaling pathway (Figure 1F). These
results indicate a detrimental role of HVEM/BTLA in PCa at all stages of the disease and
suggest that blocking the HVEM/BTLA pathway might be an attractive option for PCa
patients. Accordingly, we focused the rest of the study on PCa cell lines in vivo.

2.2. Targeting HVEM with a mAb Improved Tumor Control in Humanized Mice

We first determined whether targeting HVEM with a mAb could impact tumor growth
in vivo. For this, we implanted prostate cancer cell lines in NSG mice and grafted human
PBMCs a few days later. No differences in tumor growth were observed in mice grafted
with the prostate cancer cell line DU145, which did not express HVEM (Figure 2A). In
contrast, a twofold reduction in tumor growth was observed in mice grafted with the
HVEM-positive PC3 prostate cancer cell line (Figure 2B). The presence of human cells was
mandatory for the efficacy of the mAb since tumor growth was unaffected by the treatment
in non-humanized NSG mice (Figure S1A). The lack of an effect in non-humanized mice
also indicates that the mAb did not directly kill the PC3 cell line in vivo. To formally
demonstrate that HVEM on the tumor was required for therapeutic efficacy of the mAb,
we generated an HVEM-deficient PC3 cell line (clone 1B11) using CRISPR-Cas9 ribonucleo-
protein (RNP) transfection. Treatment with the mAb was completely inefficient on the 1B11
clone in humanized mice (Figure 2C), showing that HVEM expression by the tumor was
mandatory for the therapeutic efficacy of the mAb. Notably, the mAb was also effective at
controlling tumor growth in humanized mice grafted with the HVEM-positive melanoma
cell line Gerlach but not with the HVEM-negative triple-negative breast cancer (TNBC) cell



Cancers 2021, 13, 3009

40f16

line MDA-MB-231 (Figure S1B,C). Altogether, these results indicate that the therapeutic
efficacy of targeting HVEM was independent of the tumor tissue origin but rather strictly

dependent on HVEM expression by the tumor.
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Figure 1. HVEM and BTLA were associated with lower progression-free intervals in prostate cancer
patients. Expression of HVEM (A) and BTLA (B) mRNA (expressed as log, of normalized counts)
in matched patients in the primary tumor or normal tissue (1 = 52). The p-value indicated on the
graph is from a paired Student’s ¢-test with normality assumption validated by a Shapiro-Wilk test.
Data were extracted from the PRAD dataset of the TCGA using Xena. Progression-free intervals
(PFI) of PCa patients according to the level of expression of HVEM (C) or BTLA (D) and the Gleason
scores signing low-grade (G6/G7) or high-grade (G8/G9) adenocarcinomas over a 5-year follow-up.
For each group of clinical scores, patients were split into two groups according to below-median
(HVEM or BTLA"®) or above-median (HVEM"™ or BTLAM) mRNA expression. PFI curves of PCa
patients harboring below-median or above-median expression of both HVEM and BTLA (E) or both
PD1 and PD-L1 (F) independently of clinical scores. The number of patients in each group is indicated
in brackets and the number of patients at risk at main time points is indicated below the graph. The
p-values on the graphs are from a log-rank test in Xena.
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Figure 2. Targeting HVEM with a mAb improved tumor control in humanized mice. HVEM
expression and tumor growth of the prostate cancer cell lines DU145 (A), PC3 (B), and the HVEM-
deficient PC3 clone 1B11 (C). HVEM expression was determined by flow cytometry with the anti-
HVEM mADb (clone 18.10) and a secondary antibody. Curves represent the cumulative mean tumor
volume (£SEM) from one experiment with DU145, two for 1B11, and three for PC3. The number of
mice at the beginning of the experiments is indicated in brackets. Arrows indicate the time of the
injections. The p-value reported on the graph tests the null hypothesis that the slopes are identical
using a linear regression model.

2.3. Tumor Control Was Dependent on CD8* T Cells in Anti-HVEM-Treated Mice

To investigate the mode of action of the mAb, we determined the composition of
human CD45* cells in the PC3 tumor and the spleens of treated and untreated animals
by flow cytometry. To determine the efficiency of human cell reconstitution independent
of technical variability linked to sample preparation, we first established the frequencies
of human CD45" cells relative to the added frequencies of murine and human CD45*
cells (Figure S2A). Human CD45" cells represented close to 100% of all CD45* cells in the
spleen (Figure S2B). Among hCD45* cells, CD3* T cells represented 90% (Figure S2C), in
which CD4* and CD8" cells represented 60% and 30%, respectively (Figure S2D). Likewise,
human CD45" cells represented 90% of all CD45" cells in the tumor (Figure S2E). Among
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hCD45" cells, CD3* T cells represented more than 98% (Figure S2F), in which CD4* and
CD8* cells represented 40% and 60%, respectively (Figure S2G). We noticed that the CD4
to CD8 ratio was inverted in the tumor relative to the spleen (Figure S2D-G), indicating
that CD8" T cells might have a preferential tropism to the PC3 tumor in humanized mice,
as previously described [40]. Importantly, treatment did not affect any of these proportions.
In contrast, we observed an increase in the frequencies of both CD4" and CD8* T cells
expressing the proliferation marker Ki67 (Figure 3A,B). Additionally, CD8 but not CD4
T cell numbers (represented as z-scores to normalize the numbers across experiments)
were significantly increased in the anti-HVEM-treated group relative to the control group
(Figure 3C), suggesting a role for CD8* T cells in tumor control. However, the frequencies
of CD8" and CD4* T cells expressing the cytotoxic molecules granzyme B or perforin
were not elevated in the tumor or spleen of the anti-HVEM group (Figure S3). To directly
determine the contribution of CD8* T cells to tumor control in anti-HVEM-treated mice,
we investigated tumor growth in mice depleted of human CD8* T cells. Depletion of
CD8* T cells was efficient in most of the mice analyzed, as assessed by the frequencies of
CD4~CD3* cells remaining after treatment (Figure S4). Depletion of CD8" T cells reversed
the effect of the anti-HVEM mAb (Figure 3D), showing that tumor control was dependent
on CD8* T cells.
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Figure 3. Tumor control was dependent on CD8* T cells. (A) Representative histogram of Ki67
staining. (B) Frequencies of Ki67-expressing cells among CD4" and CD8" T cells in the tumor. Data
are cumulative of two independent experiments performed at D21 post-humanization. (C) Absolute
numbers of CD4* and CD8"* T cells in PC3 tumors from two independent experiments. To allow
comparison, we converted numbers obtained in each mouse to z-scores (number of standard errors
separating the samples from the mean). Each dot is a mouse. The p-value on the graphs is the result
of a Mann-Whitney non-parametric ¢-test. (D) Growth of the PC3 cell line in humanized mice treated
with anti-HVEM mAb and depleted or not of their CD8 T cells. CD8 T cells were depleted on the day
following humanization (blue arrow). Curves are the mean tumor volume (+SEM) in the indicated
number of mice. Black arrows indicate the time of anti-HVEM mAD injection. Data are cumulative of
two independent experiments. The p-value reported on the graphs tests the null hypothesis that the
slopes are all identical using a linear regression model.
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2.4. Treatment with the Anti-HVEM mAb Did Not Increase Graft vs. Host Disease Nor the
Number or Proliferation of Human T Cells

Our observations thus far are consistent with the hypothesis that targeting HVEM
on the tumor releases an inhibitory signal on CD8* T cells, allowing their proliferation in
situ. We wanted to rule out the possibility that the mAb behaves as an agonist, directly
activating HVEM* CD8* T cells in vivo, leading to better tumor control. One prediction of
this hypothesis would be that GVHD occurring in NSG mice grafted with the tumor and re-
constituted with human T cells would be exacerbated following anti-HVEM administration.
However, despite the impact of the mAb on tumor growth (Figure 2), we observed similar
weight loss and mortality in anti-HVEM or isotype control-treated mice (Figure 4A,B).
Furthermore, in contrast to TILs, the activation of human T cells in the spleens was the
same in both groups, as judged by similar numbers of CD4* and CD8" T cells and similar
frequencies of Ki67* cells (Figure 4C,D). Thus, anti-HVEM therapy in humanized mice
reduced the growth of HVEM* tumors by a mechanism that was independent of a systemic
agonist effect of the mAb on human T cells.

A B

110+ ) ) }
100+
L100@ ¥ v ¥ 3
>
5 2
3 2
: 90 ?
z g 50
S 5
° 80+ =
-@ Isotype (n=18) —— |sotype (n = 18)
@ aHVEM (n=19 —— aHVEM (n=19
70 T T T ( T I) O T Ia 1 (nl I)
-5 0 5 10 15 -5 0 5 10 15
Days post treatment initiation Days post treatment initiation
C D
107 . 80- p=0.1753 . p=0.7637
[ ] ] ] [ ]
3 ] e R
o e 1 ° + 60+ ' e
[T IDSREE A S - S PAORETLI s -
g ° ' . !o . ._'_ ,
€ ° ! o ® o o > 404, o e 1 e
=] ' o |
4 ] ° '
] ]
105 : 20 .
CD4 T-cells CD8 T-cells CD4 T-cells CD8 T-cells
| e jisotype e aHVEM | | e jisotype e aHVEM |

Figure 4. Treatment with the anti-HVEM mAb did not increase GVHD nor the number or proliferation
of human T cells in the spleen. Percentages of initial weight (A) and survival (B) of tumor-bearing
humanized NSG mice following treatment by the anti-HVEM mAb or an isotype control are shown.
Data shown are cumulative of 3 independent experiments. Numbers (C) and frequencies of Ki67*
cells (D) at D21 post humanization in the indicated subsets and are cumulative of two independent
experiments. Each dot is a mouse. The p-values are from a Mann-Whitney ¢-test.

2.5. mRNA Enrichment Analysis Showed Increased Activation and Decreased
Immuno-Suppression in TILs of Anti-HVEM-Treated Mice

To better characterize the anti-tumor immune response following mAb treatment,
we established a list of differentially expressed genes (DEG) in sorted hCD45" TILs from
mice treated with the anti-HVEM mAb or its isotype control. For the analysis, 287 genes
with a raw count higher than 55 and an absolute fold-change of at least 20% were set to
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be differentially expressed. Among the 287 genes, 145 were upregulated with a log,FC
> 0.26, and 142 were downregulated (logoFC < —0.3) in HVEM-treated mice relative to
isotype-treated controls (Figure 5A). Several interleukins and chemokines genes signing T
cell activation were enriched in the treated group, such as LTA, IL22, IL32, CCL5, and CCL4.
Of note, GZMB and PRF1 were among the genes with the highest levels of expression,
but the difference between the groups was weak, confirming our observation by flow
cytometry (Figure S3). Gene set enrichment analysis (GSEA) identified the “JAK-STAT
signaling pathway” signature as significantly and positively enriched in TILs of HVEM-
treated mice (Figure 5B). In addition, upregulated genes in the anti-HVEM group were
enriched in members of several ontologies related to lymphocyte activation, including
the tumor necrosis factor-mediated signaling pathway, cytokine and chemokine binding
and activity, and T cell receptor complex (Figure S5). On the other hand, some genes
belonging to immunosuppressive pathways were downregulated in HVEM-treated TILs
such as ENTPD1 (CD39); IL10; and the co-inhibitory receptors BTLA, TIGIT, LAG3, and
HAVCR2 (TIM3), as well as the “don’t eat me” receptor CD47 (Figure 5A). We verified
by flow cytometry that BTLA was indeed down modulated on human T cells following
anti-HVEM treatment (Figure S6). In addition, GSEA showed that the “immunoregulatory
interactions between a lymphoid and a non-lymphoid cell” signature was significantly
repressed in the DEG signature (Figure 5C), signing altered adhesion and motility of TILs.
Overall, anti-HVEM treatment was associated with profound modifications of TILs, with
increased expression of genes belonging to activation and proliferation signaling pathways
and decreased expression of genes signing an exhausted phenotype.
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Figure 5. mRNA enrichment analysis showed increased activation and decreased immunosuppression in TILs of anti-

HVEM treated mice. (A) MA-plot comparing gene expression between TILs from anti-HVEM and isotype-treated mice.

Represented are the log, fold-change in the expression of a given gene between anti-HVEM or isotype-treated mice

(logoFC, y-axis) vs. the mean absolute count after normalization (logpcount). Only genes with raw counts higher than 55

are shown. Some notable genes were manually annotated according to their biological functions by the indicated color

code. (B) GSEA identified the “JAK-STAT signaling pathway” signature as significantly enriched (normalized enrichment
score (NES = 1.81, p-value = 0.004, g-value = 0.17 (FDR), p-value = 0.32 (FWER)) in genes upregulated by the treatment.
(C) “Immunoregulatory interaction between a lymphoid and a non-lymphoid cell” signature was significantly enriched
(NES = —1.86, p-value = 0.001, g-value = 0.15 (FDR), p-value = 0.25 (FWER)) in genes downmodulated by the treatment.
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2.6. HVEM Was an Immune Checkpoint during Anti-Tumor T Cell Immune Response in
Humanized Mice

A reduction in tumor growth in the absence of HVEM was already apparent for the
isotype-treated group, as shown in Figure 2B,C. Thus, we directly compared the growth of
HVEM-positive or HVEM-negative PC3 cells in NSG mice with or without the addition of
human PBMCs (Figure 6). Both cell lines grew equally well in non-humanized NSG mice
(Figure 6A), showing that HVEM deficiency did not affect in vivo tumor development per
se. In contrast, tumor growth of the 1B11 clone was reduced twofold compared to that of
the parental PC3 cell line in humanized mice (Figure 6B). Furthermore, T cell proliferation
was significantly increased in the absence of HVEM from the tumor (Figure 6C). Thus,
removing HVEM from the tumor released a brake on the allogeneic T cell response to the
tumor, demonstrating that HVEM was an immune checkpoint under these experimen-
tal conditions.
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Figure 6. HVEM was an immune checkpoint during anti-tumor T cell immune response in humanized mice. Growth of the
indicated PC3 cell lines (WT or 1B11) in non-humanized (A) or PBMC-humanized mice (B). Curves are the mean tumor
volume (£SEM) in the indicated number of mice. Data are cumulative of at least two experiments. The p-value on the

graphs tests the null hypothesis that the slopes are equal using a linear regression model. (C) Frequencies of Ki67* in

CD4" and CD8* T cells in PC3 WT or 1B11 tumor at day 21 post-humanization from one experiment with 6 and 5 mice,

respectively. The p-values are from a Mann-Whitney ¢-test.

3. Discussion

Here, we report improved tumor control by human T cells in vivo following admin-
istration of a mAb to HVEM. Moreover, we deciphered the mode of action of the mAb
in vivo using complementary technologies. Furthermore, we propose a simple in vivo
assay for immune checkpoint discovery and validation. To our knowledge, the present
report is the first to combine CRISPR/Cas9-mediated deletion of putative checkpoints with
the assessment of tumor growth in humanized mice. One limitation of the assay is that
PBMC-humanized mice are mostly reconstituted with T cells, as shown herein, limiting the
usefulness of the assay to T cell-specific immune checkpoints. Another limitation is the allo-
geneic nature of the immune response to the tumor in humanized mice, which would only
be circumvented in PDX models with autologous human immune cells, an ongoing effort
but still challenging to set up [41]. Despite these limitations, we believe that our in vivo
assay will be of great help in investigating other candidates in more advanced models of
humanized mice, that is, mice reconstituted with human hematopoietic progenitors.

We show that the HVEM/BTLA checkpoint could be exploited for therapy in hu-
manized mice using a mAb to human HVEM. We found that HVEM expression by the
tumor was necessary and sufficient to elicit tumor control by the mAb since it had no
effect on HVEM-negative cell lines and no agonist activity on human T cells. Park et al.
showed in a syngeneic mouse model that transfecting an agonist scFv anti-HVEM in tumor
cells resulted in increased T cell proliferation, improved IFN-y and IL-2 production and
improved tumor control [24]. In addition to the species differences, the discrepancy with
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our results could be explained by the fact that T cells are strongly activated in huPBMC
mice [42]. The downregulation of HVEM expression upon activation [43] may have limited
the binding of the anti-HVEM antibody to T cells in our model. Thus, it remains possible
that the mAb would behave differently in humans. In contrast, BTLA is upregulated upon
T cell activation [44], increasing the susceptibility of T cells to inhibition by HVEM* tumor
cells [16,18,20,45]. The opposite was observed in the tumor microenvironment following
treatment, with an increase in HVEM and a reduction of BTLA gene and protein expres-
sion, with a concomitant increase in LTA and LIGHT, two other ligands for HVEM. It is
important to note that the binding sites of LIGHT and BTLA differ on HVEM [46]. Thus,
the anti-HVEM mAb might have limited inhibition of activated T cells through blockade
of HVEM binding with BTLA but not with the other ligands that are T cell activators. An
alternative possibility would be that LIGHT and LT« in their soluble forms inhibit the
interaction of HVEM with BTLA [47]. As of today, reciprocal regulation of HVEM and
BTLA has not been reported but our observation is reminiscent of earlier findings showing
reciprocal regulation of HVEM by LIGHT [43].

Previous studies in mice have also shown that inhibiting HVEM expression on the
tumor or its interaction with its ligands has a positive effect on T cells. Injection of a plasmid
encoding a soluble form of BTLA (to compete with endogenous BTLA for HVEM) was
associated with an increase in inflammatory cytokine production by TILs and a decrease
in anti-inflammatory cytokines at the RNA level [25]. Similarly, vaccination with a tumor-
associated antigen was more efficient if HVEM interactions with its ligands were blocked
by HSV-1 gD, allowing regression of a large tumor mass [48]. Moreover, silencing HVEM
expression in the tumors with siRNA was also associated with an increase in CD8 T cells
and inflammatory cytokine production in a murine colon carcinoma model [18]. In addition,
the use of siRNA to HVEM on ovarian cancer in vitro promoted T cell proliferation and
TNF-« and IFN-y production [49]. Numerous results from our study also support increased
T cell activation in the absence of HVEM/BTLA signaling: (i) TILs from mice treated with
anti-HVEM were enriched in ontologies signing activation by cytokines, chemokines,
and signaling pathways that are well-known inducers of proliferation, differentiation,
migration, and apoptosis; (ii) comparison between TILs from mice treated with the anti-
HVEM or isotype control mAb also highlighted decreased expression of many co-inhibitory
receptor genes (BTLA, TIGIT, LAG3, and HAVCR?2 [50,51]) or with immunosuppressive
functions (ENTPD1 and IL10), suggesting a lower exhaustion status; and (iii) TILs from
anti-HVEM-treated mice or the HVEM-null PC3 cell line had increased frequencies of Ki67*
cells relative to controls, signing improved proliferation. Altogether, these results strongly
suggest that HVEM expressed by the tumor negatively regulated T cell-mediated control
of tumor growth.

Interestingly, we observed that CD8* T cell depletion in vivo favored the growth of
PC3 tumors in anti-HVEM-treated mice. It might be inferred from this result that CD8*
T cells would also play a role in the absence of the treatment. However, a major role for
human CD4* T cells in PC3 tumor control in NSG mice has been reported [40]. In this
study, CD4" or CD8" T cells were depleted before injection into mice. Despite depletion, a
significant proportion of CD8 T cells were still present in the tumor although they were
absent from the spleen, casting doubt on the interpretation of these results. It would be
interesting to evaluate the role of CD4" and CD8" T cells in the absence of treatment in our
model. Notably, a similar implication of CD8* T cells on tumor control in humanized mice
was reported for the TNBC MDA cell line treated with the anti-PD1 pembrolizumab [52].
Overall, we propose a model in which treatment with the anti-HVEM mAb would block
the HVEM/BTLA inhibitory signaling on CD8" TILs that would increase their proliferation
and numbers, associated with a reduction of their exhausted phenotype, ultimately leading
to better tumor control.
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4. Conclusions

The recent success of ICI for cancer immunotherapy (anti-CTLA-4, anti-PD-1/PD-L1)
has confirmed the hypothesis that the immune system can control many cancers, but
disappointing results were obtained for PCa [4] which is in line with our observation
that PD1/PD-L1 is not associated with lower PFI in PCa patients. In light of the promis-
ing results reported herein, anti-HVEM therapy might be combined with ICI and/or
chemotherapy to further enhance anti-tumor immunity in PCa.

5. Materials and Methods
5.1. Preparation of Human Peripheral Mononuclear Cells

Human peripheral blood was obtained from Etablissement Francais du Sang (EFS)
after obtaining informed consent from the donor. Human peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated using a Biocoll density gradient (Biochrom GmbH, Berlin,
Germany). Cells were washed in PBS 3% FCS and diluted to the appropriate concentration
in 1 x PBS before injection into mice.

5.2. Humanized Mice Tumor Model

All animals used were NSG mice (stock # 005557) purchased from the Jackson Lab-
oratory (Bar Harbor, ME, USA). To assess therapeutic activity, 8-20-week-old males and
females NSG mice were injected subcutaneously with 2 x 10° tumor cells. One week
later, mice were irradiated (2 Gy) and grafted the same day with 2 x 10° huPBMC by
retro-orbital injection. This experimental protocol was inspired by our previous work on
setting up the lower limit of grafted PBMCs to limit GVHD in NSG mice [53]. Four to
five days after transplantation, the anti-huHVEM antibody or isotype control was injected
intraperitoneally at 2 mg/kg. General health status, body weight, and survival of mice
were monitored every 3—4 days to evaluate GVHD progression. Mice with overt signs of
GVHD, such as weight loss greater than 20% of their initial weight, hunched back, ruffled
fur, and reduced mobility, were immediately sacrificed. For CD8 depletion, the optimal
conditions and efficacy assessments have been previously described [54]. Briefly, mice were
injected intraperitoneally with 10 mg/kg of the anti-CD8 MT807R1 (rhesus recombinant
IgG1 provided by the Nonhuman Primate Reagent Resource [55]) or the isotype control
(clone DSPR1) the day following humanization.

5.3. Antibodies

The clone 18.10 has been described previously [56]. Briefly, 18.10, a murine IgG1
anti-human HVEM mAb, was produced as ascites and purified by protein A binding and
elution with the Affi-gel Protein A MAPS II Kit (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, France). A
Mouse IgG1 isotype control (clone MOPC-21 clone) was purchased from BioXCell (West
Lebanon, NH, USA).

5.4. Cell Lines

PC3 (non-hormonal-dependent human prostate cancer cells) and DU145 (prostate
cancer cells) were grown in high-glucose DMEM supplemented with 10% FCS, L-glutamine,
and antibiotics (penicillin/streptomycin, ThermoFisher, Les Ulis, France). The PC3 cell line
was genetically authenticated before the initiation of the experiments (Eurofins). All cells
were confirmed to be free of mycoplasmas before injection into mice using the MycoAlert
detection kit (Lonza, Basel, Switzerland). Tumor growth was monitored using an electronic
caliper, and volumes were determined using the following formula: [(length x width?)/2].
The animals were sacrificed and analyzed 21 days after the humanization.

5.5. Generation of HVEM-Deficient PC3 Clone Using CRISPR-Cas9 RNP Transfection

A total of 50,000 PC3 cells were seeded into a 24-well plate. Twenty-four hours
later, cells were incubated with sgRNA complementary to exon 3 of HVEM (GCCAU-
UGAGGUGGGCAAUGU + Scaffold, TrueGuide synthetic guide RNAs, Invitrogen™,
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ThermoFisher), Cas9 nuclease (TrueCut™ Cas9 Protein v.2, Invitrogen™, ThermoFisher),
and Lipofectamine (Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Cas9 Transfection Reagent, Invit-
rogen™, ThermoFisher) according to the manufacturer instructions (TrueCut Cas9 Pro-
tein v.2 (27/09/2017)). After three days, the efficiency was evaluated using the GeneArt
Genomic Cleavage Detection Kit (Invitrogen™, ThermoFisher) according to the manu-
facturer’s instructions. For this assay, DNA was amplified using the following primers:
TGCGAAGTTCCCACTCTCTG (forward) and GGATAAGGGTCAGTCGCCAA (reverse).
The cells were cloned by limiting dilution in 96-well plates. Clones were screened for
HVEM expression by flow cytometry using anti-HVEM (clone 94801, BD, Le Pont de Claix,
France) and were considered negative if HVEM expression was undetectable for at least
three subsequent measurements.

5.6. Phenotypic Analysis by Flow Cytometry

Tumors were digested with 0.84 mg/mL collagenase IV and 10 pg/mL DNAse I
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) for 40 min at 37 °C with intermediate flushing of the
tissue. Cells were passed through a 100 pm cell strainer and suspended in PBS containing
3% FCS. To eliminate dead cells and debris, we isolated tumor cell suspensions using a
Biocoll gradient. Rings were collected and washed, and cell pellets were suspended in
PBS 3% FCS before counting on the LUNA™ Automated Cell Counter (Logos Biosystems,
Villeneuve d’Ascq, France). Subsequently, up to 2 x 10° live cells were stained with a
viability dye (eF506, Fixable Viability Dye, ThermoFisher) for 12 min at 4 °C. Fc receptor
binding was blocked with human FcR Blocking Reagent (120-000-442, Miltenyi Biotec,
Paris, France) and anti-CD16/32 (clone 2.4G2) for 10 min. The following antibodies were
added for 35 min at 4 °C: hCD45-BUV805 (HI30, BD), hCD3-PECyn7 (SK7, BD), hCD4-
PerCP (RPA-T4, BioLegend, Amsterdam, The Netherlands), hCD8-APC-H7 (SK1, BD),
hKi67-AF700 (B56, BD), hCD270-BV421 (cw10, BD), hBTLA-PE-CF594 (J168-540, BD),
mCD45-BUV395 (30-F11, BD), hGranzymeB-APC (GB11, eBioscience, ThermoFisher), and
hPerforin-PE (B-D48, BioLegend). For intracellular staining, Foxp3/transcription factor
staining (eBioscience, ThermoFisher) or Cytofix/Cytoperm (BD) buffer sets were used.
Cells were washed with 1x PBS before acquisition on an x20 cytometer (BD). The absolute
count of different populations was determined by adding 50 pL of cell counting beads
(Bangs Laboratories Fishers, IN, USA) before acquisition. Data were analyzed using Flow]Jo
software (TreeStar, Ashland, OR, USA).

5.7. NanoString nCounter Expression Assay

For the NanoString® experiment, 14- to 15-week-old NSG mice were humanized and
treated with anti-HVEM or isotype. On day 28 post-humanization, tumors were harvested
and TILs were isolated as described above. To maximize mRNA recovery, we pooled
TILs by treatment groups (four mice in the anti-HVEM group and five in the isotype
control group). Cells were then stained with a viability dye (eF506) and anti-hCD45-APC
(HI30, BioLegend). Live hCD45" cells were sorted using an Aria II cell sorter. After
centrifugation, the cells were suspended in RLT buffer (Qiagen, Les Ulis, France) before
freezing at —80 °C until analysis. Data were normalized using NanoString’s intrinsic
negative and positive controls according to the normalization approach of the nSolver
analysis software (Nanostring, Seattle, WA, USA).

5.8. Bioinformatics Analysis

For ontology enrichment analysis, only genes upregulated by the treatment were ana-
lyzed using the enrichment analysis visualization Appyter to visualize Enrichr results [57].
The list of DEG (up- and downregulated) was ranked by fold-change for pre-ranked GSEA.
Enrichment was performed with the C2 Canonical Pathways v.7.4 gene set using the GSEA
4.1.0 Linux desktop application [58] from the Broad Institute. With that workflow, a false
discovery rate (FDR) or a family-wise error rate (FWER) less than 0.25 is deemed “signifi-
cant”. The Cancer Genome Atlas (TCGA) database was analyzed using the Xena browser
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(http:/ /xena.ucsc.edu, accessed on 9 June 2021) provided by the University of California
(Santa Cruz, CA, USA) [59]. The Prostate Adenocarcinoma (PRAD) dataset was used with
subsequent filterings on TNFRSF14, BTLA, PDCD1, and CD274 mRNA expression levels
and Gleason clinical scores.

5.9. Statistical Analysis

All statistical tests were performed using Prism v.8 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA)
or JASP v.0.14.3 (available at https:/ /jasp-stats.org, accessed on 9 June 2021). The nature
of the statistical test used to compare results is indicated in each figure legend. When
necessary, the p-values of these tests are indicated in the figure panels. The statistical power
of the analyses (alpha) was set arbitrarily at 0.05.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/cancers13123009/s1, Figure S1: Anti-HVEM therapy in humanized mice, Figure S2: Human
cell reconstitution in spleen and PC3 tumor of humanized mice, Figure S3: Granzyme B and perforin
expression and frequencies in T cells in humanized mice, Figure S4: CD8 depletion efficiency in
humanized mice, Figure S5: Enrichment analysis in TILs of anti-HVEM-treated mice. Figure Sé:
BTLA expression in CD3* TILs from PC3 tumors of humanized mice.
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Abbreviations

PBMC  peripheral blood mononuclear cells
HVEM  herpes virus entry mediator
BTLA  Band T lymphocyte attenuator

TILs tumor-infiltrating leukocytes
NSG NOD.SCID.yc-null

ICI immune checkpoint inhibitors
RNP ribonucleoproteins

DEG differentially expressed genes
GVHD  graft vs. host disease

IPA ingenuity pathway analysis
GSEA  gene set enrichment analysis
FDR false discovery rate

FWER  family-wise error rate

PDX patient-derived xenografts
PCa prostate cancer

TCGA  The Cancer Genome Atlas
PRAD  prostate adenocarcinomas

PFI progression-free interval
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Figure S1: Anti-HVEM therapy in humanized mice. (A) Mean tumor volume (+ SEM) of the
PC3 prostate cancer cell line in non-humanized NSG mice at the indicated time after treatment
initiation. Arrows indicates days of the injection of the anti-HVEM mAb. Number of mice are
indicated in brackets. The p value is the result of a linear regression analysis testing the null
hypothesis that the two slopes are identical. Results are compiled from 3 independent experiments.
(B) Expression of HVEM on the MDA-MB-231 breast cancer cell line (MDA) by flow cytometry.
Pale grey histogram is from the FMO control. Mean tumor volume (+ SEM) of MDA-MB-231 cells
in humanized mice treated at the indicated times with the anti-HVEM mAb (arrows). Number of
mice included in the study are indicated in brackets. Results are compiled from 2 independent
experiments. (C) Expression of HVEM on the Gerlach melanoma cell line by flow cytometry. Pale
grey histogram is from the FMO control. Mean tumor volume (£ SEM) of Gerlach cells in
humanized mice treated at the indicated times with the anti-HVEM mAb (arrows). Number of mice
included in the study are indicated in brackets. Results are compiled from 2 independent
experiments.
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Figure S2: Human cell reconstitution in spleen and PC3 tumor of humanized mice. (A)
Representative dot plot showing the gating strategy to determine the frequencies of human cells in
the spleens of humanized mice. (B) Frequencies of human CD45" cells among total CD45" cells
(murine + human (m+h)) from spleens of humanized mice (C) Frequencies of CD3" cells among
human CD45" cells. (D) Frequencies of CD4" or CD8" cells in CD3"CD45" cells. Same results for
(E) CD45", (F) CD3", (G) CD4 and CD8 T-cells from PC3 tumors are shown. Each dot is a mouse.
Results were obtained at D24 after transfer of human PBMCs and are cumulative of 2 independent
experiments.
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Figure S3 : Granzyme B and Perforin expression and frequencies in T-cells of humanized
mice. (A) Representative contour plot of granzyme B and perforin expression in CD8" and CD4" T-
cells from PC3 tumor. (B-E) Cumulative frequencies of granzyme B and perforin without ex vivo
stimulation in CD8" and CD4" T-cells in spleens (B, C) or PC3 tumors (D, E) of humanized mice at
day 21 after treatment initiation. Each dot is a mouse. Data are from one experiment.
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Figure S4: CD8 depletion efficiency in humanized mice. (A) Representative contour plot of CD4
and CD8 staining in CD45/CD3" T-cells from the spleen of humanized mice treated with isotype or
anti CD8 depleting reagent (aCD8). (B) Frequencies of CD4" in CD3" T-cells in spleens and PC3
tumors of humanized mice at day 24 post CD8 depletion. All mice were treated with anti-HVEM
(aHVEM). Each dot is a mouse. Data are from one representative experiment out of two.
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Figure S5: Enrichment analysis in TILs of anti-HVEM-treated mice. A list of DEG up
regulated by the antiHVEM treatment in CD45+ TILs was entered in Enrichr and analyzed with
Appyter. The top 10 ontologies in each of the indicated categories (Biological process, Molecular
function and Cellular component) are represented according to their p value from an exact Fisher
test embedded in the application. A star denotes an adjusted p value inferior to 0.05.
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Figure S6 : BTLA expression in CD3" TILs from PC3 tumors of humanized mice. (A)
Representative expression of BTLA expression in anti-HVEM- or isotype-treated mice. (B) Median
fluorescence intensity (MFI) of BTLA at day 21 post-humanization. Each dot is a mouse. Data are
from one representative experiment out of two. The p values are from a Mann-Whitney t test.



IT) Etude de I’'impact de I’expression par la tumeur de ligands de

molécules exprimées par les Treg sur la réponse immunitaire

antitumorale

a) Role d’ICOS-L exprimé par la tumeur dans un modele de souris
humanisée

Contexte et Objectif

Dans une étude antérieure, I’équipe a pu montrer que les Treg étaient les cellules, isolées
de la tumeur, qui exprimaient le plus fortement ICOS chez les patientes atteintes d’un cancer
du sein. Par ailleurs, une forte expression du gene /COSLG au sein de la tumeur est associée a
un mauvais pronostic. Plusieurs études ont montré un lien entre les pDC ICOS-L" et les Treg
dans le cancer ; néanmoins, les interactions directes entre la tumeur et les cellules immunitaires
restent largement inexplorées, qui plus est via ICOS-L et dans le cancer du sein. Or, des données
suggerent qu’ICOS-L est largement exprimé par les cellules tumorales. Ainsi, ce projet a pour
objectif d’évaluer I’impact de I’expression d’ICOS-L par les cellules tumorales sur les Treg et

la réponse immunitaire antitumorale.

Méthode

Nous avons généré une lignée déficiente pour /ICOSLG, a partir de la lignée de cancer
du sein triple négatif MDA-MB-231. Cette lignée ainsi qu’une lignée controle ont été
implantées dans des souris immunodéficientes ou humanisées avec des cellules humaines
CD34" afin d’en comparer les croissances. A partir des TIL isolés de ces tumeurs, nous avons

réalisé une caractérisation de la réponse immunitaire par cytométrie spectrale.

Résultats

En souris immnunodéficientes, 1’absence d’ICOS-L exprimé par la tumeur n’a pas
affecté la croissance tumorale. En revanche, en souris humanisées, cette déficience a été
associée avec un meilleur contrdle de la tumeur. L’analyse des TIL isolés de ces tumeurs a mis
en évidence une diminution de la fréquence des Treg, ainsi que des macrophages M2. Cette

diminution était accompagnée d’une forte activation des lymphocytes T effecteurs.

Conclusion
En conclusion, la délétion d’ICOS-L au sein de la tumeur est associée a la baisse de la
fréquence des cellules régulatrices, une augmentation de 1’activation des cellules effectrices et,

in fine, un meilleur controle de la croissance tumorale.
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Les résultats de ces travaux sont présentés sous la forme d’un article court qui n’a pas vocation a étre
soumis pour publication en l’état, une analyse par séequencage ARN sur cellules uniques étant en cours
et quelques expériences in vitro devant étre réalisées pour confirmer ou infirmer certaines hypothéses.

Ces points seront détaillés plus amplement dans la section discussion de la these.
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The Inducible Costimulatory ligand expressed by tumor cells promotes tumor growth by
modulation of regulatory T cells and M2-like macrophages in a model of triple-negative
breast cancer in humanized mice

Nicolas Aubert, Etienne Camenen, Mustapha Cherai, Aness Haddouche, Anne-
Elodie Receveur, Makoto Miyara, Gilles Marodon

Abstract

Hijacking of immune tolerance is one the main mechanism of cancer escape. Here, we evaluated
how the expression of the Inducible COStimulatory ligand (ICOSLG) by tumor cells promotes
tolerance and affects the anti-tumor immune response to breast cancer in a humanized mice
model. To do so, we first analyzed the TCGA dataset and showed that ICOSLG expression is
associated with reduced overall survival. Furthermore, suppressive cells (M2 and Tregs) are
increased in breast cancer expressing high levels of ICOSLG, as shown by deconvolution
analysis. Using CRISPR/Cas9, we generated an /COSLG knock-out clone of MDA-MB-231, a
triple negative breast cancer cell line. As a control, ICOSLG expression was restored by
lentiviral transduction in the KO clone. We first show that deletion of /COSLG has no intrinsic
effect on tumor growth in immunocompromised mice. However, the growth of the KO clone is
strongly reduced in mice humanized with CD34" human hematopoietic progenitors relative to
the control clone. Using spectral flow cytometry, we show that this better immune control is
associated with a reduction in frequencies and numbers of immunosuppressive cells, including
M2 macrophages and Tregs, with a simultaneous increase of effector T-cells with an activated
phenotype. Overall, our results suggest that high expression of ICOSLG by tumor cells

promotes tumor growth by modulation of immunosuppressive cells.



Introduction

Immune escape by tumor is one of the hallmarks of cancers?. Several mechanisms may explain
how tumors co-opt natural tolerance, including loss of MHC expression, expression of co-
inhibitory molecules or promotion of immune regulatory cells?. Therefore, targeting these

regulatory cells is a possible strategy to improve tumor control3.

Regulatory T-cells (Tregs) and M2 macrophages are two majors suppressive immune cell
populations negatively associated with prognosis in many cancers including breast cancer®.
These two subsets are linked together, as Tregs secretes cytokines such as IL-10 and TGF-B
that can polarize macrophages into M2 and macrophages are associated with Tregs
recruitment in the tumor by secreting of CCL20>’. Therefore, targeting one of these

population may also impact the other one.

In a previous work, our team showed that Tregs isolated from breast cancer patient tumors
expressed high level of Inducible COStimulatory molecule (ICOS, CD278)8. Several studies in
different cancer have showed that plasmacytoid DC expressing ICOS ligand (ICOS-L) are
associated with accumulation of immunosuppressive CD4+ T-cells®*!, Recent data showed
that, in melanoma, high level of MHC class Il on the tumor was associated with an increase of
tumor specific Treg supporting the hypothesis of direct interaction between tumor and
Tregs'2. Interestingly, according to the human protein atlas, ICOS-L is widely expressed in
cancers, including breast cancer'>'*. However, little is known about the direct interaction
between tumor cells and immune infiltrating cells, even less, through ICOS-L expressed by the
tumor. Therefore, one could ask if tumor-expressed ICOS-L may interact with ICOS on Tregs
and promote their expansion and function in situ in breast cancer, as it was recently described

in glioblastoma or melanoma®?*>.

In this study, we explored the impact of deleting the expression of ICOS-L by the tumor on the
immune response of NOD-Prkdcsc@-|L.2rg™/Rj (NXG) mice humanized with CD34+
hematopoietic stem cells. To do so, we grafted humanized NXG mice with CRISPR/Cas9
modified triple negative breast cancer cell line, MDA-MB-231. This model allows to explore a
wide variety of human cells including T- (effector and regulatory), B-, NK- and myeloid cells

and to replicate some mechanism observed in patients such as production of IFNy by CD8 T-



cells and reduction of regulatory cells following treatment with immune checkpoint blockade

antibodies!®1’.

We show that the absence of tumor ICOS-L is associated with a marked reduction of tumor
growth. We then performed spectral flow cytometry to quantify and characterize several
immune subsets from the tumor. We show that Tregs, as well as M2-like macrophages,
frequencies are significantly reduced in TIL and this is associated with a strong activation of

effector T-cells.
Results & Discussion
ICOSLG level is associated with variations in immune cells frequencies in breast cancer

Using the TCGA (The Cancer Genome Atlas) BRCA (Breast Cancer) dataset, we showed that
high level of expression of ICOSLG is associated with a decrease in overall survival*®!° (Figure
1A). To compare the relative abundance of immune subsets, including B-, T-, NK- and myeloid-
cells between high and low ICOSLG expressing tumors, we developed the R package tcgaViz?°.
This package allows the comparison of immune cells population deconvoluted from the TCGA
with multiple algorithms in tumors of the patients stratified by the level of expression of a
gene. In this study, we used the algorithm cibersort_ABS which allows the comparison of 22
immune subsets?}(Figure 1B). According to our analysis, high level of ICOSLG in the sample
was associated with a significant increase in memory B-cells, macrophages (M1 and M2)
resting DCs and NK-cells which have been shown to express ICOS-L?2"24, More interestingly,
Tregs, that only express ICOS, the receptor of ICOS-L, were also increased in ICOSLG high
samples. Therefore, the increase in Tregs proportion may be the consequence of stimulation
through 1COS-ICOSLG?>, which may also explain the negative prognosis associated with high
ICOSLG expression?®. Moreover, CD4* and CD8* T-cells, which also expressed ICOS upon
activation, were significantly increased with ICOSLG level. However, given the high
heterogeneity in tumors, we cannot exclude that high ICOSLG expression in the biopsy is not
representative of the expression by the tumor itself but only the consequence of a biopsy in
tertiary lymphoid structure rich region of the tumor with contains high density of B-cells?’.

Moreover, we have no clue of the spatial localization of the cells.

Absence of ICOSLG is associated with a better control of tumor growth in humanized mice



To determine the impact of the expression of ICOSLG by the tumor itself on immune cells in
the tumor environment, we generated an ICOSLG KO clone of the triple negative breast cancer
cell line MDA-MB-231 using CRISPR-Cas9 technology by deleting exon 4, leading to the
deletion of the transmembrane region (Figure S1A). Efficacy of deletion was verified by flow
cytometry (Figure S1B) and by sequencing of the gene of ICOSLG (Figure S1C). To ensure that
our results were not an artifact of subcloning, we reinstalled the ICOSLG gene into the KO
clone using a lentivirus vector leading to the control cell line. (Figure S1D). Then, we grafted
these cell lines into immunodeficient NSG mice to exclude intrinsic differences between 3C1
and 3110. The two cell lines grew similarly, showing that the absence of ICOSLG did not alter
growth of our tumors (Figure 2A). Then, we moved to humanized mice generated by grafting
of CD34* human hematopoietic stem cells. These mice possess a diversified and functional
human immune system with T-, B-, NK- and myeloid cells®. In these humanized mice, we
observed a significant reduction of tumor growth and tumor weight with ICOSLG-KO clone,
showing that the human immune response was inhibited by tumor expression of ICOSLG

(Figure 2B-D).
Absence of ICOSLG increases activation of intratumor T-cells

To characterize changes in TIL composition, we performed spectral flow cytometry on the ex
vivo extracted TIL. We observe a strong shift to an activated phenotype of the T-cells from the
ICOSLG-KO tumors (Figure 3A-B). In contrast to control tumor, almost 50% of CD8* T-cells
(versus 5%) expressed the cytotoxic molecules granzyme B as well as several activation
markers such as HLA DR, Ki67, PD1, TIGIT or Helios (Figure 3C). For CD4* T-cells, we observe a
similar activation profile. Of note, most T-cells loose ICOS expression when the tumor
expresses ICOSLG which is not the case in the periphery (Figure S2). These low levels of ICOS

with the control cell line may be the consequence of a masking effect by tumor ICOSLG.

Expression of ICOSLG by the tumor is associated with an accumulation of cells with regulatory

phenotype

Regarding regulatory cells, we show a tendency for a reduction of Treg proportion among CD4*
T-cells in the absence of ICOSLG on the tumor (11,8% +/- 7,7 vs 28,8% +/- 15,2) (Figure 4A).
Moreover, the main subset of Treg which seem to be affected was the TNFR2"&" which has

been described to be highly suppressive in mouse?® (cluster 4, Figure 3A). Consequently to this



drop in Treg frequencies, we observe a tendency for an increase of the CD8/Treg ratio (Figure
4B), reported as beneficial for antitumor immune response in several cancer?®. Moreover, this
reduction in the percentages of Treg is associated with a reduction in the density of these cells
as well as most immune cells in the tumor (Figure 4C), suggesting that tumor ICOSLG induce a
global activation of T-cells with a predominance of Treg, leading to inflammation and the
recruitment of myeloid cells. Of note, we observed that around 50% of tumor cells expressed
HLA-DR (Figure S3); supporting the idea of direct interaction between tumor and CD4* T-cells
with TCR and costimulation through ICOS, similarly to what was observe in melanoma
patients!?. Interestingly, the level of expression of CD163, a marker of M2-like macrophages,
is also decreased in ICOSLG-KO tumor (Figure 4D), suggesting that, with ICOSLG-expressing
tumor, the activation of Treg through ICOS may lead to the polarization of macrophages into

M2, favoring a global immunosuppression in the tumor microenvironnement.
Conclusion

We showed that the deletion of ICOSLG in tumor cells is associated with a reduction of tumor
growth in humanized mice; behaving as an immune checkpoint. Rather than inhibiting the
effectors, like PD-L1/PD-1, the mode of action of ICOS/ICOSLG may relate on promoting
immunosupppressive cells in the tumor, with a subsequent decrease in effector T-cells
activation. Thus, targeting ICOSLG may represent a novel therapeutic strategy for TN breast

cancer.
Material & Methods
Cell lines

Parental MDA-MB-231 (human triple negative breast cancer) were purchased from ATCC. All
cell lines were cultured in high-glucose DMEM complemented with FCS10%, glutamine and
antibiotics (penicillin/streptomycin), Non Essential Amino Acids, Hepes and Sodium Pyruvate

(All from ThermoFisher, Les Ulis, France).

To generate ICOSLG knock-out clone, 50000 MDA-MB-231 cells were seeded in a 24-well plate.
Twenty-four hours later, cells were incubated with sgRNA complementary to exon 4 of ICOSLG
(CGUGUACUGGAUCAAUAAGA + scaffold, ACACCGUCUUCUUGAACAUG + scaffold,
CAGCAGCCAAUGUUCACAUG + scaffold, TrueGuide synthetic guide RNAs, Invitrogen™,

ThermoFisher), Cas9 nuclease (TrueCut™ Cas9 Protein v.2, Invitrogen™, ThermoFisher), and



Lipofectamine (Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Cas9 Transfection Reagent, Invitrogen™,
ThermoFisher) according to the manufacturer instructions (TrueCut Cas9 Protein v.2
(27/09/2017)). After three days, the cells were cloned by limiting dilution in 96-well plates.
Clones were screened for ICOSLG expression by flow cytometry using an anti-ICOSLG-PE (clone
2D3, Biolegend, Amsterdam, The Netherlands). For all low-expressing clone, presence of
deletion at DNA level on all allele was confirmed by PCR using the following primers:
CCGTGTACCCTCTGTTTCTTG and CTCCCTTCCAACCACCTTTC. Clones that satisfied to the
previous tests were sequenced by Eurofins Genomics using TCTCACAATCTGTTTCCCTCC primer

(Les Ulis, France).

Finally, the confirmed KO clone 3 was transduced using lentivirus vector containing ICOSLG
(ratio 10:1) or a control one (ratio 1:1) (Origene, Rockville, MD, USA). After 3 days, transfected

bulks were sorted on GFP-reporter using Aria |l cell sorted (BD, Le Pont de Claix, France).

All cells were confirmed to be free of mycoplasmas using the MycoAlert detection kit (Lonza,

Basel, Switzerland).
Mice

NSG mice (stock £005557) purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).
Mice were bred in our animal facility under specific pathogen-free conditions following
current European legislation. 18 to 28 weeks-old females NSG mice were injected
subcutaneously with 2 to 5.10° tumor cells.

Female NXG mice humanized with CD34* human HSC from 3 different donors were purchased
from Janvier labs (Le Genest-Saint-Isle, France). 24-31-weeks-old mice were injected
subcutaneously with 5.108 tumor cells. General health status and body weight were monitored
once-a-week to evaluate occurrence of GvHD. Mice with overt signs of GVHD, such as weight
loss greater than 20% of their initial weight, hunched back, ruffled fur, and reduced mobility,
were immediately sacrificed.

Tumor growth was monitored twice-a-week using an electronic caliper, and volumes were
determined using the following formula: [(length x width?)/2].

All protocols were approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation Charles

Darwin (Ce5/2012/025).

Phenotypic Analysis by Flow Cytometry



Tumors were digested using enzymes from Tumor Dissociation Kit, mouse (Miltenyi Biotec,
Paris, France) at recommended concentration for 60 min at 37°C with an intermediate flushing
of the tissue. Cells were passed through a 70 um cell strainer and suspended in PBS containing
3% FCS. To eliminate dead cells and debris, we isolated tumor cell suspensions using a
Histopaque®-1077 gradient (Merck KGaA, Darmstardt, Germany). Rings were collected and
washed, and cell pellets were suspended in PBS 3% FCS before counting on the LUNA™
Automated Cell Counter (Logos Biosystems, Villeneuve d’Ascq, France). Subsequently, up to 2
x 108 live cells were stained with a viability dye (Fixable Blue Dead Cell Stain Kit, ThermoFisher)
for 30 min at 4 <C. Fc receptor binding was blocked with human FcR Blocking Reagent (120-
000-442, Miltenyi Biotec, Paris, France), anti-CD16/32 (clone 2.4G2) and CellBlox reagent
(ThermoFisher) for 10 min. Then, cells were incubated with surface antibodies (Table S1) for
25 min at 4°C. For intracellular staining, Foxp3/transcription factor staining (eBioscience,
ThermoFisher) was used during 1 hours before incubation with intracellular antibodies (Table
S2) for 35 min a 4°C. Cells were washed with PBS 3%FCS before acquisition on Aurora
cytometer (Cytek Biosciences, Fremont, CA, USA). Data were analyzed using SpectroFlow

(Cytek), R software (v4.0.4) and FlowJo software (TreeStar, Ashland, OR, USA).
TCGA analysis

The Cancer Genome Atlas (TCGA) database was analysed using the Xena browser provided by

the University of California (Santa Cruz, CA, USA)*° and tcgaViz R package?°.
Statistical Analysis

All statistical tests were performed using Prism v.8 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA). The
nature of the statistical test used to compare results is indicated in each figure legend. When
necessary, the p-values of these tests are indicated in the figure panels. The statistical power

of the analyses (alpha) was set arbitrarily at 0.05.
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Overall Survival Student's t-test with Benjamini & Hochberg correction (n_low = 541; n_high = 552)
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Level of cell type differentiation based on the ICOSLG gene expression
Figure 1: ICOSLG level is associated with worst prognosis and enrichment in immunosuppressive cells in breast cancer. (A) Five-year
survival of breast cancer patients according to the median of ICOSLG expression in primary tumor samples. Indicated below the graph is the
number of patients in each group (B) Relative frequencies of 22 immune subsets according to ICOSLG expression in Breast cancer patients.
Frequencies of each subset were calculated using the deconvolution algorithm Cibersort ABS on primary tumor samples from the TCGA BRCA
database. Patients are stratified according to the median of ICOSLG expression in all patients. p-values are calculated using Student #-test and

corrected for multiple comparison. Indicated are the statistical test used and the number of patients in ICOSLG low or high groups.
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Figure 2: Absence of ICOSLG is associated with a better control of tumor growth in
humanized mice. (A) Combined (top) or individual (bottom) growth curve of MDA-MB-231
ICOSLG-KO (grey) or control (green) in non-humanized NSG mice. The p-value on the graph
tests the null hypothesis that one curve fits all the data with non-linear regression model (B)
Combined (top) or individual (bottom) growth curve of MDA-MB-231 ICOSLG-KO (grey) or
control (green) in humanized NXG mice with CD34" human hematopoietic stem cell. (C)
Tumor extracted from humanized mice (D) Weight of tumors extracted from humanized mice.
All data were generated in 2 independent experiments. P-value is calculated using Mann-

Whitney #-test.



3110

A p ]
25 25
204 20
I} o
£ 15 e 15 =
N N
o o
g 10 g 10 =
2 2
5'0‘: 5.0-:
0 0
T T T " T
0 50 10 15 0
UMAP 1 1H8Q
B C
40
mm 3110
mm 3C1
® 30
@
Q
~ 20
[T
5]
> 104 1
o 1
12 3 4 5 6 7 8 9 10 g_
Cluster %

Kig7 .

PD1
TNFR2
CD45RA

UMAP 1 1H8Q
[
=
|

CCR7
CXCR3
41BB

Granzyme B

[ 1-TconvPD1- CCR6+
W 2-TCD8+
[ 3 -TconvPD1+ OX40+ CCR6-
[ 4 -Treg CD25" TNFR2" Helios-
B 5-TconvPD1+ CCR6-
6 - Treg activés ICOS- Helios+
B 7-TconvKi67+
[l 8 -TCD8+activés
[J 9-TeonvPD1+ CCR6+
[l 10 - Treg activés ICOS+
[ 11-NK
B 12-pDC
| 6
[ [ B
1 ™ 1
2
1 9
5
EEEEEEEE o
3
8
7
g2 2IRESE
00 3 g 8 9@ X5
O=1I15 ©F OO0

Figure 3: Absence of ICOSLG increases activation of TIL. (A) UMAP of TILs CD14

isolated from ICOSLG-KO and control tumor of humanized mice. Cells were analyzed by

spectral flow cytometry and clustered with Phenograph algorithm. (B) Relative frequencies of

cluster 1 to 10 among total T-cells in both groups. (C) Heatmap of MFI of several markers

among cluster 1 to 10. MFI are normalized across each marker (red = high, blue = low).

Heatmap was performed using ggplot R package.
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Figure 4: Absence of ICOSLG by the tumor is associated with a decrease in cells with
regulatory phenotype (A) Representative flow cytometry profile of CD25 and Foxp3
expression in CD4+ T cells. Frequencies of Treg CD25" Foxp3* among CD4" T-cells. (B) Ratio
of the frequencies of CDS8 to Treg in the two conditions (C) Numbers of TILs normalized by
tumor weight. P-value are calculated using 2-way ANOVA with Geisser-Greenhouse
correction followed by multiple comparisons (**=0.0093, *=0.0244). (D) Median Fluorescence

Intensity (MFI) of CD163 in CD33"CD14" macrophages. P-value are calculated using Mann-

Whitney #-test.
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Figure S1: ICOSLG level is associated with worst prognosis and enrichment in Treg in HR- breast cancer. (A) Five-year survival of breast
cancer patients according to the median of ICOSLG expression and HR status in primary tumor samples. Indicated below the graph is the number
of patients in each group (B) Relative frequencies of 22 immune subsets according to ICOSLG expression in Breast cancer patients. Frequencies
of each subset were calculated using the deconvolution algorithm Cibersort ABS on primary tumor samples from the TCGA BRCA database.
Patients are stratified according to the median of ICOSLG expression in all patients. p-values are calculated using Student ¢-test and corrected for
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Figure S2: ICOSLG level is associated with enrichment in regulatory T-cells in breast
cancer. Relative frequencies of 10 immune subsets according to ICOSLG expression in Breast
cancer patients. Frequencies of each subset were calculated using the deconvolution algorithm
Quantiseq on primary tumor samples from the TCGA BRCA database. Patients are stratified
according to the median of ICOSLG expression in all patients. p-values are calculated using
Student #-test and corrected for multiple comparison. Indicated are the statistical test used and

the number of patients in ICOSLG lo or high groups.
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Figure S4: Absence of ICOSLG in tumor cells does not alter cell phenotypes in the spleens
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ICOSLG-KO and control tumor. Cells were analyzed by spectral flow cytometry and clustered

with Phenograph algorithm (left). (B) Dot plots of pooled spleen from mice grafted with
ICOSLG-KO and control tumor.
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Fluorochrome Clone Provider
Viability dye | Live Dead Blue Thermo
41BB BUV661 4B4-1 BD
CCR6 BV480 11A9 BD
CCR7 APC-Fire 810 G043H7 Biolegend
CD123 BUV615 6H6 BD
CD14 NovaFluor Yellow 730 MEM-15 Thermo
CD163 APC Vio770 REAS812 Miltenyi
CD20 BUVS805 2H7 BD
CD25 PE-Cy5 BC96 Biolegend
CD3 Spark NIR685 SK7 Biolegend
CD33 R718 WMS53 BD
CD4 BUV496 SK3 BD
CD40 BV650 5C3 Biolegend
CD45h NovaFluor Blue 585 2D1 Thermo
CD45m NovaFluor Blue 660-120S | 30-F11 Thermo
CD45RA BUV395 HI100 BD
CDS8 NovaFluor Yellow 690 OKT8 Thermo
CXCR3 PerCP GO025H7 Biolegend
GITR BV711 108-17 Biolegend
HLA DR BUV563 L203 BD
ICOS SB780 ISA-3 Thermo
ICOSL Vio Bright B515 REA991 Miltenyi
NKp46 BV510 9E2 Biolegend
0X40 PE-CF594 ACT35 BD
PD1 BUV737 EH12.1 BD
TIGIT BB700 741182 BD
TNFR2 BV421 hTNFR-M1 | BD

Table S1: Antibodies used for surface staining

Fluorochrome Clone Provider

Ki67 AF532 SolA15 Thermo




Foxp3 AF561 PCH101 Thermo
CTLA4 BV605 BNI3 Biolegend
Granzyme B APC GBl11 Thermo
Helios PE-Cy7 22F6 Biolegend

Table S2: Antibodies used for intracellular staining




b) Role de 4-1BB-L exprimé par la tumeur dans un modele murin

Contexte

De nombreuses publications citent 4-1BB pour ces propriétés co-stimulatrices des
lymphocytes T effecteurs, en particulier CD8". Concernant les Tregs, les données de la
littérature suggerent plutét un effet délétere®*’. Ces données sont appuyées par le fait que
I’utilisation d’anticorps agoniste de 4-1BB est associé a un meilleur controle tumoral®+*-34,
Dans le méme temps, 4-1BB a récemment été proposé en tant que marqueur pan-Treg dans le
cancer>®!, les agonistes de 4-1BB sont aussi bénéfiques dans un contexte d’autoimmunité** 432
et des données de 1’équipe montrent que la stimulation in vitro de Treg avec un anticorps

agoniste est associé a une augmentation de la prolifération et de la survie des Treg via NFxB*>,

Par ailleurs, I’expression de 4-1BB-L a été rapporté a la surface de nombreuses tumeurs**,

Objectif
L’objectif de ce projet est d’évaluer I’impact de 1’expression de 4-1BB-L par la tumeur

sur la réponse immunitaire antitumorale.

Méthode
Pour cela, nous avons généré des clones de la lignée MC38 (carcinome du colon murin)
déficients pour 4-1BB-L ou controle par CRISPR-Cas9. Ces clones ont ensuite ¢t¢ implantés

en souris immunodéficientes Rag” et immunocompétentes C57BL/6].

Résultats

Les clones déficients pour 4-1BB-L et contrdle ont une croissance similaire en souris
immunodéficientes indiquant [’absence de différences intrinséques. En souris
immunocompétentes, la délétion de 4-1BB-L est associée a un meilleur contrdle de la

croissance tumorale allant jusqu’au rejet total des tumeurs dans plus de la moiti¢ des souris.

Conclusion
4-1BB-L semble jouer un role majeur dans la réponse immunitaire antitumorale dans un

héte immunocompétent.
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Dans un premier temps, nous avons comparé 1’expression des génes entre Tconv et Treg
a partir des 11 jeux de données publiés (GSE7460, GSE15907, GSE17580, GSE24210,
GSE37532, GSE40685, GSE42021, GSES50096, GSE10321, GSE13658 et GSE14308).
L’ensemble de ces données ont €été obtenues par microarray a partir de Tconv et de Treg purifiés
d’organes lymphoides (rate ou ganglions) de souris WT. Nous avons sélectionné les genes
différentiellement exprimés (p=0,05 ; log2FC > 1) entre Tconv et Treg dans au moins 10 des
11 jeux de données. Les 25 geénes les plus différentiellement exprimés de notre analyse sont

présentés dans la figure 13A.
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Figure 13 : Les lymphocytes T régulateurs murins expriment fortement 4-1BB. (4) Génes les plus
différentiellement exprimés entre Tconv et Treg murins isolés de la rate ou des ganglions de souris WT
dans au moins 10 des 11 études analysées. (B) tSNE réalisé sur les cellules CD45" isolés des tumeurs
MC38 implantées en souris C57BL/6J. Identification des sous-populations (gauche) et expression de 4-
1BB (droite, vert=forte expression). (C) Expression de 4-1BB-L par les cellules MC38 en culture (rouge
= cellules non marquées, bleu = MC38 marquées)

Parmi ces genes, on retrouve ceux de molécules connues pour étre fortement exprimées
par les Treg, dont Foxp3, Ctla4, I12ra (CD25), Ikzf2 (Helios) ou Tnfrsf9 (4-1BB), mais aussi
certains plus surprenant comme Penk, le géne de la proenképhaline. L’expression de 4-1BB

ayant aussi été décrite sur les lymphocytes T effecteurs et les cellules NK, nous avons analysé
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I’expression de 4-1BB au niveau protéique par les TIL isolés de souris implantées avec la lignée
tumorale MC38 par cytométrie de masse (Figure 13B). Dans ces tumeurs, 4-1BB était plus
fortement exprimée au sein des Treg comparés au Tconv, mais aussi aux lymphocytes T CD8"
et NK. Par ailleurs, nous avons aussi mis en évidence 1’expression de 4-1BB-L par les cellules

de la lignée MC38 (Figure 13C).

Sur la base de ces résultats, nous nous sommes demandés si I’expression de 4-1BB-L
par la tumeur pouvait moduler la réponse immunitaire antitumorale et plus particulierement les
Tregs. Pour répondre a cette question, nous avons ¢liminé le géne de 4-1BB-L (7nfsf9) au sein
de la lignée MC38 en utilisant la technologie CRISPR-Cas9. L’absence d’expression de la
protéine 4-1BB-L a été vérifiée par cytométrie en flux (Figure 14A) et la délétion compléte du

gene a été confirmée par PCR (Figure 14B).

A B

WT
KO

41BBL

Figure 14 : Génération des clones de MC38 déficient pour 4-1BB-L et controle. (A) Expression de 4-
1BB-L sur la lignée MC38 WT et les clones 4-1BB-L KO. (B) Validation par PCR du KO homozygote
apreés migration par électrophoreése sur gel d’agarose. La bande supérieure correspond au gene complet
(amorce verte sur l’exon 3 de la représentation schematique du gene Tnfsf9) et la bande inférieure est
associée a une delétion complete du gene Tnfsf9 (amorce bleue en amont de [’exon 1). Les barres
verticales indiquent [’emplacement des sites de clivage de la Cas9.

Les clones ainsi générés ont ensuite ¢t¢ implantés dans des souris immunodéficientes
Rag™, qui ne disposent pas de systéme immunitaire adaptatif, afin de déterminer si 4-1BB-L
affecte intrinséquement la croissance tumorale. Dans ces souris, les 2 clones KO avaient une
croissance similaire au clone sauvage (Figure15A). Pour la suite des expériences, nous avons
décidé d’utiliser le clone 13, déficient pour 4-1BB-L. En souris immunocompétentes
C57BL/6J, nous avons observé une réduction majeure de la croissance du clone 13 comparé au
clone WT, allant jusqu’a un rejet total de la tumeur dans plus de la moiti¢ des souris (Figure
15B-D). Enfin, nous avons voulu vérifier si ce rejet était associé a la mise en place d’une

mémoire immunitaire. Aprés 2 mois, le clone sauvage a ¢été réimplanté dans les animaux qui
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avaient initialement rejeté la tumeur KO. 3 souris sur 4 n’ont pas développé de tumeur 3

semaines apres 1’implantation contre O sur 3 dans des souris contrdle (Figure 15E).
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Figure 15 : La délétion de 4-1BB-L dans la tumeur améliore le controle de la croissance tumorale en
souris immunocompétente. (A) Courbes de croissance tumorale des clones WT (bleu) et 4-1BB-L (vert
et rouge) en souris immunodéficiente Rag2” (B) Courbes de croissance du clone WT3 (bleu) et du clone
13, déficient pour Tnfsf9 (rouge) en souris immunocompétentes C57BL/6J. Ces données ont été générées
dans 3 expériences indépendantes. Le nombre de souris ayant totalement rejeté leur tumeur est indiqué
a droite des courbes. (C-D) Courbes de croissance tumorale des souris individuelles de (B). (E) Courbes
de croissance a long terme des souris ayant rejeté la tumeur déficiente pour 4-1BB-L et réimplanté avec
le clone sauvage.
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Discussion & Perspectives
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L’ensemble des données recueillies au cours de ma thése appuie le role des ligands
tumoraux dans la modulation de la réponse immunitaire antitumorale, non seulement via
I’inhibition des cellules effectrices, mais aussi, en stimulant les cellules régulatrices, en

particulier les Treg, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles options thérapeutiques potentielles.
e HVEM

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence le role ’HVEM tumoral en tant
que point de contrdle de I’immunité via son interaction avec le ligand inhibiteur BTLA. Nous
avons aussi validé avec succes une stratégie thérapeutique visant a bloquer cette interaction

avec un anticorps monoclonal en souris humanisée avec des PBMC.

Une des limites de ce travail repose sur le fait que ce modele est composé

majoritairement de lymphocytes T, qui plus est, fortement activés**’

. Cette forte activation peut
aussi expliquer pourquoi nous n’avons pas retrouvé les propriétés agonistes de I’anticorps
observées in vitro et suggérées par des données de la littérature. En effet, Park et al. ont montré
qu’en faisant exprimé un scFv agoniste d’HVEM a la surface des cellules tumorales, le controle
tumoral était amélioré et que cela s’associait a la prolifération des lymphocytes T et a une

production augmentée d’IL-2 et d’IFNy par ces cellules**

. De plus, les expressions ’HVEM
et BTLA sur les lymphocytes T sont modulées au cours de I’activation avec une tendance a la
diminution du récepteur activateur HVEM et une augmentation du ligand inhibiteur BTLA,
augmentant ainsi leur susceptibilité a I’inhibition exercée via HVEM tumoral*’*3®¥, Ainsi, les
effets observés dans notre modéele sont susceptibles d’étre différents chez ’Homme, notamment
selon le sous-type cellulaire touché. En effet, HVEM a été décrit comme étant exprimé sur les

lymphocytes T et B, les NK et les cellules myéloides.

Néanmoins, nos résultats restent cohérents avec les travaux de la littérature visant a
inhiber I’expression d’HVEM par la tumeur ou a bloquer les interactions avec ces ligands dans
des modeles murins. En effet, I’injection d’un plasmide codant pour la forme soluble de BTLA
(pour entrer en compétition avec BTLA membranaire) a été associé a 1’augmentation de la
sécrétion de cytokines inflammatoires par les TIL*?®. De la méme maniére, un protocole de
vaccination avec des antigénes tumoraux s’est montré plus efficace s’il était associ¢ au blocage
d’HVEM par la protéine gD d’HSV 1%, Enfin, I’utilisation de siRNA pour inhiber I’expression
d’HVEM dans des modele de carcinome colique chez la souris et de cancer de 1’ovaire humain
in vitro ont été associés a la prolifération des lymphocytes T et a la production de cytokines

inflammatoires®'3*40,
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De maniére intéressante, nous avons observé que, dans notre modele, 1’absence
d’expression par la tumeur d’HVEM reproduisait les résultats obtenus avec 1’anticorps en souris
humanisées, et ce, malgré des croissances tumorales similaires en souris non humanisées. Ces
résultats mettent en évidence le réle d’HVEM tumoral en tant que point de contrdle de
I’immunité antitumorale T et la pertinence du modele pour valider de potentielles nouvelles
cibles thérapeutiques pour I’'immunothérapie du cancer. Néanmoins, les cellules effectrices ne
sont pas les seules a pouvoir étre modulées par la tumeur pour inhiber la réponse immunitaire
antitumorale. Ainsi, dans la seconde partie de ma thése, j’ai pu mettre en évidence que
I’expression, par la tumeur, de ligands de molécules exprimées majoritairement par les Treg

pouvait, elle aussi, favoriser le développement tumoral.
e ICOS-L

Nous avons montré que 1’expression d’ICOS-L par la tumeur jouait un role important
dans la réponse immunitaire antitumorale chez la souris humanisée. En effet, la croissance
d’une lignée ICOS-L KO, implantée en souris humanisée avec des CSH humaines, était ralentie
comparée a celle d’une lignée controle. Ce résultat, associ¢ a ’absence de différence de
croissance en souris immunodéficiente non humanisée, démontre que le systéme immunitaire
est un acteur primordial de I’échappement tumoral via ICOS-L. Ainsi, le role d’ICOS-L peut
dépendre de la stimulation directe des cellules immunitaires, en particulier régulatrices ou étre
indirect via un rétro-signal sur les cellules tumorales, qui va induire 1’expression de molécules

qui pourront favoriser la migration, la fonction ou le maintien des cellules régulatrices in situ.

Nos premieres données obtenues par cytométrie spectrale montrent que la perte d’ICOS-
L tumoral est associée a une forte activation des cellules immunitaires effectrices. Ce résultat
suggere qu’ICOS-L stimule préférentiellement les cellules régulatrices, dont les Treg qui sont
la principale population immunitaire exprimant ICOS au sein des tumeurs mammaires'?741°,
Au cours des dernicres années, le role des pDC a réguliérement été mis en avant dans plusieurs
cancers dont le cancer du sein avec des données montrant que ces cellules promouvaient les
Treg dans la tumeur via ICOS/ICOS-L!97#1442 Dans nos tumeurs, nous avons observé un
nombre extrémement réduit de pDC suggérant un role limité de ces cellules dans notre mode¢le.
Néanmoins, la possibilité de reconnaissance de la tumeur par des clones de Treg a récemment
été décrite dans le mélanome par Oliveira et al.>*. Dans cette étude, les auteurs ont mis en

¢vidence, dans des tumeurs exprimant le CMH de classe II (comme celles dérivées de nos

lignées de MDA-MB-231), la présence de clones de Treg spécifiques des antigénes tumoraux
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présentés directement par la tumeur. Par opposition, dans les tumeurs n’exprimant pas le CMH
de classe II, la présentation des antigénes tumoraux se ferait de maniere indirecte, donc

potentiellement par les pDC.

Une autre étude, publiée en 2020 dans le glioblastome, a mis en évidence que
I’inhibition de I’expression d’ICOSLG par la tumeur au moyen d’un shRNA s’associait & une
augmentation de la survie des souris dans un modé¢le murin immunocompétent, et ce, sans

différence significative en absence de lymphocytes T3¢

. Dans cette étude, les auteurs ont pu
observer une diminution significative de la fréquence des Treg au sein de coupes tumorales,
cette diminution s’accompagnant d’une réduction de 1’expression de I’ARN de I'IL-10 d’un
facteur 5 par rapport au contrdle. Néanmoins, dans ce modele, les auteurs observent aussi une
augmentation des nombres de lymphocytes T CD4" et lymphocytes T CD8" en I’absence
d’ICOS-L contrairement a nos données, qui suggerent des nombres stables pour les cellules
lymphoides non Treg. Dans cette étude, les cellules myéloides n’ont pas été étudiées.
L’augmentation du nombre de cellules lymphoides a aussi été observée suite a I’injection d’un
virus de la maladie Newcastle, modifi¢ pour forcer 1’expression tumorale d’ICOS-L dans des
modéles murins*®!. Dans cette étude, contrairement a ce que nous avons observé, cette
augmentation affectait préférentiellement les cellules effectrices. Cette différence pourrait
s’expliquer par I’insertion tardive du vecteur (J10) permettant la mise en place de la réponse

initiale en absence d’ICOS-L tumoral, I’immunogénicité intrinséque du virus couplé au signal

de co-stimulation apporté par ICOS-L et ’action cytolytique de celui-ci.

Au-dela de I’effet sur les Treg, nous avons aussi observé une accumulation importante
de macrophages M2-like exprimant le marqueur CD163. Ces cellules n’exprimant pas le
récepteur ICOS, cela suggere que leur recrutement accru est une conséquence de phénomenes
consécutifs aux interactions entre des cellules exprimant ICOS (ou une autre molécule) et
ICOS-L exprimé par la tumeur, possiblement via un rétrocontrdle sur la tumeur qui va alors
pouvoir sécréter diverses cytokines et chimiokines. Ces macrophages néo-recrutés pourront
alors étre polarisés en M2 sous 1’action de cytokines sécrétées par les Treg, comme cela a pu

étre décrit in vitro*®.

Globalement, nos résultats suggerent que I’expression d’ICOS-L permet ’activation
préférentielle des Treg au sein de la tumeur aboutissant a la polarisation in situ des macrophages
et a la suppression de 1’activation des cellules effectrices. Néanmoins, le mécanisme associé a

I’accumulation des macrophages au sein de la tumeur reste indéterminé. L’analyse par
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séquengage ARN sur cellules unique, en cours, sur le second lot d’animaux devraient permettre
d’apporter certains éléments de réponses quant aux mécanismes suppresseurs et cytotoxiques
impliqués, et possiblement, de fournir des hypothéses pour expliquer I’afflux de macrophages

au sein de la tumeur exprimant ICOS-L.

Par ailleurs, notre modele, impliquant 1’utilisation d’un clone KO dans lequel est
réintroduit le géne d’intérét, présente des avantages, mais n’est pas exempt de limites. Parmi
les avantages, on peut citer 1’expression continue et relativement forte du géne sous la
dépendance du promoteur CMV qui peut permettre d’exacerber un phénomene biologique, ou
la limitation des différences entre les lignées sauvage et KO du fait de I’absence d’une étape de
sous-clonage***. Cependant, ce processus génére de potentiels biais en raison de cette
expression continue et potentiellement, a des niveaux supraphysiologiques qui pourraient, au
contraire, faire apparaitre un phénotype qui n’existerait avec une expression « physiologique ».
Enfin, I’insertion aléatoire du vecteur lentiviral peut aboutir a la dérégulation d’autres genes,
responsables du phénotype observé. Néanmoins, ce phénomene est en partie controlé par

’utilisation d’une lignée transduite avec un lentivirus controle.
e 4-1BB-L

La plupart des études suggerent que 'utilisation d’un anticorps agoniste pour 4-1BB est
suffisant pour améliorer le contrdle de la croissance tumorale, notamment, de par la stimulation
des lymphocytes T effecteurs*-#. De plus, 4-1BB exprimé par les Tregs a été décrit comme
délétere pour ces cellules***#3446 Néanmoins, dans une étude menée dans un modéle murin de
my¢lome multiple, les auteurs montrent que les anticorps ciblant 4-1BB activent aussi les Tregs

t*7. Ces résultats

et que la déplétion de ces cellules permet d’améliorer la réponse au traitemen
sont appuyés par des données obtenues dans une autre étude démontrant que la déplétion des
Treg en utilisant des anticorps ciblant 4-1BB et pourvu de fonctions effectrices dépendant du
Fc (IgG2a) est plus efficace que 1’utilisation d’un agoniste dépourvu de ces fonctions (IgG1)

pour améliorer le contrdle de la croissance tumorale®”.

A ce jour, peu d’études se sont intéressées a la relation entre le ligand de 4-1BB exprimé
par la tumeur et les cellules de la réponse immunitaire antitumorale exprimant 4-1BB. Une
¢tude menée dans le cancer du poumon a montré que I’expression de 4-1BB-L par des lignées
tumorales pouvait promouvoir la sécrétion d’IFNy par les lymphocytes T CDS8". Cette

448

expression d’IFN s’associait a une expression de PD-L1 par la tumeur®. Une autre étude

réalisée a partir de la lignée de carcinome hépatocellulaire HepG2.2.15 a mis en évidence que
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la stimulation de 4-1BB-L par 4-1BB induisait la production d’IL-8 par ces cellules**. Enfin,
en co-cultivant des cellules tumorales de pancréas et des macrophages dérivés de la lignée
U937, Wu et al. ont suggéré que I’expression de 4-1BB-L par la tumeur était associée a la

polarisation des macrophages vers un profil M2,

Nos résultats suggerent I’existence d’interactions directes entre la tumeur et les cellules
de I’'immunité antitumorale via 4-1BB/4-1BB-L et que celles-ci se feraient plutot sur les cellules

régulatrices exprimant 4-1BB, donc vraisemblablement les Treg.

En 2017, les travaux de Kang et al. ont montré une forte inhibition de la croissance
tumorale dans des souris 4-1BB KO greffées avec la lignée CT26 comparée a des souris
sauvages. Cet effet était associé a une augmentation de la sécrétion d’IFNy par les lymphocytes
T CD8". Dans cette méme étude, les auteurs ont mis en évidence dans un modéle de transfert
adoptif de Treg sauvages dans une souris 4-1BB KO, que les Treg sont associés a

241 Récemment, Swatler

I’accumulation intratumorale de macrophages avec un phénotype M
et al. ont mis en évidence dans un modele de leucémie, que la présence de vésicules
extracellulaires, sécrétées par les cellules tumorales et contenant 4-1BB-L, favorisait la prise de
greffe et promouvaient les Treg effecteurs*?. L’ensemble de ces données suggérent que la voie
4-1BB/4-1BB-L est importante pour la mise en place précoce d’un environnement suppresseur

permettant la croissance tumorale.

Néanmoins, faute d’avoir pu réaliser d’étude phénotypique sur les TIL en raison de
problémes techniques, nous ne disposons pas de données pouvant appuyer ou réfuter ces
hypothéses. De plus, malgré 1’équivalence de croissance in vitro et in vivo en souris
immunodéficientes, 1’existence d’un rétro-signal exercé par 4-1BB-L sur les cellules tumorales

453 Néanmoins, celui-ci reste peu probable,

reste possible comme décrit dans plusieurs études
les cellules myéloides et NK pouvant exprimer 4-1BB étant présente dans le modéle Rag™.
Enfin, nous ne pouvons pas exclure que les sous-clones sélectionnés différent par autre chose
que 4-1BB-L. Pour lever ce doute, on peut envisager l’utilisation du second clone KO ou la
réintroduction du gene au sein du premier, avec les mémes biais potentiels que décrits avec

ICOS-L.

Par ailleurs, nous avons montré que le rejet initial de la tumeur 4-1BB-L KO permettait
la mise en place d’une immunité stérilisante contre la lignée sauvage, suggérant que le
mécanisme de régulation peut étre pris de vitesse en cas d’existence d’une réponse mémoire.

Cet ¢lément appuie le fait que le systéeme de régulation immunitaire impliqué dans la phase
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d’initiation de la croissance tumorale se met en place trés précocement, dans les premiers jours
suivant ’implantation de la tumeur, avant 1’apparition d’une réponse adaptive cytotoxique

efficace.
Considérations thérapeutiques

Malgré des résultats positifs chez I’animal, les études menées chez ’Homme avec les
anticorps agonistes ciblant ICOS et 4-1BB sont décevantes. Les résultats obtenus au cours de

ma thése permettent de proposer des hypotheses pour expliquer cette inefficacité.

La faible efficacité obtenue jusqu’a présent chez I’Homme avec les agonistes anti-ICOS
en monothérapie pourrait s’expliquer par le fait que ces anticorps exercent leur propriété sur
I’ensemble des lymphocytes T. Or, les Treg étant les cellules avec la forte expression d’ICOS,
ceux-ci seraient donc ciblés préférentiellement, a I’instar de ce qui peut exister avec la lignée
exprimant ICOS-L ou la proportion de Treg est augmentée et associée a une plus faible
activation des cellules effectrices. Ainsi, I’utilisation d’un agoniste augmente le nombre global
de TIL, sans modifier le ratio effecteurs/régulateurs, avec le risque que la balance penche vers
les Treg. Cette hypothése est appuyée par I’efficacité, en souris humanisées, de la combinaison
de I’agoniste anti-ICOS et de la cyclophosphamide a faible dose*!’. En effet, dans ce modéle,
les Treg étant déplétés par la cyclophosphamide!™’, ’anticorps peut exercer ces propriétés
agonistes préférentiellement sur les lymphocytes T effecteurs et ainsi, faire basculer la balance

effecteurs/régulateur en faveur des effecteurs, favorisant le contréle de la croissance tumorale.

Concernant les anti-4-1BB, la situation est assez similaire avec une nuance : suivant
I’affinité de 1’anticorps, les données suggerent que 1’action sur les effecteurs, en particulier les
lymphocytes T CD8" pourrait étre préférentielle, mais au prix d’une toxicité hépatique**.
Néanmoins, I’effet agoniste semble aussi existé sur les Tregs ce qui pourrait expliquer la faible

efficacité de I'utolimumab, un agoniste faible, en monothérapie*®.
Perspectives

Pour le projet relatif a I’expression d’ICOS-L par la tumeur et son impact sur la réponse
immunitaire antitumorale, nous envisageons de :
e Evaluer un anticorps thérapeutique ciblant ICOS-L dans le cancer du sein en souris
humanisée
Face a I’importance du phénotype observé en souris humanisées avec les tumeurs ICOS-L KO
et controle, nous allons évaluer I’'utilisation d’un anticorps monoclonal humanis¢ dans notre
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modele afin de déterminer si ICOS-L pourrait représenter une cible pour I’immunothérapie du
cancer. L’anticorps que nous envisageons d’utiliser est le prezalumab (IgG2 humaine) qui a été
évalué en clinique chez I’Homme jusqu’en phase 2 dans le traitement des maladies auto-
immunes (syndrome de Sjogren/lupus/psoriasis). A ce jour, le développement clinique est
interrompu. Par ailleurs, au-dela de 1’aspect immunitaire, une étude a mis en évidence le role
de I’interaction ostéopontine/I[COSL dans I’angiogenése et le processus de métastase dans un
modéle murin de cancer du sein*>, ce mécanisme pourrait éventuellement étre aussi affecté par
I’utilisation d’un anticorps thérapeutique, renfor¢ant I’intérét de la cible.
e Caractériser in vitro ’interaction entre les Treg et la lignée exprimant ICOS-L

En parall¢le de 1’évaluation du prezalumab, nous envisageons d’effectuer des expériences de
coculture in vitro entre des Treg humains et nos lignées tumorales afin d’essayer de mieux
caractériser I’interaction entre la tumeur et les Treg (tests de prolifération, tests fonctionnels,

microscopie, ...)

Concernant 4-1BB-L, les perspectives intégrent le projet de thése d’une future doctorante
dans I’équipe et visent a :
e Valider les données souris dans un modele de cancer du rein en souris humanisée avec
des CSH
Chez ’Homme, dans le cancer du rein, les Treg sont associés avec un mauvais pronostic'*’. Par
ailleurs, 4-1BB-L est largement exprimé par les tumeurs rénales avec un impact délétere sur le

pronostic clinique**

. Ainsi, nous souhaitons reproduire les données obtenues en souris dans un
modele de souris humanisées et dans un cancer cliniquement pertinent.

e [’évaluation d’un anticorps monoclonal ciblant 4-1BB-L humain en souris humanisée
Toujours, dans une optique thérapeutique, nous envisageons d’évaluer un anticorps monoclonal
ciblant 4-1BB-L humain dans le méme modé¢le que ci-dessus. Cet anticorps sera développé au
sein du laboratoire, est déja financé par Inserm transfert et sera susceptible de faire 1I’objet d’un
brevet. L’¢étude sera faite directement avec 1’anticorps ciblant 4-1BB-L humain du fait de la
faible homologie entre les protéines 4-1BB-L humaines et murines en particulier dans leur
domaine d’interaction avec 4-1BB, ceci étant associ¢ a des affinités différentes et possiblement
des effets associés modifiés*’.

e La réalisation d’expériences de « vaccination » avec la lignée 4-1BB-L KO
Au vu de la mémoire immunitaire développée chez la souris et des difficultés a capturer le

phénotype des TIL des tumeurs KO pour 4-1BB-L, nous envisageons de réaliser des
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expériences de pseudo-vaccination en co-implantant les tumeurs WT et KO (mélange 50:50,
injection au flanc opposé) afin d’observer un éventuel rejet de la tumeur WT lors de la réponse

primaire.
A plus long terme, on peut envisager d’appliquer notre modéle de tumeur KO en souris

humanisée pour effectuer un criblage pour déterminer de nouvelles cibles d’intérét pour

I’immunothérapie du cancer.
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Conclusion
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Au cours de ma thése, je me suis intéressé aux 2 aspects de la modulation de la réponse
immunitaire antitumorale que sont I’inhibition des cellules effectrices, avec HVEM et la
promotion des cellules régulatrices, via ICOS-L et 4-1BB-L, et ce, du point de vue de la tumeur.
Au cours des dernieres années, 1’accent a ¢té mis sur la promotion des cellules effectrices avec
les inhibiteurs de points de contréle (anti-PD-1, anti-CTLA-4) et 1’utilisation d’anticorps

agonistes.

Mes travaux recentrent la question autour de la tumeur et des moyens a sa disposition
pour forger un microenvironnement immunitaire favorable a son développement. Cela passe
notamment par 1’inhibition des cellules effectrices via I’expression de ligands de molécules de
co-inhibition et la promotion des Treg/cellules régulatrices avec I’expression de ligands de leurs
molécules de co-stimulation. Au cours de ma thése, j’ai montré que I’expression par la tumeur
d’HVEM, une molécule de co-inhibition, était associée a une moins bonne efficacité¢ de la
réponse immunitaire antitumorale, ce phénomene étant réversible avec I’'utilisation d’un
anticorps bloquant I’interaction entre HVEM et la molécule de co-inhibition BTLA. Jai aussi
montré que les expressions tumorales d’ICOS-L et 4-1BB-L, deux ligands de molécules de co-
stimulation, limitaient, elles aussi, le contréle de la croissance tumorale, probablement via la
promotion directe des cellules régulatrices. Ce dernier point va dans le sens de travaux

émergents sur les interactions directes entre la tumeur et les Treg.

Ainsi, nous proposons un nouveau modele permettant 1’évaluation in vivo de I’impact
de I’expression de certaines molécules par la tumeur sur le systéme immunitaire. Ce modele,
basé sur I'utilisation de souris humanisées, bien que plus contraignant et coliteux que les
modeles murins conventionnels a I’avantage de se rapprocher de la physiopathologie humaine
et donc de passer outre une grande partie de la variabilité inter espece. A terme, ce modele
devrait permettre la validation de nouvelles cibles potentielles et pertinente pour

I’immunothérapie du cancer chez ’Homme.
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Abstract:

Regulatory T cells (Treg) are crucial in the proper balance of the immune system. A better
characterization of Treg-specific genes should extend our knowledge on their complex biology.
However, to date there is no consensual Treg signature in the literature. Here, we extracted a
molecular Treg meta-signature relative to CD4+ conventional T cell from 8 different but
comparable publicly available microarray datasets. We confirmed the validity of our result
using the much larger but less stringent Immuno-Navigator database. However, many genes of
the Treg meta-signature were also expressed at the protein level by other immune cell subsets,
as assessed by mass cytometry, with the noticeable exceptions of //2ra, Ctla4, and Tnfrsf9.
Surprisingly, the proenkephalin (Penk) gene was a prominent member of this restricted Treg
meta-signature. Further analysis of public datasets and of our own RNA sequencing
experiments confirms that Penk was over expressed by Treg in various murine tissues, including
thymic Treg. Interestingly, Penk expression was increased in intra tumoral Treg whereas it was
down modulated in the central nervous system of mice suffering from EAE. Finally, we propose
a mechanistic model linking TNFR signaling and the transcription factor Batf in the regulation
of Penk expression in Treg. Altogether, our results provide the first Treg meta-signature in mice

and identifies Penk as a novel and unexpected Treg marker.

Résume :

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont primordiaux pour le maintien de 1’équilibre du
systtme immunitaire. Une meilleure caractérisation des genes spécifiques des Treg devrait
permettre d’accroitre les connaissances sur leur biologie. Néanmoins, a ce jour, il n’existe pas
de signature consensuelle dans la littérature. Dans le cadre de cette étude, nous avons extrait
une méta-signature moléculaire pour les Treg en les comparant aux lymphocytes T CD4"
conventionnels a partir de 8 jeux de données de microarray publiés. Nous avons ensuite validé
ces résultats avec la base de données Immuno-Navigator. Cependant, nous avons montré par
cytométrie de masse que plusieurs génes de la méta-signature s’aveérent aussi exprimés au

niveau protéique par d’autres sous-types cellulaires, a quelques exceptions pres, notamment
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12ra, Ctla4 et Tnfrsf9. Etonnamment, le géne de la proenképhaline (Penk) faisait partie de la
liste des genes les plus différentiellement exprimés entre Tconv et Treg. Des analyses
complémentaires de données publiés et de données générées au sein du laboratoire confirment
la surexpression de Penk par les Treg de nombreux tissus dont le thymus. De plus, I’expression
de Penk était augmentée au sein des Treg intratumoraux alors qu’elle était diminuée dans ceux
du systéme nerveux central de souris atteintes d’EAE. Enfin, nous proposons un mécanisme
associant la signalisation TNFR et le facteur de transcription Batf dans la régulation de
I’expression de Penk par les Treg. Nos résultats fournissent la premiere méta-signature des Treg

murins et identifient Penk comme un marqueur nouveau et inattendu de Treg.

Contribution au projet :

Pour ce projet, j’ai participé a la recherche et la comparaison des jeux de données publiés afin
d’établir la liste des genes différentiellement exprimés entre Tconv et Treg (résultats présentés
dans la figure 13A du manuscrit). Par la suite, j’ai vérifié la spécificité de I’expression protéique
des génes identifiés, en conditions physiologique et pathologique (cancer) par cytométrie de
masse. Par ailleurs, j’ai aussi validé I’expression de Penk dans les Treg, notamment en condition
inflammatoire, par cytométrie en flux. Enfin, j’ai mené diverses expériences fonctionnelles pour
tenter de déterminer la fonction associée a cette expression, en utilisant des modéles murins
déficient pour Penk dans le systéme immunitaire. Ces souris ont été générées a partir de souris
immunodéficientes dans lesquelles des moelles de souris Penk KO ont été transférées. Les
résultats obtenus (non présentés dans le préprint) avec ces modeles étant peu convaincants, nous
générons un modele plus « propre » a partir de souris avec un KO conditionnel de Penk dans
les Treg. Ces souris seront utilisées pour évaluer le role de cette protéine exprimée par les Treg

dans divers modeles incluant un modéle de douleur (modéle de constriction du nerf sciatique).
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Exogenous fucosylation enhances T cell anti-tumor cytotoxicity in vivo

Audrey Mohr*, Mustapha Cherai*, Nicolas Aubert*, Anne-Elodie Receveur*, Aness
Haddouche, Baptiste Fouquet, Clara Cretet, Mo Atif, Melissa Saichi, Armelle Bohineust,
Marie Tourret, Derivry Lucille, Sylvain Choquet, Sophie Caillat-Zuckman, Frangoise Norol,
Robert Balderas, Raj Malhothra, Guy Gorochov, Gilles Marodon, Makoto Miyara”

Article en préparation

Abstract:

Adoptive cell therapy by CAR T-cells is a major revolution for the treatment of advanced B-
cell malignancies. However, its efficacy is limited beyond hematological malignancies. One
obstacle for use of CAR-T in solid tumor is the ability for these CAR-T to migrate and home
into tumor. CD62-E/CD15s interaction promotes the tethering, rolling of immune blood cells
and their transendothelial migration. Moreover, CD62-E is highly expressed on microvascular
endothelial cells, especially upon inflammation. We hypothesize that this property could be
exploited to enhance CAR T-cells migration and infiltration in solid tumor. In this study, we
use in vitro exofucosylation by fucosyltransferase 7 (FUT7) to increase CD15s expression on
CAR-T cells. First, we confirmed that in vifro treatment with FUT7 allowed increased
expression of CD15s on immune cells, especially by a subset of CD8" T-cell that expressed
perforin and IFNg. By grafting FUT7-treated PBMC in humanized mice, we showed that
fucosylation was associated with an increased in CD8" T-cells infiltration in the tumor. Based
on these observations, we evaluated FUT7-treatment of CAR-T-cells in CD19" solid tumor
model. We showed that the treatment efficiently increased CD15s+ proportion in CAR-T and
this was associated with an increase in CAR-T infiltration and a decreased in tumor growth.
Altogether, our results show that in vitro exogenous fucosylation enhances T cell anti-tumor
cytotoxicity in vivo and that treatment of CAR-T cells with FUT7 might be a good option to

increase their efficacy for treatment of solid cancer.

Résume :

Les thérapies par transfert adoptif de cellules CAR T sont une révolution dans la prise en charge
des tumeurs B. Cependant, leur efficacité est limitée au-dela des cancers hématologiques. Un
des obstacles a I’utilisation des CAR-T dans les tumeurs solides est la capacité de ces cellules
a migrer dans la tumeur. L’interaction entre CD62-E et CD15s favorise I’attache, le roulement
et la migration transendothéliale des cellules immunitaires. De plus, CD62-E est fortement
exprimé par les cellules endothéliales des microvaisseaux, particulierement au cours de

I’inflammation. Nous avons émis 1’hypothése que cette propriété pourrait étre exploitée pour
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promouvoir la migration et I’entrée des CAR T dans les tumeurs solides. Dans cette étude, nous
utilisons la fucosyltransférase 7 (FUT7) pour exofucosyler in vitro les CAR T et ainsi
augmenter I’expression de CD15s. Dans un premier temps, nous avons confirmé que le
traitement avec la FUT7 permettait ’augmentation de la proportion de cellules exprimant
CD15s, notamment pour un sous-type de lymphocytes T CD8" exprimant de la perforine et de
I’IFNg. Apres avoir greffé des PBMC traités avec la FUT7 a des souris humanisées, nous avons
observé une meilleure infiltration de lymphocytes T CD8" dans les tumeurs. Sur la base de ces
observations, nous avons testé ce traitement sur des CAR T dans un modéle de tumeur solide
exprimant CD19. Nous avons montré que le traitement est efficace pour augmenter la
proportion de CAR T CD15s" et que cela s’associait a une infiltration accrue dans la tumeur et
une réduction de la croissance tumorale. L’ensemble des résultats obtenus montrent que
I’exofucosylation augmente la réponse antitumorale T cytotoxique et ouvre des perspectives

quant a son utilisation pour augmenter I’efficacité¢ des CAR T contre les tumeurs solides.

Contribution au projet :

Dans le cadre de ce projet, j’ai réalisé I’ensemble des expérimentations in vivo des injections
des cellules tumorales et des cellules immunitaires humaines, a 1’analyse des résultats, incluant
le suivi des croissances tumorales, la préparation des tissus ex vivo, le marquage et I’acquisition
par cytométrie en flux, le cas échéant. Ces expériences incluent la comparaison de I’efficacité
de PBMC ou de CAR-T, exofucosylés in vitro ou non, dans le contrdle de la croissance

tumorale.
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Butyrate induces TNF production in human Regulatory T cells

Mo Atif, Mustapha Cherai, Nicolas Aubert, Clara Cretet, Lynda Aoudjehane, Baptiste Fouquet,
Robert Balderas, Filomena Conti, Olivier Scatton, Guy Gorochov, Gilles Marodon, Ye Htun
Oo, Makoto Miyara

Article en préparation

Abstract:

Short-chain fatty acids (SCFAs) such as butyrate promote regulatory T (Treg) cells of thymic
and peripheral origin. However, Treg cells are phenotypically and functionally heterogeneous
entities. In this study, we delineated how butyrate modulated Treg cell heterogeneity via novel
mechanisms.

Through combining multimodal single-cell profiling with wet-lab experiments, we found that
butyrate polarized the differentiation of naive Treg cells into heterogeneous subpopulations
with both immunosuppressive and pro-inflammatory subsets. Butyrate also acutely inhibited
the phosphorylation of STATS and p38. These effects coincided with increased secretion of
TNFa, IL-2 and IL-17A from the activated Treg cells without affecting their
immunosuppressive capacity. These new pro-inflammatory subpopulations were driven by the
hypoxia, NFkB, JAK-STAT and TNFa signaling pathways. The regulons driving these
processes were GATA3, HIF1A and several STAT proteins.

Collectively, our work demonstrates the capacity of butyrate to promote diverse regulatory and
effector cell subpopulations. These novel mechanisms could be exploited to precisely modulate

the effects of SCFAs on Treg cells.

Résume :

Les acides gras a chaine courte (AGCC), tels que le butyrate, favorisent les lymphocytes T
régulateurs (Treg) d'origine thymique et périphérique. Cependant, les cellules Treg sont des
entités phénotypiquement et fonctionnellement hétérogenes. Dans cette étude, nous avons
déterminé comment le butyrate modulait 1'hétérogénéité des cellules Treg par de nouveaux
mécanismes.

En combinant le profilage multimodal de cellules uniques avec des expériences en laboratoire,
nous avons découvert que le butyrate polarisait la différenciation des cellules Treg naives en
sous-populations hétérogénes avec des sous-ensembles immunosuppresseurs et pro-
inflammatoires. Le butyrate a également inhibé de fagon aigué€ la phosphorylation de STATS

et de p38. Ces effets ont coincidé avec une augmentation de la sécrétion de TNFa, IL-2 et IL-
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17A par les cellules Treg activées sans affecter leur capacit¢ immunosuppressive. Ces nouvelles
sous-populations pro-inflammatoires étaient dirigées par les voies de signalisation de I'hypoxie,
NF«B, JAK-STAT et TNFa. Les régulateurs de ces processus étaient GATA3, HIF1A et
plusieurs protéines STAT.

Collectivement, notre travail démontre la capacité¢ du butyrate & promouvoir diverses sous-
populations de cellules régulatrices et effectrices. Ces nouveaux mécanismes pourraient étre

exploités pour moduler précisément les effets des AGCC sur les cellules Treg.

Contribution au projet :

Pour ce projet, j’ai réalisé une expérience supplémentaire visant a déterminer in vivo, dans un
mode¢le de GVHD, si I’expansion in vitro de Treg humains en présence de butyrate permettait

le maintien de leur fonction suppressive.
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Identification de nouvelles cibles potentielles impliquées dans I’'immunomodulation
tumorale

Résumé :

L’échappement du cancer au systéme immunitaire fait intervenir deux mécanismes principaux : une
inhibition directe des cellules cytotoxiques par la tumeur et une inhibition indirecte, via la promotion
des cellules immunosuppressives (lymphocytes T régulateurs, macrophages M2, MDSC, ...). Dans le
cadre de ma thése, je me suis intéressé d’une part, aux mécanismes de suppression directe de la tumeur
sur les cellules effectrices via le couple de récepteurs/ligands HVEM/BTLA, et d’autre part, & un
mécanisme de suppression indirecte via la stimulation des lymphocytes T régulateurs par la tumeur,
dépendante de 1’expression d’ICOS-L et de 4-1BB-L, deux ligands dont les récepteurs (ICOS et 4-1BB)
sont fortement exprimés par les lymphocytes T régulateurs humains et murins. L’utilisation de lignées
tumorales déficientes pour HVEM, ICOS-L, et 4-1BB-L dans des mod¢les murins syngéniques ou
humanisés nous a permis de mettre en évidence 1’impact déléteére de 1’expression de ces molécules sur
la réponse immunitaire antitumorale. En effet, malgré des croissances similaires dans des souris
immunodéficientes, nous avons observé une réduction significative de la croissance de ces lignées dans
des souris immunocompétentes allant jusqu’au rejet total avec une tumeur murine déficiente pour 4-
1BB-L. Cette réduction est associée a une augmentation de 1’activité des cellules effectrices dans les 3
modeles, et a une diminution de la proportion des cellules suppressives dans le cas d'ICOS-L et de 4-
1BB-L. De plus, ce meilleur contrdle est reproduit dans un contexte thérapeutique avec un anticorps
murin ciblant la molécule HVEM humaine chez la souris humanisée. Ainsi, nos résultats apportent de
nouveaux ¢léments quant a I’immunomodulation directe et indirecte exercée par la tumeur sur les
lymphocytes in situ et ouvrent de nouvelles perspectives dans le traitement des cancers ou la forte
expression de ces molécules est de mauvais pronostic.

Mots clés : Immunothérapie du cancer — Souris Humanisée — HVEM - 4-1BB-L — ICOS-L —
Immunomodulation tumorale

Identification of potential new targets involved in tumor immunomodulation

Abstract:

Tumor immune escape is one of the hallmarks of cancer. This escape involves two main mechanisms:
direct inhibition of effector cells by the tumor through the expression of co-inhibitory ligands and
promotion of immunosuppressive cells (regulatory T-cells, M2 macrophages, MDSC, ...). In my thesis,
I studied both direct tumor suppression mechanisms on effector cells via the HVEM/BTLA couple, and
indirect suppression mechanisms through regulatory T cells promotion via ICOS-L and 4-1BB-L, which
are both ligands of receptors (ICOS and 4-1BB) highly expressed on human and murine regulatory T-
cells. Using tumoral cell lines deficient for HVEM, ICOS-L, and 4-1BB-L in syngenic and humanized
mice models, we demonstrate the deleterious impact of the expression of these molecules on the anti-
tumor immune response. Indeed, despite similar growths in immunodeficient mice, we observe
significant reductions of tumor growth with the deficient cell lines, with complete rejection of murine
tumor deficient for 4-1BB-L in half of the mice. This reduction is associated with an increase in effector
cell activity in all three models, and a decrease in the proportion of regulatory T cells with the ICOS-L
and 4-1BB-L deficient lines. Moreover, this better control is reproduced in a therapeutic context with a
murine antibody targeting human HVEM in humanized mice. Thus, our results provide new elements
about direct and indirect immunomodulation exerted by the tumor on lymphocytes in situ and open new
perspectives in the treatment of cancers in which high expression of these molecules is associated with
WOrse prognosis.

Key words: Cancer immunotherapy — Humanized mice — HVEM — 4-1BB-L — ICOS-L — Tumor
Immunomodulation
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