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Contexte: Le Mésothéliome Pleural Malin

CONTEXTE : Le Mésothéliome Pleural Malin

1) Définition et localisation

Le mésothéliome malin, est une tumeur agressive des séreuses. Elle survient suite a la
transformation maligne des cellules mésothéliales qui tapissent les cavités sériques telles que : la
plevre, le péritoine et le péricarde. Le mésothéliome le plus souvent rencontré est celui touchant la

plevre, appelé mésothéliome pleural malin (MPM), et représente plus de 80% des cas de MPM.

Pleural Mesothelioma

Diseased Lung

Healthy Lung __

Pleural
space

diaphragm

Figure 1: Représentation de la plévre et du Mésothéliome Pleural Malin

A) La plévre est un double feuillet de cellules, séparant les poumons du thorax. L'espace intra-pleural est délimité par le feuillet pariétal et
viscéral. En conditions physiologiques, il est quasi inexistant. B) En condition tumorale, I'espace pleural va se retrouver envahi par les
cellules tumorales. Le liquide pleural quasi inexistant en condition physiologique va se retrouver en quantité importante.

Source: Updated by: Shabir Bhimji, MD, PhD, Specializing in General Surgery, Cardiothoracic and Vascular Surgery, Midland, TX. Review
provided by VeriMed Healthcare Network. Also reviewed by David Zieve, MD, MHA, Medical Director, A.D.A.M. Health Solutions, Ebix, Inc.

La plevre est un double feuillet de cellules mésothéliales qui recouvre les poumons et les isole de
la paroi interne du thorax. Le feuillet viscéral adhere au poumon et le feuillet pariétal, lui, adhere a la
paroi thoracique. Ces deux feuillets vont alors délimiter un espace : la cavité pleurale. La plévre va
secréter un fluide aux propriétés lubrifiantes permettant le glissement des deux feuillets I'un sur

I'autre lors des mouvements respiratoires : le Liquide Pleural (LqP) (Figure 1).

Lors de I"apparition d’'un MPM, la cavité pleurale se retrouve envahie a la fois par des cellules
tumorales mais aussi par I'accumulation de LgP. Ce dernier est d’ailleurs la cause de troubles de la
respiration ou dyspnée qui est le symptdme majeur conduisant a la découverte de ce cancer. En
effet, alors que ce LgP n’est présent qu’en petite quantité (15 ml environ) chez les personnes saines,

il est retrouvé en quantité importante (1 a 2 litres) chez les patients atteints d’'un MPM.
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Contexte: Le Mésothéliome Pleural Malin

Il) Epidémiologie

Le principal facteur étiologique du MPM est I'amiante. Sa mise en cause dans ce cancer a
d’ailleurs été mise en évidence dés 1960 [1]. Ce n’est qu’en 1997 que l'utilisation de cette fibre est
interdite en France et en 2005 au niveau Européen. L’amiante désigne un groupe de minéraux, les

silicates ayant une texture fibreuse. Deux familles sont principalement mises en cause (Tableau 1):

- Le chrysolite (groupe de serpentines) ou amiante blanc

- Les amphiboles (anthophyllite, aminosite, crocidolite, actinolite trémolite)

Tableau 1: Classification des fibres d'amiantes

TYPE Sous-type Formule chimique connue

Serpentine
Chrysolite Mg;(Si,0s)(0OH),

Amphibole
Crocidolite Na,(Fe*"),(Fe®*);Sig02,(OH),
Tremolite Ca,MGsSig0,,(0H),
Anthrophyllite
Amosite
Actinolite Ca,(Mg,Fe)sSig02,(0H),
Fluoro-edenite
Erionite
Zeolite

Apres exposition a I'amiante, le risque de développer un MPM est inférieur a 10% [2] suggérant
la présence d’autres facteurs de risques pouvant prédisposer a I'apparition de ce cancer. Mais ces
facteurs restent a ce jour controversés (prédispositions génétiques, rayonnements ionisants ou le

virus simien 40 (SV40)).

L'utilisation de cette fibre a principalement eu lieu dans le monde de l'industrie, du batiment,
dans la construction navale, notamment pour ses propriétés isolantes, ce qui explique une plus forte
incidence chez les hommes que chez les femmes. Actuellement, cette incidence est de 20 cas pour 1
million en Europe avec de grandes variations entre les pays. Elle est en constante augmentation, avec
un pic annoncé pour les années 2015-2020, principalement en raison du délai de latence entre
I’'exposition et I'apparition de la maladie qui est en moyenne de 40 ans (écart 15-67 ans). Pour des
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Contexte: Le Mésothéliome Pleural Malin

pays qui ont continué a I'utiliser au 21lieme siécle, il est attendu que cette incidence augmente dans

les 40 prochaines années.

Ill) Etiologie

La relation entre les fibres minérales d’amiante et le MPM est clairement établie, cependant
cette relation n’explique pas I'ensemble des cas de MPM. D’autres facteurs de risques plus ou moins

controversés semblent impliqués.

A. L’amiante

Comme cela a déja été mentionné précédemment, la relation entre I'exposition a amiante et le
MPM est connue depuis plus de 50 ans maintenant [1]. Cette exposition peut étre environnementale
ou professionnelle. Dans le secteur industriel, ces fibres d’amiantes, de par leurs propriétés
intéressantes (incombustibilité, imputrescibilité, résistance thermique et chimique importante,
résistance mécanique et a l'usure, isolation acoustique, compatibilité avec le ciment...), ont été
largement utilisées. De nombreux corps de métiers ont donc été touchés. Dans le milieu naturel, des
études ont démontré une corrélation entre I'exposition a ces fibres d’amiante (érionite) et a

I"apparition d’une fréquence importante de MPM en Turquie [3].

La relation entre les fibres d’amiante et le développement de la maladie semble liée a des
mécanismes directs et indirects. En effet, ces fibres peuvent transloquer du poumon a la plévre [4].
Elles vont conduire d’'une fagon indirecte au relargage de facteurs inflammatoires et de facteurs de
croissance dans la cavité pleurale [5]. Plusieurs mécanismes vont ensuite étre impliqués dans le

processus de tumorigénese [6]:

- Ces fibres vont pouvoir se retrouver a l'intérieur des cellules mésothéliales grace a des
mécanismes de phagocytose. Cela va conduire a la dégranulation des lysosomes et
I'augmentation de I'oxydation intracellulaire [7]. Ces molécules réactives vont alors étre
responsables de cassures de I’ADN [8] et vont donc exercer un stress génotoxique et cytotoxique,
responsable d’erreurs dans le processus de mitose avec une ségrégation anormale des

chromosomes [9].

- Dans des cellules en culture, 'amiante va également étre responsable de I'arrét du cycle
cellulaire via I'activation de P53, un facteur de transcription essentiel dans le contréle du cycle
cellulaire, suite a des cassures de I'ADN [10]. Des proto-oncogeénes vont également étre

retrouvés surexprimés suite a une exposition aux fibres d’amiante tels que: C-fos, C-jun ou
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encore la voie des mitogen-activated protein kinases (MAPK) [11], en passant par |’activation
d’une cascade de phosphorylations, comprenant par exemple la PKC ou ERK et conduisant a la

production de facteurs inflammatoires.

L'ensemble de ces mécanismes va déclencher la régénération et |'activation de la prolifération

des cellules mésothéliales favorisant ainsi le processus de transformation tumorale.
B. Simien virus 40

La mise en cause du SV40 dans I'étiologie du MPM est principalement basée sur la détection de
traces d’ADN viral du SV40 chez des patients atteints de MPM [12]. Cependant, cette mise en cause
est sujette a controverse [13]. Il a été proposé que ce virus puisse également agir comme cofacteur
de I'amiante, augmentant la transformation tumorale et conduisant au développement d’'un MPM

[14-16].
C. Autres causes

D’autres facteurs sont également décrits comme pouvant étre impliqués dans I'apparition d’un

MPM :

- Les rayonnements ionisants utilisés en thérapie pourraient étre la cause d’un certain nombre
de cas de MPM, diagnostiqués apreés exposition du patient a des rayonnements ionisants, en
I"'absence d’exposition a I'amiante [17]. Ces cas de MPM restent encore assez rares et peu
d’études décrivent correctement l'effet des rayonnements ionisants sur les cellules
mésothéliales. Seul I'effet des rayonnements gamma a été étudié sur ces cellules. lls
provoquent une induction de P53 et P21, deux protéines importantes dans le contréle du

cycle cellulaire [18].

- Les prédispositions génétiques sont encore relativement peu étudiées. Elles pourraient
expliquer la présence d’un terrain favorable ou non au développement d’'un MPM et
expliquer pourquoi seulement 10% des personnes exposées a |'amiante développent un
MPM. Dans la littérature, la présence d’un faible nombre de mésothéliome chez I'enfant (2 a

5% des cas), ainsi que I'étude de cas familiaux suggérent une possible cause génétique [19].
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IV) Mécanismes moléculaires

Que ce soient les fibres d’amiantes, le SV40, des radiations ou encore des facteurs inconnus,
I'ensemble de ces facteurs vont concourir au processus de transformation tumorale des cellules
mésothéliales et au développement d’'un MPM. Les mécanismes mis en jeu au cours de cette

transformation tumorale reposent sur :

- Une modification de I'état génétique (caryotype anormal, aneuploidie, réarrangements

chromosomiques) [20-21].

- Une modification des processus moléculaires (division cellulaire plus rapide, résistance a la

mort cellulaire, migration...) [13, 22].

Ces modifications vont conduire a une inhibition de I'expression des génes suppresseurs de tumeur

(TSG), a I'activation d’oncogénes et de processus inflammatoires, a I'expression de facteurs de

croissances, et a la résistance a I'apoptose (Figure 2).
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Figure 2 : Caractéristiques moléculaires des cellules de mésothéliome

Un certain nombre de caractéristiques moléculaires sont impliquées dans le processus de tumorigénése des cellules mésothéliales. Tout
d’abord, I'environnement cytokinique favorise I'inflammation et diminue la réponse cellulaire spécifique dirigée contre le MPM. Ensuite les
cellules ont besoin d’un approvisionnement en nutriments. Cet approvisionnement est réalisé grace a la présence d’un contexte favorisant
I'angiogénése et I'irrigation tumorale. La prolifération des cellules de MPM est supportée par des intéraction avec la matrice extracellulaire
et la production de facteurs cytokiniques. L'apparition de résistance a I'apoptose est médiée par la perte d’expression des génes
suppresseurs de tumeur et la surexpression de protéines anti-apoptotiques. L'ensemble de ces mécanismes participe a I'établissement et a
la croissance de la tumeur.

Source : Robinson and Lake, Advances in Malignant Mesothelioma, 2005 [22].
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A. Les genes suppresseurs de tumeur

Les TSG ont un role primordial dans la protection contre I'apparition de cellules malignes. Ce
groupe de genes va principalement s’activer lors de dommages a I’ADN, empéchant la reprise du
cycle cellulaire et activant ainsi les voies de mort cellulaire. La perte de ces génes est donc I'une des
étapes majeures dans la transformation tumorale [23]. Dans le MPM, on retrouve fréquemment des
délétions de locus contenant des TSG tels que : CDKN2A (P16™*/P14*%), CDKN2B (P15) [24-25]. Des
mécanismes épigénétiques sont également mis en jeu dans l'inhibition de I'activation des TSG,
comme la méthylation du promoteur de RASSF1A ou encore P16™* [26-27]. Cette inhibition de
P16"™* va conduire a la dérégulation du cycle cellulaire inactivant de la méme fagon P53 ou encore

pRB, deux autres protéines essentielles dans le controle du cycle cellulaire [28].
B. Oncogenes

Les oncogéenes, contrairement aux TSG en général inactivés dans les cancers, vont étre activés et
ainsi favoriser la croissance et la prolifération des cellules tumorales. La principale voie oncogénique
activée dans le MPM est celle de la famille des facteurs de transcription AP-1 et celle de la B-

caténine.

La voie AP-1 est régulée par un certain nombre de MAPK. Dans le MPM, on retrouve une
activation de cette voie notamment par l'augmentation de Fra-1, un facteur de transcription

appartenant a la famille AP-1 [29].

La B-caténine est un facteur de transcription régulé par des ubiquitines ligases. Sa régulation met
en jeu des protéines comme WNT APC et GSK3B (Figure 3). Dans le MPM, la dérégulation de la B-
caténine va conduire a son activation. La B-caténine est alors transloquée au niveau du noyau ou elle
pourra se lier a d’autres facteurs de transcription, tels que le T-cell factor/lymphoid-enhancer factor
(TCF/LCF) et ainsi induire I'expression d’un certain nombre de génes [28]. La dérégulation de la B-
caténine dans le MPM peut étre la conséquence d’une surexpression du facteur dishevelled (Dsh), ce
dernier permettant la stabilisation de la B-caténine [30]. Un autre mécanisme d’action de I'activation
de la B-caténine consiste en l'inhibition de ses régulateurs comme APC [31] ou l'activation des

régulateurs négatifs de la voie WNT [32].
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Figure 3: Voie canonique WNT/ B-caténine

La voie WNT/B-caténine est impliquée dans I'expression d’un certain nombre de génes favorisant la progression tumorale. En I'absence du
ligand se fixant sur le récepteur Frizzled et stabilisant son interaction avec LRP, le complexe (GSK3B, APC, Axin) libre va étre responsable de
I'hyperphosphorylation de la B-caténine. Cette derniére va étre ubiquitinylée et adressée au protéasome ou elle sera dégradée. En
présence du ligand, la protéine Dsh va pouvoir inhiber I'action du complexe (GSK3pB, APC, Axin). La B-catenine va étre déphosphorylée, et
va pouvoir alors étre adressée au noyau et ansi activer la transcription des génes sous son contrdle, tels que C-myc et cyclin D. Dans le
MPM on trouve des mutations d’APC ou de GSK3B, responsables d’une activation constitutive de la voie WNT qui participe a I'action pro-
oncogénique de la B-caténine.

Source: Abutaily AS. et al, Cadherins, catenins and APC in pleural malignant mesothelioma, 2003, [31]
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C. Processus inflammatoires

Par la présence de fibres d’amiante, de radiations ou d’une infection par le SV40, mais aussi de
cellules tumorales elles-mémes, I'environnement pleural va se trouver dans un contexte tres
inflammatoire. On retrouve ainsi I'expression d’un grand nombre de cytokines et de facteurs pro-
inflammatoires, tels que : le transforming growth factor beta (TGF-B), I'interleukine-6 (IL)-6, I'IL-8, le
granulocyte-macrophage-, le granulocyte-, le macrophage- colony stimulating factor (GM-CSF, G-CSF,
M-CSF). Ces facteurs favoriseraient par exemple : la prolifération cellulaire [33] et la néo-angiogénese

[34].

D. Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont nécessaires au développement tumoral. Ainsi dans le MPM,
comme dans d’autres cancers, on retrouve une forte expression de ces facteurs impliqués dans la
prolifération tumorale, I'invasion tumorale mais aussi I'apparition de métastases [35]. On observe
une surexpression des facteurs suivants : platelet derived growth factor (PDGF), insuline-like growth
factor-1 (IGF1), hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF/SF), epidermal growth factor (EGF) et
TGF-B [13]. Certains facteurs de croissance vont également avoir un réle dans le processus
d’angiogénése. En effet, on retrouve une forte expression du vascular endothelial growth factor
(VEGF) dans le MPM [36], facteur essentiel pour le développement de nouveaux vaisseaux sanguins.
La néo-vascularisation est d’ailleurs une cible dans le développement de nouvelles approches

thérapeutiques du MPM [37].

E. Résistance a I'apoptose

Suite a des signaux cellulaires particuliers, les cellules peuvent entrer dans un programme de
mort cellulaire programmée. Dans le MPM, en plus d’une inactivation des protéines impliquées dans
la régulation du cycle cellulaire (P16 et P14 mentionnées), on observe une surexpression de
molécules anti-apoptotiques comme BCL-2 [28]. On observe également une réexpression de la
télomérase dans prés de 90% des MPM. Cette enzyme est essentielle pour échapper a la mort

cellulaire induite par les divisions cellulaires successives [38].
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V) Diagnostic

Le MPM est un cancer difficile a diagnostiquer et les symptomes sont souvent aspécifiques
(difficultés respiratoires, fatigue, fievre, douleurs thoraciques, faiblesse généralisée). Partant de ce
constat, le diagnostic ne peut donc se réaliser ni sur les seules manifestations cliniques, ni sur le
contexte épidémiologique. Il est donc important de mettre au point des procédures techniques afin
de réaliser un bon diagnostic. Les différentes techniques de diagnostic reposent sur I'utilisation 1) de
I'imagerie 2) de marqueurs cytologiques et 3) de marqueurs immuno-histochimiques. L'ensemble de

ces approches sont a utiliser de concert afin de pouvoir diagnostiquer clairement un MPM.

L'imagerie médicale (scanner thoracique, l'imagerie par résonance magnétique (IRM),
tomographie a émission de positons (TEP)) est utile pour évaluer la dissémination de la maladie mais
ne permet pas toujours de différencier un MPM d’une autre affection pneumologique. Il y a donc
une nécessité de développer d’autres approches diagnostiques. Elles passent par des études
immuno-cytologiques, immuno-histochimiques et des dosages de marqueurs solubles. Ces derniers
sont d’une grande utilité pour différencier un MPM d’une métastase d’un autre type de cancers
(poumon, sein, ovaire....), mais aussi pour différencier les sous-types de MPM. En effet, trois grands

types de MPM existent : épithélioides, sarcomatoides et mixtes.

Devant la multiplicité des méthodes de diagnostic, des directives sont régulierement actualisées

afin d’aider le médecin dans le diagnostic, mais aussi dans le choix du traitement [39].

A. Techniques d’imagerie

Le scanner thoracique a lui seul, bien que pouvant fournir des informations sur la suspicion d’un
cas de MPM, n’est pas suffisant pour le diagnostic. Cette technique permet de voir la présence : d’un
épaississement de la plévre, de nodule ou encore d’un épanchement pleural. Concernant I'IRM et la
TEP, ces deux techniques ne sont pas recommandées pour le diagnostic du MPM, mais peuvent
éventuellement étre utilisées pour le différencier d’'une maladie pleurale bénigne ou maligne et dans
la prise en charge clinique. La thoracoscopie peut également étre utilisée a partir du moment ou une
suspicion de la maladie est établie. Cette derniére est actuellement I'un des meilleurs moyens pour

diagnostiquer ce cancer.

Cependant, parce qu’il existe différents types de tumeurs et de pathologies avec des
morphologies pouvant évoluer au cours du développement de la maladie, il est souvent nécessaire

de compléter ces analyses par des analyses cytologiques et immuno-histochimiques.
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B. Techniques cytologiques

Les techniques cytologiques consistent a réaliser une analyse des cellules présentes dans le
liquide pleural. Pour cela, un certains marqueurs sont décrits : wilm’s tumor one (WT1), calrétinin
(CRT) et CA-15-3 (une forme soluble de la protéine mucin-1 (MUC1)). Ces analyses cytologiques
permettent en moyenne dans 60% (40-87%) des cas, d’effectuer un bon diagnostic [40]. Cependant,
par la présence d’un fort taux d’erreur de diagnostic et I'absence dans certains liquides de cellules
tumorales, cette technique n’est pas recommandée pour établir a elle seule le diagnostic d’un MP,

I"approche immuno-histochimique est préférée.
C. Technigues immuno-histochimiques

L'immuno-histochimie, lorsqu’elle est possible, reste la meilleure possibilité pour diagnostiquer
un MPM. Elle nécessite de réaliser une biopsie, permettant d’avoir acces a la fois au tissu suspicieux
mais aussi au tissu sain. Ces analyses immuno-histochimiques sont basées sur I'étude de deux
marqueurs positifs et de deux marqueurs négatifs au minimum et permettent d’obtenir un diagnostic
fiable (Tableau 2) [39, 41-42]. Dans certains cas, cette distinction entre MPM et métastase est
impossible ou présente un risque de confusion avec des atteintes bénignes ou inflammatoires. C'est
pour ces raisons que la recherche de biomarqueurs solubles sériques ou sanguins pourrait s’avérer

étre d’une aide précieuse dans le diagnostic du MPM.

Tableau 2 : Marqueurs couramment utilisés en immuno-histochimie

Marqueur Positivité
Mésothéliome Poumon
Calrétinin positif (80-100%) négatif (5-10%)
Keratine CK5/6 positif (60-100%) négatif (2-10%)
WT1 positif (43-93%) négatif
EMA positif (60-100%)(membranaire) positif (70- 100%)(cytoplasme)
Podoplanin positif (80-100%) négatif (7%)
CEA monoclonale négatif (0%) positif (50-90%)
CD15 négatif (0%) positif (50-70%)
BER-EPA négatifs et positif (20%) positif (95-100%)
TTF-1 négatif (0%) positif (70-85%)
B72.3 négatif (<1%) positif (70-85%)

Source: Scherpereel et al, Guidelines of the European Respiratory Society and the European Society of Thoracic Surgeons for the
management of malignant pleural mesothelioma, 2010 [39].
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D. Marqueurs solubles

L’utilisation de marqueurs solubles a des fins diagnostiques ou prédictives nécessite d’avoir acces
au LgP et/ou au sang du patient.L’épanchement pleural est en partie responsable des difficultés
respiratoires du patient. Cependant cet épanchement n’est pas spécifique du MPM (métastases
d’adénocarcinome, atteinte bénigne, inflammation). Afin de soulager le patient, une ponction est
réalisée. La prise de sang est quant a elle une méthode non invasive facilement réalisable.Le clinicien
peut donc disposer d’échantillons biologiques issus du patient, sur lesquels une recherche de

marqueurs solubles est possible.

Le principal marqueur décrit dans la littérature est la mésothéline (MSLN) et plus précisément la
forme soluble de cette protéine : soluble related mesothelin peptide (SMRP). La SMRP semble
prometteuse puisqu’elle permet de distinguer plus de 84% des MPM, et qu’elle est exprimée dans
moins de 2% des autres pathologies [43]. De plus, le niveau de SMRP augmente avec la progression
de la maladie et diminue avec sa régression. Cette SMRP peut étre dosée a partir du liquide pleural et
du sang du patient [44], ce qui présente un atout important dans le diagnostic du MPM. Un grand
nombre d’autres marqueurs solubles sont également disponibles [45]. Parmi eux, deux semblent
intéressants : I'ostéopontine (OPN), une glycoprotéine impliquée dans les interactions avec la
matrice extracellulaire et fortement exprimée chez les patients atteints d’un MPM [46-48] et le

mégacaryocyte potentiating factor (MPF) qui est lui aussi surexprimé dans le MPM [49-50].

Cependant, bien que ces marqueurs soient surexprimés dans le MPM, leur utilisation n’est pas
encore validée dans une approche clinique systématique. Les recherches s’orientent vers I'utilisation
d’une combinaison de marqueurs afin de pouvoir avoir une robustesse plus importante dans le
diagnostic du MPM. Ces marqueurs solubles pourraient s’avérer étre également d’une aide précieuse
notamment dans la détection précoce du MPM au stade TO, méme s’il n’est pas encore clairement
établi qu’une détection précoce pourrait améliorer le pronostic. Toutefois une prise en charge

précoce des patients ne pourrait qu’étre bénéfique.

En conclusion, le MPM est un cancer dont le diagnostic peut parfois étre difficile a établir. De ce
fait, il est important de trouver de nouveaux marqueurs, tels que les marqueurs solubles, qui bien
gue mis en évidence par la recherche, ne sont pas encore utilisés en clinique. Les techniques de
biologie moléculaire et de séquencage haut débit seront probablement elles aussi d’une aide

intéressante dans le diagnostic du MPM.
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V1) Modalités thérapeutiques

La médiane de survie des patients atteints d’'un MPM est de 12 mois actuellement. Elle est de 5%
a 5 ans. Les modalités thérapeutiques dépendent en grande partie de I'avancement du MPM, de son
grade, et de I'état général du patient. Actuellement, il existe trois approches majeures: la
chimiothérapie, la chirurgie et la radiothérapie. Cependant, la faible efficacité de ces approches

souligne le besoin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

A. Thérapies conventionnelles

1. Chirurgie

La chirurgie permet dans certains cas une augmentation de la survie. Cependant le choix des
patients pouvant étre éligibles a cette approche thérapeutique est primordial. Ce choix s’effectue
selon des criteres d’age, d’avancement de la maladie et de performance [51]. Actuellement il existe
deux techniques de chirurgie : la pleuro-pneumonectomie extrapleurale (EPP) et la pleurectomie
avec ou sans décortication (P/D). La premiére consiste en I'exérése de la plévre pariétale et une
pneumonectomie intra-péricardique, la seconde en une exérése partielle de la plévre pariétale plus
ou moins I'exérese de la plévre viscérale. Il semblerait toutefois que la morbidité et la mortalité suite
a une P/D soient moins importantes que celles suite a une EPP en raison d’une approche beaucoup
moins radicale [52-53]. Une description des techniques de chirurgie est disponible dans une revue
récente [54]. Cependant la chirurgie, lorsqu’elle est réalisable, n’apporte un réel bénéfice que dans

des approches multimodales.
2. Chimiothérapie

Il est rapidement apparu dans la littérature que I'utilisation d’une combinaison de drogues était
plus efficace que l'utilisation d’'une chimiothérapie unique. En effet, une seule étude a regardé
I'intérét d’'une chimiothérapie seule versus un placebo. Dans cette étude portant sur 409 patients, il
apparait qu’il n’y a pas d’augmentation de la survie significative avec |'utilisation de la chimiothérapie
seule [55]. Le traitement actuel de référence en France consiste en une combinaison de cisplatine
couplé a des antifolates (pemetrexed) [56]. Cette combinaison permettrait d’obtenir un gain de la
moyenne de survie de 9,3 mois (cis-platine seul) a 12,1 mois (cisplatine+pemetrexed) ou 11,4 mois
(cisplatine+raltitrexed) [57]. Il est a noter également le réle d’'une supplémentation en acide folique
et vitamine B12 durant le traitement, permettant de réduire les effets secondaires hématologiques

liés au pemetrexed.
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Figure 4: Formule chimique du Pemetrexed et du Cisplatine

Formule chimique du Pemetrexed (A) et du Cisplatine (B) : molécules actuellement utilisées en premiére intention dans le traitement du
MPM.

Le pemetrexed (Figure 4) est un agent inhibant un grand nombre de protéines. Parmi elles, on
trouve les thymidylates synthases, enzymes impliquées dans la synthése et la réparation de I’ADN en
favorisant la production de deoxythymidine-5’-monophosphate (dTMP) [58]. Le pemetrexed va alors
empécher la production de ce dTMP et ainsi bloquer la prolifération des cellules. Cette drogue cible

donc préférentiellement les cellules ayant un fort taux de prolifération [59] .

Le cisplatine (Figure 4) est une molécule appartenant a la famille des dérivés du platine. Ils sont
largement utilisés en chimiothérapie pour un grand nombre de cancers. Leur mécanisme d’action
passe par la formation d’adduit a I’ADN, ce qui entraine une cytotoxicité cellulaire. En effet, la
formation de ces adduits va induire une courbure de I'ADN, empéchant ainsi la réplication et

favorisant I'apparition de défauts de réparation de I’ADN conduisant a la mort de la cellule [60].

En dehors de la combinaison cisplatine + antifolate, qui est le traitement de premiere intention,
d’autres combinaisons en association avec le cisplatine ont été étudiées : gemcitabine, doxorubicine,
interférons ou encore ['utilisation du méthotrexate. Ces combinaisons présentent des effets

intéressants, mais avec des taux de réponses plus faibles que le traitement de référence [61].
3. Radiothérapie

Le MPM est un cancer résistant a la radiothérapie [62]. Du fait de cette résistance, la
radiothérapie intervient principalement dans des approches thérapeutiques multimodales apres une
chirurgie radicale (EPP) et dans une approche de désensibilisation a la douleur. Elle permet de

contréler la récurrence de la tumeur au niveau du site d’extraction [62].
B. Thérapies non conventionnelles

En plus des thérapies conventionnelles (chirurgie, chimiothérapie, radiothérapie), il existe un

certain nombre d’approches non conventionnelles actuellement en phase d’essais cliniques. Ces
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approches comprennent les thérapies ciblées, I'utilisation d’agents épigénétiques, I'utilisation de la

thérapie génique mais aussi I'immunothérapie et la virothérapie [63].
1. Les thérapies ciblées

Les thérapies ciblées correspondent a la majorité des approches cliniques actuellement en cours
de test. Elles se basent sur les propriétés moléculaires du MPM déja citées ci-dessus. Ces thérapies
vont consister en I'utilisation de molécules (molécules chimiques ou anticorps) venant inhiber
principalement les voies de prolifération ou d’angiogénése du MPM (récepteur du PDGF, VEGF, EGF).
On peut noter par exemple des études cliniques sur I'utilisation du gefinitib ou de I'erlotinib, deux
inhibiteurs du récepteur de I'EGF dans le traitement du MPM [64-65]. Ces thérapies spécifiques
peuvent étre couplées a la chimiothérapie classique comme dans cette étude de phase II/Ill sur
I'effet d’'une combinaison pemetrexed + cisplatine + benvazicumab (un anticorps dirigé contre le
VEGFR), par rapport a la combinaison pemetrexed + cisplatine seule (actuellement en cours

http://clinicaltrials.gov/). L'utilisation du sorafenib (un inhibiteur de plusieurs kinases) est

actuellement en cours de test, couplé a une chimiothérapie a base de doxorubicine dans un essai de
phase Il, aprés un essai de phase | ol une réponse partielle chez un patient a pu étre observée [66].
Le thalidomide, un autre agent inhibant I'angiogénése, est actuellement testé et semble avoir pour
effet d’obtenir une meilleure espérance de vie des patients (+6 mois, pour 25% des patients). Un
autre anticorps est actuellement en cours de développement dans le MPM : il s’agit du MORab-009,

anticorps dirigé contre la mésothéline, un des marqueurs du MPM [67].
2. Virothérapie

La virothérapie consiste en l'utilisation de virus (modifiés ou non) dans une approche
thérapeutique. Un des points importants de la virothérapie est donc la spécificité du virus vis-a-vis
des cellules tumorales, avec I'objectif d’'induire une mort cellulaire capable de stimuler une réponse
immunitaire spécifique dirigée contre la tumeur [68]. De fait, il existe un grand nombre de virus
pouvant étre utilisés en virothérapie [69-70]. L'un d’eux, la souche vaccinale atténuée du virus de la
rougeole (Measle Virus/MV), semble montrer des effets prometteurs contre le MPM [71]. Une étude
préclinique a d’ailleurs été réalisée afin de vérifier la possibilité d’utiliser cette stratégie dans le MPM
[72], et un essai clinigue de phase | est actuellement en cours de recrutement

(http://clinicaltrials.gov/). Cette approche présente de grands espoirs mais les résultats cliniques sont

nécessaires afin de savoir s’il y a un réel bénéfice chez les patients traités par cette approche.
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3. Agents épigénétiques

Les agents épigénétiques actuellement en phase de test dans le MPM sont des inhibiteurs
d’histones déacétylases (iHDAC). Une partie de lintroduction leur sera d’ailleurs consacrée.
Brievement, I'une des actions principales des iHDACs est d’inhiber la désacétylation des histones,
protéines associées en complexe et jouant un réle dans la compaction de I’ADN et donc la régulation
génique. Ces iHDAC agissent également sur la régulation de 'actétylation d’autres protéines, et vont
avoir un potentiel cytotoxique en favorisant I'apoptose et en inhibant des molécules impliquées dans
I'angionénése, telles que le VEGF induit lors de I'activation du VEGFR [73]. L'ensemble de ces
propriétés est impliqué dans le pouvoir anticancéreux de ces agents épigénétiques [74].
Actuellement, seuls deux iHDACs ont été utilisés dans des protocoles cliniques ciblant le MPM. L’un
deux est le suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA), dont l'utilisation a été approuvée dans le
lymphome T sous cutané uniquement aux Etats Unis et a été utilisé dans différents protocoles
d’essais cliniques dans le MPM avec I'observation de réponses objectives [75]. Le second est le
belinostat actuellement en cours d’évaluation dans une étude de phase Il [76]. Plus récemment, un
essai de phase Il a eu lieu, utilisant le valproate (VPA) couplé a la doxorubicine et semble avoir des

effets intéressants [77].
4. Immunothérapie

L'immunothérapie consiste en une activation du systeme immunitaire dirigée contre les cellules
cancéreuses. A partir d’un certain nombre de résultats, cette stratégie apparalt comme une voie de
recherche intéressante dans le MPM. En effet, il a été observé chez un patient une rémission
partielle et spontanée associée a la présence d’un fort infiltrat lymphocytaire [78]. Des études ont
également décrit la présence d’un fort taux d’anticorps dans le sérum de patients, avec dans 40% des
cas des anticorps dirigés contre la mésothéline, un antigene du MPM [79]. Pour finir, un pronostic
favorable et une survie plus importante chez les patients ayant un fort infiltrat lymphocytaire CD8+
sont décrits [80-81]. A l'inverse, la présence importante de lymphocytes T régulateurs (Treg) et un

environnement tumoral immuno-modulateur est plutét associée a un mauvais pronostic [82].

Partant de ces résultats et au vu du peu d’efficacité des thérapies conventionnelles, les
approches immuno-thérapeutiques semblent donc étre une piste de traitement intéressante [83-84].

Ces approches consistent en :
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-La déplétion des lymphocytes T régulateurs et des macrophages associés aux tumeurs [83-

84]

-La vaccination par les cellules dendritiques [85]

- L'injection de cytokines (INF-B, IL-2, IL-12) ou leur blocage (CCL2, TGF-3) [83-84]
- Les thérapies immuno-adjuvantes (agoniste des TLR, injection de BCG) [86]

Cependant ces différentes approches, bien qu’entrainant pour certaines une réponse biologique
(augmentation des effecteurs T CD8+, expression de cytokines...), semblent malheureusement avoir
un effet limité sur la survie des patients. Il est donc nécessaire d’améliorer leur efficacité. Ces
approches immuno-thérapeutiques, ne sont pas antigenes spécifiques. Une facon de les améliorer
serait donc de développer les approches antigenes spécifiques qui sont utiles a la fois pour améliorer
I'efficacité des traitements, mais également pour le suivi des réponses chez les patients. Cependant,
afin de pouvoir développer des thérapies ciblées du MPM, il est important d’identifier et de
rechercher des antigenes du MPM, pouvant étre reconnus par des lymphocytes T. Actuellement
seuls deux antigénes exprimés par des lignées de MPM ont été décrits comme pouvant étre
reconnus spécifiguement par des lymphocytes T: il s’agit de la MSLN [87] et de WT1 [88]. Un
troisieme antigene candidat a également été décrit dans le MPM et I'étude de la réponse T dirigées

contre I'antigéne mucin 1 (MUC1) fera I'objet de mes travaux de thése.
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INTRODUCTION 1 : 'immunothérapie anticancéreuse

I) AVlorigine de 'immunothérapie

C'est en 1909 que Paul Erlich émit I'idée de I'implication du systéeme immunitaire dans la
reconnaissance et la mort des cellules tumorales [89]. Cependant, a partir des connaissances et des
techniques disponibles a cette époque, ce concept n’a pas pu étre vérifié de facon expérimentale. Ce
n’est que 50 ans plus tard que le concept d’'immunosurveillance est revenu sur le devant de la scene
grace a une meilleure compréhension de la transplantation et de I'immunité anti-tumorale [90-91].
Cette théorie de I'immunosurveillance, défendue par Thomas et Burnet repose sur le réle des
lymphocytes dans I’élimination des cellules transformées [92]. Leur hypothése a donc été testée dans
des modeéles murins de souris nude, modele s’approchant le plus d’un systeme immuno-déficient
[93]. Ces études se sont révélées peu convaincantes et I'hypothése de I'immunosurveillance des
tumeurs est restée controversée. Cependant, on sait aujourd’hui que les souris nude ne sont pas
totalement dépourvues de systeme immunitaire. En effet, ces souris possédent un systeme
immunitaire adaptatif minimum (présence d’une faible quantité de lymphocytes) [94-95] et un
systeme immunitaire inné actif, avec notamment la présence de cellules NK qui explique les résultats

peu convaincants obtenus dans ce modele [96].

C'est dans les années 1990 que le concept d'immunosurveillance est réapparu a la suite de
nouvelles études qui ont décrit plusieurs mécanismes immunitaires intervenant dans la protection
tumorale. Tout d’abord I'implication de I'IFN-y dans la protection tumorale, en effet des souris
rendues déficientes dans la voie INF-y, sont plus sensibles au développement de tumeur sous
I'influence d’agents carcinogenes, démontrant ainsi le role protecteur de I'lIFN-y [97]. Dans un autre
modele, la perte du géne codant pour la perforine chez des souris génétiqguement modifiées
provoque une plus forte sensibilité a I'apparition de tumeurs [98]. En effet, la perforine est une
molécule présente dans les granules cytolytiques des lymphocytes T et des cellules NK. Elle joue un
role important dans la mort induite par les lymphocytes [99]. L'implication des lymphocytes T et de la
production de I'lFN-y dans I'immunosurveillance a été confirmée par des expériences chez des souris
déficientes pour le géne de la recombinase activating gene (RAG)-2 [100]. Cette protéine est
impliquée dans les réarrangements du récepteur reconnaissant les antigenes. Son inactivation va
étre responsable d’une déficience en lymphocytes T, B et NKT [101]. Des études de croisement des
souris déficientes pour le géne RAG-2 avec d’autres genes impliqués dans la réponse immunitaire
(STAT1, INFGR1...) ont confirmé l'importance du systéme immunitaire dans la surveillance et

I’élimination des cellules tumorales.

Page 27



INTRODUCTION : I'immunothérapie anticancéreuse

L'ensemble des études précédentes a été réalisé chez la souris, et ce concept
d’'immunosurveillance devait également étre validé chez I'homme. Cette implication du systéme
immunitaire a été mise en évidence notamment par I'étude de l'incidence des cancers chez des
patients naturellement immuno-déficients ou sous traitement immunosuppresseur. Ces études ont
permis de mettre en évidence trois preuves en faveur d’une immunosurveillance du systéme

immunitaire chez I’homme [102]:

- Les patients transplantés et sous traitement immunosuppresseur présentent une plus
grande incidence de cancer (deux a trois fois plus importante dans le mélanome) [103].

- Les patients ayant un cancer peuvent spontanément présenter des réponses
immunitaires adaptatives et innées dirigées contre la tumeur [104].

- La présence de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) est dans la majorité des cancers un

facteur de bon pronostic [105-106].

Partant de ces résultats, il a rapidement été établi que le terme d’immunosurveillance ne
définissait pas clairement le réle du systeme immunitaire dans son interaction complexe avec la
tumeur. Le terme d'immuno-édition du cancer est donc apparu, prenant en compte le réle du
systeme immunitaire dans la protection contre le cancer, mais aussi son réle dans I'édition et la
sculpture de I'immunogénicité du cancer. En effet le systeme immunitaire, en protégeant notre corps
de I'apparition d’une tumeur, concourt également de fagon paradoxale a sélectionner des tumeurs
relativement peu immunogénes, favorisant ainsi leur expansion dans |'organisme. Ce concept
d’'immuno-édition du cancer, proposé par Dunn en 2004 [102], se compose de trois phases:

élimination, équilibre et échappement (figure 5).
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Figure 5 : Théorie des trois E (Elimination/Equilibre/Echappement)

Selon la théorie des trois E, le Systéme Immunitaire (SI) est impliqué dans le contrdle de la croissance tumorale supposant I'établissement
d’une immunosurveillance des tumeurs. En effet, dans les premiers stades du développement tumoral, le systéme immunitaire détruit les
cellules tumorales, c’est la phase d’Elimination. Lorsque la tumeur se développe mais que sa croissance est contrdlée par le systéme
immunitaire, c’est la phase d’Equilibre. Viens ensuite la phase d’Echappement, le systéme immunitaire n’est alors plus capable de contréler
la prolifération tumorale. La théorie de I'immuno-édition suppose qu’entre la phase d’équilibre et celle de I'échappement, la tumeur et le
systéeme immunitaire sont édités pour empécher la reconnaissance des tumeurs par le SI mais aussi en favorisant I'immunosuppression et
en favorisant I'échappement tumoral.

Source : D’aprés Dunn G.P et al, The three Es of Cancer Immunoediting, 2004 [102]

Le développement d’approches d'immunothérapies anticancéreuses doit donc s’intéresser a ces
trois aspects pour tenter de controler et d’inverser I'’échappement tumoral afin de revenir a une
phase d’élimination. Cette élimination devrait empécher la résurgence des cellules cancéreuses et
donc de la maladie. Afin de pouvoir développer des approches immuno-thérapeutiques efficaces, il
est nécessaire de comprendre le fonctionnement des acteurs de la réponse immunitaire anti-

tumorale.

Il) Les acteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale

Les médiateurs de ces mécanismes d’'immuno-édition, pouvant étre ciblés dans une approche
d’'immunothérapie, sont divers et multiples. Ils appartiennent aussi bien a I'immunité innée qu’a
I'immunité adaptative. Mon travail de thése a porté principalement sur la composante lymphocytaire
faisant partie de I'immunité adaptative. Par conséquent, je développerai plus particulierement cette

partie en détaillant notamment la cellule T et son utilisation en immunothérapie anti-tumorale.
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A. Limmunité innée

L'immunité innée regroupe plusieurs types cellulaires: les Cellules Dendritiques (DC), les
macrophages, les granulocytes, les Natural Killer (NK), les Myeloid Derived Suppressor Cells (MDSC)
et les monocytes. Ces cellules sont la premiere ligne de défense contre les agressions extérieures
mais également contre les cellules cancéreuses [107-108]. Cependant, ce systéeme inné peut jouer un
double réle. En effet, en fonction de I'orientation de la réponse, le systeme inné peut également
favoriser I'établissement de la tumeur en favorisant par exemple la néo-angiogénéese [109]. Les
Tumor Associated Macrophage (TAM) peuvent également avoir un réle dans cette néo-angiogénése
et aussi installer un environnement immunosuppresseur, ce qui facilite la progression tumorale.
Cette réponse innée est donc importante pour orienter la réponse adaptative vers une élimination
des cellules cancéreuses ou au contraire une tolérance. Une des cellules centrales de cette

orientation, a l'interface entre systéme inné et adaptatif, est la cellule dendritique [110-111].

1. Les cellules dendritiques

Les cellules présentatrices d’antigenes (APC) (macrophages, lymphocytes B et cellules
dendritiques) sont le lien entre immunité innée et adaptative. Elles se caractérisent par leur capacité
a présenter des antigenes non seulement par la voie HLA de classe | aux lymphocytes T CD8+, mais
aussi par la voie HLA de classe Il aux lymphocytes T CD4+. Les cellules dendritiques jouent un role
particulierement important a cette interface, notamment par leur capacité de capture et
d’apprétement des antigénes, de migration et de stimulation des lymphocytes T naifs. Ces cellules

sont donc une clé importante en immunothérapie.

Depuis la découverte des cellules de Langerhans en 1868, plusieurs types de cellules dendritiques
ont été décrits (figure 6). Ces différentes DC vont alors avoir des fonctions communes et spécifiques

et sont divisées en deux grandes familles : les DC conventionnelles et les DC plasmacytoides [112].

Page 30



INTRODUCTION : I'immunothérapie anticancéreuse

/ CD34+ \

loid Lymphatic
/ sm col N‘ stem cell\

CD34+CLA+ CD34+CLA- Monocytes Plasmocytoid cells
(pre-DC1) (pre-DC2)
l l CD14+ CD11c-

©

CD11c+CD1a+ CD11c+CD1a~

Langerhans DC Interstitial DC Myeloid DC Plasmocytoid DC

Figure 6: Sous-populations de cellules dendritiques chez ’homme

Origine des différents sous-types de cellules dendritiques. Deux voies d’ontogenése principales existent : la lignée myéloide, d’olu dérivent
des précurseurs CD11c+, donne naissance aux DC de Langerhans, aux DC interstitielles et aux DC myéloides. Les DC plasmacytoides
dériveraient quant a elles d’un précurseur lymphoide CD11c-.

Source : Schott, Immunesurveillance by dendritic cells: potential implication for immunotherapy of endocrine cancers, 2006 [113]

Ces cellules dendritiques sont aussi appelées cellules sentinelles, et peuvent se retrouver dans un
état immature ou mature, en fonction de leur activation [114]. A I’état immature les DC résident en
périphérie de I'organisme et possedent des propriétés de phagocytose importantes. En effet, elles
jouent un réle de surveillance et de maintien de la tolérance aux auto-antigénes. Dans des conditions
normales, grace a une variété de récepteurs [115], ces DC vont pouvoir capturer un large éventail
d’autoantigénes, migrer vers les organes lymphoides secondaires et induire la tolérance des
lymphocytes spécifiques d’auto-antigenes. Dans des conditions pathogéniques (infection par virus,
bactérie), des signaux de dangers sont relargués par les cellules infectées (damage associated
molecular pattern, (DAMP)) mais aussi des molécules exprimées par les pathogénes (pathogen

associated molecular pattern, (PAMP)). Ces signaux vont pouvoir induire la maturation des DC.

Apres migration vers les organes lymphoides, les DC matures acquiérent de forte capacité de

stimulation des lymphocytes naifs, par I'expression de molécules de co-stimulation et la sécrétion de
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cytokines (IL-12 pour les DC myéloides, IFN-a pour les pDC). Ces cellules dendritiques pourront alors
présenter de facon efficace les antigenes aux lymphocytes T et les activer. En fonction du contexte
environnemental de capture de I'antigéne, les DC vont pouvoir orienter la réponse immunitaire vers

|’activation ou la tolérance [116].

L'une des particularités majeures des DC est leur capacité a présenter des antigénes exogeénes
dans les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe | (CMH I). Ce phénoméne est
alors appelé « présentation croisée » et les premieres évidences de ce phénomene ont été décrites
par Bevan et al, [117-118], puis par Simpson et Gordon [119]. Ce mécanisme est bien décrit en ce qui
concerne la présentation croisée d’antigenes viraux. Cependant, il est beaucoup plus controversé en

ce qui concerne les antigenes de tumeur [120].

De par leurs capacités a activer aussi bien des populations lymphocytaires CD4+ que CD8+, les DC
sont au ceeur des stratégies vaccinales anti-tumorales. L'une des approches consiste a provoquer la
maturation des DC et a les charger en antigenes de tumeur soit par co-culture avec des lysats
tumoraux soit par un chargement en peptide d’intérét, soit par utilisation d’un vecteur d’expression
de l'antigéne d’intérét. L'objectif est de vacciner les patients de facon a stimuler le systeme
immunitaire. Le premier essai de vaccination par DC a été réalisé par le Dr F. Nestlé dans le
mélanome [121]. En ce qui concerne le MPM, un essai de phase | chez 'lhomme basé sur une étude
pré-clinique est actuellement en cours de réalisation [85]. Cependant, les cellules dendritiques ne
sont pas les seules cellules du systéme inné pouvant avoir un réle dans le contrdle et I’échappement

tumoral.

2. Les autres cellules du systeme immunitaire inné

En dehors des cellules dendritiques, les autres cellules du systétme immunitaire inné
participent également a I'immunosurveillance des tumeurs. Une de ces cellules, la NK, est impliquée
dans I’élimination des cellules tumorales. Les cellules NK expriment a leur surface un récepteur
impliqué dans I'immunosurveillance, le Natural Killer group 2 member D (NKG2D). Ce récepteur va
reconnaitre principalement les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) class I-
related proteins A et B (MICA et MICB) [122]. Ces ligands sont induits par les cellules tumorales suite
a un stress. Ce stress peut étre de nature différente, génotoxique, un choc thermique mais aussi
induit par les thérapies et les agents chimiothérapeutiques [123-124]. La reconnaissance de ces
ligands par les NK va conduire a la lyse des cellules cibles. Les NK sont également capables de

reconnaitre via ses récepteurs CD16 et CD56, la fixation d’anticorps sur les cellules tumorales et donc
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induire la lyse par ADCC (Antibody-dependent, cell-mediated cytotoxicity) des cellules tumorales. Un
dernier mode d’action des NK, est I'expression de récepteur KIR, ces molécules inhibitrices sont
capables de reconnaitre I'absence d’expression des molécules de I'antigéne leucocytaire humain
(HLA) et donc d’induire spécifiqguement la lyse des cellules tumorales perdant I'expression de ces
molécules HLA, comme cela peut-étre observé dans les cancers hématologiques [125].

On retrouve également parmi les cellules de I'immunité innée un rble important des
macrophages dans le controle de la progression tumorale et dans les mécanismes d’échappement au
systeme immunitaire. On distingue ainsi deux grands types de macrophages.

Les macrophages activés classiquement de type M1 et les macrophages activés alternativement
de type M2. Ces deux catégories de macrophages vont avoir des propriétés différentes. Les
macrophages de type M1 vont plutdt avoir une activité pro-inflammatoire alors que les macrophages
de type M2 vont plutdt produire des cytokines anti-inflammatoires. Dans les tumeurs, on retrouve
des TAM. Les TAM de type M1 vont étre associés a une activité anti-tumorale, au contraire des TAM
de type M2 qui seront associés aux mécanismes d’échappement tumoral, en favorisant notamment

un contexte immunosuppresseur [126].

B. L'immunité adaptative

La réponse innée, par I'intermédiaire de ses effecteurs comme les DC est capable d’activer et
d’orienter I’établissement d’une réponse adaptative. Cette réponse adaptative va alors mettre en jeu
les lymphocytes : cellules effectrices capables de mémoire et présentes au sein de notre organisme.
Ces lymphocytes sont eux-mémes subdivisés en deux populations bien distinctes : les lymphocytes B,
effecteurs de la réponse humorale, et les lymphocytes T, effecteurs de la réponse cellulaire. Ce n’est
gu’en 1960 que Max Cooper et Robert Good décrivent la distinction entre les lymphocytes B et les

lymphocytes T [127-128].

1. Leslymphocytes B

Les lymphocytes B sont caractérisés par I'expression du « B cell receptor » (BCR). Ce récepteur
est une immunoglobuline exprimée a la surface des cellules B et permet la reconnaissance spécifique
d’épitope antigénique [129]. C'est en 1948 que les plasmocytes (stade de différentiation le plus élevé

des lymphocytes B) ont été décrits pour leurs capacités a produire des anticorps [130].
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Les fonctions des lymphocytes B sont assez complexes : en dehors de leur réle de production
d’anticorps dans la réponse humorale, les lymphocytes B jouent également divers rdles dans
I'activation et la différentiation des lymphocytes T. En effet, en tant que APC, ces cellules vont avoir
la capacité de présenter des antigénes aux lymphocytes T, role essentiel dans l'initiation de la
réponse immunitaire T et B. L'absence de lymphocytes B conduit a des désordres dans le systéeme
immunitaire avec un déficit dans la diversité et le nombre de thymocytes. Pour finir, les lymphocytes
B sont également des cellules productrices de cytokines et vont donc avoir un réle dans la

modulation de la réponse immunitaire.

Etant donné le réle important des lymphocytes B dans |'orientation et dans I'éducation de la
réponse T, la question de leur réle dans le cancer se pose (figure 7). Ce role semble d’ailleurs assez
controversé. En effet, les lymphocytes B sont tout d’abord apparus comme étant favorables a un
contexte immuno-régulateur et favorisant notamment I'établissement des Treg par la présence de
lymphocytes B régulateurs (Bregs) [131]. En paralléle, des études ont décrit dans des modéles murins
I'implication des lymphocytes B seuls dans la régression tumorale [132], mais aussi en lien avec
I'activation des lymphocytes T, grace a leurs propriétés de présentation antigénique [133]. Les
lymphocytes B activés, ou plasmocytes, sont également responsables de la production d’anticorps.
Ces anticorps sont d’ailleurs depuis quelques années largement utilisés en thérapie ciblée, tels que

I’avastin (anti-VEGF), I'herceptine (HER-2/neu) ou encore I'erbitux (anti-EGFR).

A I'heure actuelle, 'utilisation et le role des lymphocytes B en immunothérapie anti-tumorale
sont encore peu étudiés. Cependant, il semble évident que ces cellules pourraient se révéler trés
utiles notamment par leur capacité a activer les lymphocytes T et a produire des anticorps
spécifiques d’antigénes tumoraux. Ces cellules ont donc toute leur place dans le développement de

nouvelles stratégies d'immunothérapies.
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Figure 7: Interaction du lymphocyte B avec la tumeur

Le lymphocyte B dispose d’une place importante dans la médiation de la réponse anti-tumorale. En présence de cellules tumorales, le
lymphocyte B peut s’activer de différentes fagons. Il peut entrer en coopération avec les lymphocytes T via des interactions directes et la
sécrétion de cytokines. Il peut également favoriser I'établissement d’une tolérance en se différenciant en lymphocyte B régulateur. Pour
finir, il va pouvoir participer a I'action anti-tumorale par la production d’anticorps et la médiation de mort cellulaire par ADCC mais aussi
par I'activation de la voie du complément.

Source : NAMM et al, B lymphocytes as effector cells in the immunotherapy of cancer, 2012 [134]

2. LeslymphocytesT

Les lymphocytes T sont des cellules spécialisées du Systeme Immunitaire, acteurs de la réponse
cellulaire et jouant également un réle dans la réponse humorale. Il existe différentes populations de
lymphocytes T, spécialisées dans différents types de réponses. Cependant, I'ensemble des
lymphocytes T est caractérisé par la présence d’un récepteur des cellules T (TCR), récepteur impliqué

dans la reconnaissance des antigénes et composé de deux chaines aff ou yé.
Les lymphocytes T af sont eux-mémes divisés en deux populations :

- Les T CD4-/CD84+, sont impliqués dans la reconnaissance du complexe CMH |/peptide.
Une fois activés, ces lymphocytes vont se différencier en lymphocytes T cytotoxiques
(CTL) et pourront induire la mort spécifique de leur cible.

- Les T CD4+/CD8- sont impliqués dans la reconnaissance du complexe CMH Il/peptide.
Une fois activés, ces lymphocytes vont se différencier en lymphocytes auxiliaires ou

helper, possédant un faible pouvoir cytotoxique mais orientant et favorisant la réponse
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immunitaire innée et adaptative par la production de cytokines. Les lymphocytes T CD4+
TH1 , par leur production d’IFN-y, vont favoriser la réponse immunitaire cellulaire, les T
CD4+ TH2, par leur production d’IL-4, vont favoriser la réponse immunitaire humorale,
les T CD4+ TH17, par leur production d’IL-17, vont avoir un role pro-inflammatoire et les
CD4+/CD25+/FOXP3+/CD127low ont quant a eux un rdle immunosuppresseur et sont

appelés Treg.

Les lymphocytes T y6 sont une sous-population de lymphocytes représentant 3 a 5 % des
lymphocytes totaux du sang. Ces lymphocytes sont impliqués dans des mécanismes de
reconnaissance d’antigéenes non peptidiques surexprimés lors d’'un stress cellulaire. Cette
reconnaissance antigénique peut étre dépendante ou non des molécules du CMH et implique une

molécule de CMH particuliere capable de présenter des lipides glycosylés : la protéine CD1d.

En cancérologie, les lymphocytes T sont rapidement apparus comme étant des acteurs majeurs
de I'immunothérapie. En effet, en 1972, il a été démontré la possibilité d'immuniser des souris
porteuses de tumeur, par un transfert dit « adoptif » de lymphocytes T provenant de souris
syngéniques préalablement immunisées [135]. En 1981, I’étude de souris dites « nude » ou déplétées
en lymphocytes T a ensuite mis en évidence I'importance des lymphocytes T dans la médiation d’une
réponse immunitaire anti-tumorale [136]. Ces études chez la souris ont conduit a la recherche de
réponses T chez des patients. Pour cela, dés les années 1970, une technique appelée typage
autologue a été mise en place [137]. Cette technique consiste en I'établissement d’une part de la
lignée tumorale (mélanome, autres types de cancers,...) comme cible antigénique, puis d’autre part a
analyser la présence d’une réponse humorale ou cellulaire dirigée contre cette lignée. Grace a cette
technique, des lymphocytes T reconnaissant la tumeur ont pu étre décrits notamment dans le
mélanome [104]. Dans la majorité des cas, ces lymphocytes T sont des CTL capables de lyser les
cellules tumorales [138]. Cependant, les CTL ne sont pas les seules cellules présentes dans les TIL. On
retrouve également des lymphocytes T CD4+ [139], mais aussi des lymphocytes Tyd spécifiques des

cellules tumorales [140].

Ces CTL spécifiques sont capables de proliférer et de lyser les cellules tumorales autologues, mais
aussi des lignées tumorales allogéniques de méme restriction HLA et partageant I'antigene. Ces CTL
proviennent de précurseurs cytotoxiques présents au sein de la tumeur. Cela suggére donc la
présence a la fois d’une primo-stimulation mais aussi la présence d’antigenes tumoraux. Ces résultats
ont abouti au développement de techniques permettant d’amplifier et d’étudier ces réponses

spécifiques. En 1990, I'équipe du Dr. F Jotereau décrivit une technique de culture in vitro des
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lymphocytes T en présence d’IL-2 a partir des TIL de patients atteints d’'un mélanome [141]. Dans le
méme temps, I'équipe de Boon décrit pour la premiére fois un antigene du mélanome MAGE3
reconnu par les lymphocytes T CD8+ spécifiques [142-143]. Concernant les lymphocytes T CD4+,
I'identification d’antigéne CMH Il restreint est arrivée plus tardivement [144]. Depuis, un grand
nombre de lymphocytes T humains réactifs vis-a-vis de cellules tumorales a été décrit pour différents
cancers : mélanome, ovaire, cblon... Il semble donc sortir de ces études que la présence de
lymphocytes CD8+ infiltrant la tumeur est dans la majorité des cas un facteur pronostic favorable.
Cependant, une étude récente suggére que plutot que la présence des T CD8+, c’est le ratio

CD8+/Treg (FoxP3+) qu’il faut utiliser comme marqueur de pronostic favorable [106].

Les lymphocytes T étant des cibles intéressantes, il est important de bien comprendre comment
ils fonctionnent afin de pouvoir les utiliser en immunothérapie anti-tumorale et notamment:
d’identifier les antigénes tumoraux reconnus par des lymphocytes T; comprendre les mécanismes
régissant la présentation antigénique ; comprendre les mécanismes d’activation des lymphocytes T ;

comprendre les mécanismes d’échappement des tumeurs.

lll) La présentation antigénique

Constamment, nos cellules sont équipées de molécules capables de présenter aux lymphocytes T
une image de son contenu cellulaire. Cette capacité de présentation antigénique joue un role
important dans la surveillance de I'intégrité de notre corps. Lors d’une agression extérieure, certains
pathogénes ont la capacité d’infiltrer nos cellules. Grace a la présentation des antigénes par les
molécules du CMH, la cellule est capable d’avertir le systtme immunitaire de la présence de
pathogéne a l'intérieur d’elle-méme. Cette activation des lymphocytes T dirigés contre des cellules

anormales est alors appelée réponse cellulaire.

Les cellules tumorales vont acquérir au cours de leur transformation maligne un phénotype
tumoral conduisant a I'apparition de modifications comme la néo-expression et la surexpression de
protéines ou l'expression de protéines anormales. Ces modifications peuvent conduire a la
présentation d’épitopes issus de ces protéines anormales dans les molécules de CMH de classe I. Ces
cellules tumorales, reconnues comme étant anormales, pourront donc étre la cible de lymphocytes T

cytotoxiques.
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A. Les molécules HLA ou CMH

Les molécules du CMH ou HLA de classe | et Il sont composées de deux sous-unités
glycoprotéiques appartenant a la famille des immunoglobulines. Les molécules CMH de classe | sont
constituées d’une chaine lourde transmembranaire de 45 kDa associée de facon non covalente a une
sous-unité soluble de 12 kDa, la B2-microglobuline (B2m). Les molécules de CMH de classe Il sont
quant a elles constituées de deux chaines transmembranaires a et B associées de fagcon non

covalente [145] (figure 8).

Les molécules de CMH de classe | sont exprimées de facon constitutive par I'ensemble des
cellules nucléées de notre organisme. Elles vont avoir un réle de senseur de l'intégrité cellulaire.
L'expression des molécules de CMH de classe Il est quant a elle restreinte a certains types cellulaires :
Les APC (monocytes, macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes B et les lymphocytes T activés)
[146]. De plus, dans certaines conditions, des cellules non-APC peuvent exprimer les HLA de classe |l,

lorsqu’elles sont par exemple exposées a I'lFN-y.

Complexe Majeur Complexe Majeur
d'histocompatibilité de d'histocompatibilité de
classe | classe Il

Figure 8: Représentation des molécules CMH de classe | et Il

La molécule de CMH | est constituée d’une chaine alpha (lourde), elle-méme composée de trois domaines immunoglobuline-like (1, 2, 3).
La chaine 32 microglobuline (B2m) ou chaine légére non codée par le géne du CMH | est composée d’un domaine immunoglobuline like. La
molécule CMH de classe Il est quant a elle constituée de deux chaines polypeptidiques alpha et beta et présentent chacune deux domaines
immunoglobuline-like. Ces deux chaines sont associées de maniére covalente et sont toutes deux codées par le locus CMH.

Source : Mathieu Simon, cours de pharmacie, http://www.cours-pharmacie.com.
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Les molécules HLA, qu’elles soient de classe | ou Il, sont polygéniques. Il existe donc plusieurs
génes codant pour les chaines lourdes des molécules HLA de classe | (HLA-A,-B,-C..) mais également
pour les deux chaines a et B des molécules HLA de classe Il (HLA-DP (a et ), DQ, DR...). Ces familles
de genes sont également extrémement polymorphes. Il existe un grand nombre d’alleles pour
chaque gene, créant ainsi une sorte de carte d’identité quasiment unique pour chaque individu et
impliquée notamment dans les phénomenes de rejets de greffes d’organes ou de moelle osseuse.
Cependant, ces alleles présentent également une grande hétérogénéité de distribution : par exemple
I'allele HLA-A*0201 est I'alléle le plus fréquent dans la population caucasienne (exprimé par 50% des

individus). De ce fait, le contexte HLA-A*0201 est le plus étudié pour la présentation antigénique.

Grace aux techniques de cristallographie, il a été possible de comprendre comment ces
molécules s’associaient aux peptides [147-148]. En effet, les molécules CMH de classe | par leur
domaine al et a2 et les molécules HLA de classe Il par leur domaine al et B1 vont former un sillon
dans lequel le peptide va pouvoir venir se loger. Les molécules de CMH de classe | vont se lier avec
des peptides de 8 a 10 acides aminés, tandis que les molécules de CMH de classe Il vont se lier avec
des peptides de 12 a 24 acides aminés [145]. La grande diversité d’alleles des molécules de CMH | et
Il va étre responsable d’'une grande hétérogénéité dans la séquence des peptides pouvant se fixer
dans leur sillon. En effet, les motifs d’ancrage favorables seront différents d’un alléle a un autre.
Suite a I'étude de I'élution des peptides présents dans les molécules de CMH et de la capacité de
fixation d’une banque de peptides, il a été possible de déterminer des motifs peptidiques d’ancrage
spécifiques des différents alléles des molécules HLA [149]. La majorité des molécules HLA de classe |
possédent deux sites majeurs d’ancrage en position 2 et en position 9 ou 10 du peptide [150-151].
Par exemple, en ce qui concerne I'allele HLA-A*0201, ses motifs d’ancrage majeurs sont une leucine
ou méthionine en position 2 et une valine en position 9 [149, 152-153]. La connaissance de ces
motifs d’ancrage est une donnée importante dans la mise au point d’algorithme prédisant les

peptides susceptibles de se fixer dans le sillon d’un alléle HLA particulier.

B. Mécanisme d’apprétement des antigenes sur les molécules HLA de classe | et |l

Les molécules CMH de classe | sont exprimées par I'ensemble des cellules nucléées de notre
organisme. Elles sont chargées de présenter une image du contenu des cellules. Les peptides
présentés sont issus de la dégradation des protéines endogénes. lls proviennent du recyclage des
protéines du cytosol mais aussi de protéines rétrotansloquées ou défectueuses. Ces protéines sont
alors ubiquitinylées, et adressées au protéasome, complexe protéique chargé de la dégradation des

protéines. Ces peptides issus de la dégradation des protéines par le proteasome vont alors étre

Page 39



INTRODUCTION : I'immunothérapie anticancéreuse

transférés dans le réticulum endoplasmique grace aux protéines TAP (transporteur associé a
I'apprétement des antigénes) [145]. Une fois dans le réticulum endoplasmique, les molécules CMH
de classe | vides sont associées a des protéines chaperonnes (B2m, calnexine, calréticuline, ERp57,
tapasine). Ces protéines vont assurer une conformation stable des molécules HLA en I’'absence du
peptide, leur rétention dans le réticulum et facilitent la rencontre entre le complexe TAP/peptide et
la molécule HLA de classe I. Le peptide s’insere dans le sillon de la molécule HLA de classe | et le
complexe HLA/peptide stable ainsi formé va se libérer de son association avec les protéines
chaperonnes et étre transporté a la surface cellulaire par exocytose pour étre présenté aux

lymphocytes T CD8+ (figure 9).

L'apprétement des antigénes présentés par les molécules de HLA de classe Il est quant a lui un
peu différent. Tout d’abord, la source de peptides antigéniques provient d’éléments exogenes aux
cellules et internalisés par les cellules exprimant la molécule HLA de classe Il. Ces antigénes
internalisés vont passer par les compartiments endo-lysosomiaux ou ils pourront étre clivés en
peptides. Ces peptides seront ensuite associés a la molécule HLA de classe Il en remplacant le
peptide CLIP, issu de la chaine invariante associée aux molécules HLA de classe Il. Le complexe HLA

de classe Il/peptide est transporté a la surface et présenté aux lymphocytes T CD4+ [154] (figure 9).

Il semble donc d’un premier abord que les antigénes exogeénes ne soient pas présentés aux
lymphocytes T CD8+. Cependant, certaines APC sont capables de présenter des peptides issus
d’antigénes exogenes dans les molécules HLA de classe I. Ce phénomeéne est appelé « présentation
croisée » et son mécanisme est de mieux en mieux caractérisé [155] (figure 9). En effet, la
présentation croisée d’antigénes viraux est largement admise, cependant celle d’antigénes tumoraux
I’est moins. En outre, certains proposent méme que cette capacité de présentation croisée serait
anecdotique et restreinte a un certain type d’antigénes [120]. Plusieurs hypothéses coexistent pour
expliquer ce mécanisme de présentation croisée. Les antigenes phagocytés pourraient étre
transférés, via des vésicules, des compartiments endosomaux vers le cytoplasme et ainsi rejoindre la
voie de dégradation par le protéasome et la prise en charge par les molécules TAP [156]. Ces
antigenes pourraient également par transfert horizontal, passer d’une cellule a une autre et

également rejoindre la voie de dégradation protéasomale [157].

Une autre hypothése concerne la possibilité d’avoir une fusion des vésicules d’endocytose avec
le réticulum endoplasmique [158]. C’est sur ces capacités a la fois de présentation et de présentation
croisée que repose une grande partie des stratégies vaccinales utilisant les cellules dendritiques.

D’ailleurs, récemment il a été décrit une sous-population de cellules dendritiques qui seraient
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spécialisées dans les mécanismes de présentation croisée et caractérisées par I'expression des
marqueurs BDCA3, XCR1 et Clec9A. Cette derniere molécule reconnaissant I'actine F exposée par les

cellules en nécrose et favoriseraient la phagocytose des cellules [159-163].

MHC class | pathway MHC class Il pathway 5 Cross-presentation
Peptide-MHC class | Peptide-MHC class Il Exogenous ' Peptide-MHC class |
{endogenous) {endogenous and exogenous) antigen i (exogenous)

aOF %VF :
v 4

" Endogenous
antigen

Endogenous
‘g& antigen

Proteasome

%\/’P MHC class |

- =)

'
'
'
T
|
|
il
i
H
i}
0

E Endoplasmic reticulum
S h,'ﬁ,P,,:_, MHCclasstt

Nature Reviews | Immunology

Figure 9 : Voie de présentation des antigenes dans les molécules CMH de classe | et Il

L’ensemble des cellules nucléées de notre organisme a la possibilité de présenter des peptides endogenes issus de protéines normales
(mauvaise conformation, issus du réticulum endoplasmique ou dérivant de protéine provenant du cytoplasme) mais aussi d’antigénes
endogénes (virus, protéines tumorales...). Ces protéines sont digérées en peptides par le protéasome. Puis, via la molécule TAP, un
transporteur, ces peptides sont ensuite chargés dans le réticulum endoplasmique sur les molécules CMH de classe I. Les APC ont en plus la
possibilité d’endocyter des protéines ou des antigénes exogeénes. Ces antigénes sont dirigés vers I'endosome tardif pour étre digérés en
peptides, pris en charge par des molécules chaperonnes et chargés sur les molécules du CMH de classe Il. Il existe également une derniére
voie de présentation antigénique, dite de « présentation croisée » et qui serait plutot restreinte aux APC et notamment aux DC. Cette
cross-présentation permet le chargement de peptides issus d’antigénes exogenes sur les molécules du CMH de classe .

Source : José A Villandangos and Petra Schnorrern , Intrinsic and cooperative antigen-presenting functions of dendritic-cell subsets in vivo,
2007° [115]

IV) La synapse T : Activation du lymphocyte T

Une fois ces complexes CMH/peptide de classe | ou Il présents a la surface des cellules, ils sont
disponibles pour activer les lymphocytes T spécifiques. Cette activation implique principalement le
TCR. Le signal est alors ensuite relayé a l'intérieur de la cellule grace a la molécule CD3 et a une
multitude de protéines intracellulaires. L'ensemble va conduire a I’activation des fonctions du
lymphocyte T : sécrétion de molécules lytiques ou de cytokines, expression de molécules a la surface
cellulaire et prolifération. La formation de complexe TCR/HLA-peptide et toutes les molécules
impliquées dans I’activation du lymphocyte T vont alors constituer la synapse immunologique. Cette
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synapse immunologique est constituée de trois phases, chacune ayant son importance dans la
médiation du signal et de la réponse T: une phase réceptrice, une phase de signalisation

intracellulaire et la derniére phase impliquant le cytosquelette (figure 10) [164].

La phase réceptrice va impliquer le TCR, les molécules d’adhrences mais également les molécules
de co-stimulation ou d’inhibition. Le TCR est impliqué dans la reconnaissance spécifique des
complexes CMH/peptide en lien avec son corécepteur CD8 ou CD4 [165]. Les molécules d’adhérences
telles que CD2 et LFA-1 sont quant a elles impliquées dans le renforcement de I'activation T en
maintenant le contact entre le lymphocyte T et la cellule cible qui exprime CD58 et ICAM-I. Les
molécules de co-stimulation ou inhibitrices vont jouer un réle important dans la régulation de
I'activité T. Les molécules CD28 (stimulation) et CTLA-4 (inhibition) vont se lier a leurs récepteurs
CD86 et CD80 respectivement [166]. Récemment, de nouvelles molécules inhibitrices ont été
découvertes : Programmed cell Death Protein 1 (PD1) et T cell immunoglobulin mucin-3 (TIM-3). Des
études récentes ont d’ailleurs mis en évidence I'importance de ces molécules dans I'inhibition de

I"activité des TILs chez des patients atteints d’un cancer [167-168].

La seconde phase est une phase de signalisation dans laquelle le complexe TCR/CD3 se retrouve
au centre. Le TCR est un récepteur composé de deux chaines (af ou y8). Chacune des chaines est
composée de deux domaines immunoglobulines dont la partie la plus externe (Va e VB) porte des
régions variables (CDR1 et CDR2) et une région hypervariable (CDR3). Ces régions résultent du
réarrangement des genes les codant lors de la maturation du lymphocyte T dans le thymus [169]. Des
analyses de cristallographie de l'interaction TCR/CMH/peptide ont permis de mettre en évidence un
contact entre peptide et régions hypervariables CDR3, conférant ainsi la spécificité de
reconnaissance du TCR [170]. Les molécules CD4 et CD8 vont avoir un role de co-récepteur en se liant
aux molécules du CMH et du TCR, stabilisant ainsi le complexe et permettant le rapprochement des
molécules nécessaires pour transmettre le signal a l'intérieur de la cellule. Le TCR va ainsi se
retrouver associé a plusieurs molécules CD3 responsables de la transduction du signal a I'intérieur de
la cellule. Ces complexes CD3 sont constitués de deux hétérodiméres €6 et ey ainsi que d’un
homodimeére {{ [171]. La partie cytoplasmique des sous-unités du CD3 posseéde un motif
immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAM), ce motif est une séquence d’acides aminés

(YXX (/L) X (6-12) Yxx (I/L).
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Suite a I'activation T et la liaison du TCR a la molécule CD3, ces motifs ITAMs vont se retrouver
phosphorylés par la kinase LCK (rapprochée du CD3 par la molécule CD8 ou CD4) notamment grace a
I’exclusion de la phosphatase CD45 (inhibant la phosphorylation des ITAMs mais dont I'action est
nécessaire pour |'activation de la LCK en enlevant un groupement phosphate inhibant son activité).
Ces motifs ITAMs phosphorylés vont alors interagir avec la protéine {-chain-associated protein kinase
of 70 kDa (ZAP70) et déclencher une cascade d’activation impliquant les protéines SLP76 et LAT qui
vont venir activer la phospholipase Cy (PLCy). Une fois activée, cette protéine va augmenter le Ca**
intracellulaire et conduire a I'expression d’un certain nombre de genes cibles comme I'IL-2. De leur

coOté, le TCR et la molécule d’adhérence CD28 vont conduire au recrutement de la protéine kinase C6

(PKCB), importante dans I’activation du facteur de transcription NF-kB.

Ces voies d’activation vont au final conduire au recrutement du complexe ESCRT (endosomal
sorting complex required for transport protein) impliqué dans la déphosporylation du TCR et la
formation de la synapse immunologique qui s’organise autour d’une structure appelée le cluster
d’activation supramoléculaire (SMAC) qui regroupe : le SMAC central (cSMAC) riche en TCR, le SMAC
périphérique (pSMAC) riche en molécule LFA-1, et le SMAC distal (dASMAC) riche en actine et en
protéine CD45. La formation de ce SMAC, les événements impliqués dans la cascade d’activation T et

leur chronologie sont encore mal compris et plusieurs modéles d’activation sont proposés [164].

La derniére phase fait intervenir le cytosquelette qui est nécessaire dans la mise en place du
SMAC. Cela passe par l'intermédiaire des filaments d’actine, de myosine Il et de tubuline. La
coordination de ces filaments va conduire a la polarisation de la cellule et a la formation de Ila
synapse immunologique. Le TCR va se lier a des molécules telles que I'actine grace a des protéines
adaptatrices, protéines du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP). La formation de ce SMAC va
permettre le regroupement des TCR au niveau des complexes CMHM/peptides spécifiques. Ceci va
permettre l'activation d’'un grand nombre de TCR a partir d’un faible nombre de complexe
CMH/peptide spécifique. Les TCR vont étre activés en série. On va alors parler du concept de « serial
triggering » : Lorsqu’un TCR est activé, ce dernier est internalisé pour laisser la place a un autre TCR
et ainsi poursuivre cette activation [172]. De plus, la polarisation provoquée par le réarrangement du

cytosquelette permet le relargage des granules lytiques au niveau de la cible.
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Figure 10: Les trois phases de la synapse T

Lors de I'activation de la cellule T, trois phases d’activation sont présentes. La premiére concerne la phase récepteur et contient le
complexe TCR-CDR3, le co-récepteur CD4 ou CD8 et les molécules de co-activation CD28 et LFAl. La phase de signalisation, contient
I’'ensemble des molécules permettant la transmission du signal a I'intérieur de la cellule : LCK, -chain-associated protein kinase of 70 kDa
(ZAP70), IL-2-inducible T cell kinase (ITK), phospholipase Cy (PLCy) et la proteine kinase CO (PKCB). La derniére phase implique le
cytosquelette et contient des protéines de ce dernier telles que : I'actine, Taline, paxilline, vinculine, FAK1 et PYK2. L’'ensemble de ces
acteurs participe a la formation de la synapse immunologique et a I'activation du lymphocyte T.

Source: Dustin and Depoil, New insights into the T cell synapse from single molecule techniques, 2011 [164]

V) Les molécules de co-stimulation

Nous avons précédemment vu I'engagement du TCR dans I'activation du lymphocyte T effecteur.
Cependant I'activation du lymphocyte T naif lors de la premiére rencontre avec I'antigene nécessite
donc un second signal. Ce second signal est apporté par les molécules de co-stimulation exprimées
par la cellule présentatrice et intervient dans I'activation du lymphocyte T via leurs interactions avec
les ligands exprimés a leur surface. Ces molécules de co-stimulation appartiennent principalement a
la famille B7 composée de CD80, CD86, Programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1), PD-L2, PD-L1,
ICOSL, CD276 et B7S1.

Les molécules de co-stimulation telles que CD80 et CD86 sont principalement retrouvées
exprimées par les APC activées, au niveau des organes lymphoides secondaires, et vont reconnaitre
leur ligand CD28 exprimé par les lymphocytes T. L'interaction de ces molécules va apporter un signal
d’activation secondaire nécessaire pour la premiére stimulation des lymphocytes T naifs en
prévenant notamment l'anergie ou l'apoptose du lymphocyte T. En effet, lors de la premiere
stimulation, le contact entre un lymphocyte T et I’APC est tres long, plus de 20 heures. Ceci permet la

différenciation du lymphocyte T naif en lymphocyte T effecteur.
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Dans le cas d’une activation d’un lymphocyte T effecteur, ces molécules de co-stimulation ne
sont plus nécessaires et I'activation se fait dans un temps plus court (1h) [173]. Dans cette famille B7,
on retrouve également des molécules de co-stimulation inhibitrices telles que PDL1, PDL2 ou encore
B7S1. Ce second signal d’activation n’est donc pas forcément activateur, il peut également étre
inhibiteur. Ce controle négatif du lymphocyte T va permettre d’éviter I'apparition de réponse T
dirigée contre des auto-antigénes. C’est donc un moyen de contréle de la différenciation des
lymphocytes T. Cependant les cellules tumorales peuvent également exprimer ces molécules
inhibitrices afin d’échapper a la lyse par des lymphocytes T spécifiques et favoriser la progression

tumorale.

V1) Ueffecteur T activé

Suite a leur activation, les lymphocytes T vont acquérir différentes fonctions : la cytotoxicité, la

sécrétion de cytokines, la prolifération et la formation de lymphocytes mémoires.

La cytotoxicité des lymphocytes T implique deux voies différentes (figure 11): la voie de la
sécrétion de granules lytiques et la voie FAS-FAS-L [174]. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques ou
CTL sont celles qui possedent cette activité lytique par dégranulation. Ces granules lytiques sont
stockées dans le cytoplasme des CTL non activés et contiennent des protéines toxiques (perforine,
granzyme, estérase...). Grace aux réseaux de microtubules, ces particules lytiques vont arriver sur le
site de dégranulation. Les molécules de perforine relarguées vont polymériser et former des pores
dans la membrane cellulaire de la cible, déstabilisant ’"homéostasie intra-cellulaire et favorisant
I’entrée des autres molécules telles que les granzymes A et B qui vont activer des caspases.
L'ensemble de ces événements conduit a la mort de la cellule cible [175]. La médiation de la mort
cellulaire dépendante de FAS-FAS-L, fait quant a elle intervenir les lymphocytes T CD4+ via
I'interaction de la molécule FAS-L, présente a la surface des lymphocytes T activés avec son récepteur
FAS qui lui est exprimé par la cellule cible. Cette interaction va conduire au déclenchement d’une
mort cellulaire par apoptose et est donc particulierement efficace chez les cellules tumorales
exprimant FAS [176]. FAS-FAS-L interviendrait aussi dans la résolution de la réponse immunitaire afin

de réguler I’'homéostasie lymphocytaire.
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Figure 11: Mécanismes d’induction de mort cellulaire par le lymphocyte T

Le lymphocyte T est une cellule spécialisée dans I'induction de mort cellulaire. Cette induction peut étre réalisée de plusieurs fagons : A)
induction indirecte par relargage de TNFa et TRAIL, B) induction par les récepteurs de mort cellulaire, C) induction directe par relargage au
niveau de la synapse immunologique de granzyme B et de perforine.

Source: Andersen et al, Cytotoxique T cells, 2006 [177]

La seconde fonctionnalité des lymphocytes T est leur capacité de sécrétion. Les CTL CD8+ activés
vont secréter de I'IFN-y mais aussi du TNF-a et d’autres cytokines. Ces molécules vont avoir pour role
de sensibiliser les cellules a la mort cellulaire, mais également d’orienter la réponse immunitaire. Il
existe en effet plusieurs sous-ensembles de lymphocytes T CD8+, caractérisés par leur profil
d’expression de cytokines (Tcl, Tc2, Tc17) [178]. C’est la population de lymphocytes T CD4+ qui est la
plus spécialisée dans la sécrétion de cytokines. En fonction de son contexte d’activation, plusieurs
profils de sécrétion définissant différents sous-ensembles de lymphocytes T CD4+ sont décrits (figure
12). Les T CD4+ TH1 produisent des cytokines orientant la réponse immunitaire vers une réponse
cellulaire (IFN-y, IL-2, TNF..). Les lymphocytes T CD4+ TH2 vont quant a eux orienter la réponse vers
une réponse humorale (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13). On retrouve également les Th17, principalement
impliqués dans les réponses inflammatoires et les Tregs impliqués dans des mécanismes de

modulation de la réponse T, notamment par la sécrétion de cytokines telles que I'lL-10, IL-6, ou
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encore le TGF-B. En plus de ces populations lymphocytaires, il existe un certain nombre d’autres
populations T CD4+ : les T folicular helper (Tfh) impliqués dans la formation des centres germinaux
[179], mais aussi les ThO capables d’exprimer un large éventail de cytokines [180-181]. De plus, il
semblerait qu’il existe une certaine plasticité entre ces différents sous-ensembles, impliquant des

mécanismes épigénétiques [182].
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Figure 12 : Voie de différenciation des lymphocytes T CD4+

Le lymphocyte T CD4 naif peut se différencier en Thl, Th2, Th17, iTreg, et Tfh en fonction des cytokines présentes dans le
microenvironnement. Par exemple, la présence d’IL-12 et d’IFN-y va favoriser la différenciation en Th1, alors que la présence d’IL-4 est en
faveur d’une différentiation en Th2. Chacun des différents effecteurs T CD4+ est également caractérisé par I'expression spécifique d’'un
facteur de transcription comme T-bet pour la voie Thl et Gata3 pour la voie Th2. Il apparait également qu’il existe une certaine plasticité
permettant a un effecteur de se convertir vers un autre phénotype. Les iTregs et les Th17 par exemple, peuvent se convertir de I'un vers
I'autre en fonction des cytokines présentes dans I’environnement.

Source : Zhou et al, Plasticity of CD4+ T cell lineage differentiation, 2009 [183]

Une troisieme fonction des lymphocytes activés est leur capacité de prolifération permettant
I’expansion clonale. Afin que cette prolifération soit optimale, des signaux supplémentaires portés
par les cytokines ou les molécules de co-stimulation ainsi que I'expression du récepteur a I'lL-2, sont
nécessaires aux lymphocytes T. La cytokine IL-2 est d’ailleurs utilisée in vitro pour obtenir de grandes

guantités de lymphocytes.

La quatrieme fonction est de former des lymphocytes T CD8+ mémoires apres que la source
d’antigenes ait disparu. En fin de réponse immunitaire, les lymphocytes T effecteurs vont mourir. Un

petit nombre va survivre et former deux types de lymphocytes T mémaoires :
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-Les lymphocytes T mémoires périphériques CCR7-, qui vont patrouiller en périphérie a la

recherche de I'antigene cible.

-Les lymphocytes T mémoires centraux CCR7+ qui résident dans les ganglions lymphatiques et

qui ont une grande capacité d’expansion en cas de retour de |'antigéne.

VIl) Les antigénes de tumeur

Depuis la découverte du premier antigene de tumeur, de nombreuses équipes de recherche ont
mis au point des techniques pour identifier ces antigenes de tumeur. Cette recherche est primordiale
dans I'établissement de stratégies d’'immunothérapie, puisqu’elle définie des cibles. Ces techniques

ont permis de mettre en évidence plusieurs catégories d’antigénes.

A. Les méthodes d’identification d’antigénes de tumeur et de leurs épitopes

Notre corps compte quelques 30 000 protéines et rechercher lesquelles sont des antigenes de
tumeur potentiels n’est pas forcément évident, surtout que certains antigénes sont issus de
mutations, de réarrangements chromosomiques ou de réexpressions ou surexpressions de protéines
dans un tissu inapproprié. Différentes techniques ont donc été mises au point afin d’identifier ces
antigenes de tumeur. Ces méthodes different en fonction que I'on cherche a identifier un antigene

inconnu a partir d’une population T réactive ou que I'on parte d’un antigéne candidat.

La premiere approche développée est dite « génétique ». A partir d’'un clone de lymphocyte T ou
d’une population T polyclonale réactive vis-a-vis de la cellule tumorale, la spécificité pour I'antigene
est testée par I'observation de production de cytokines par le lymphocyte T en réponse a une cellule
cible. Cette cellule cible est co-transfectée avec la molécule HLA d’intérét et une banque d’ADN
complémentaire (ADNc) dérivée des cellules tumorales autologues reconnues. Cette approche a été
décrite par I’équipe de T. Boon en 1991 et a permis la caractérisation de I'antigene MAGE-1 [143],
mais aussi de ceux de la famille MAGE, BAGE, GAGE, des antigénes Melan-A/MART-1, tyrosinase et
gp100. Cette technique se déroule en quatre étapes : 1) Obtention a partir d’un patient atteint d’'une
tumeur d’un clone T ou d’une lignée de CTL qui reconnait de facon spécifique la lignée tumorale
autologue 2) Définition de la restriction HLA de cette reconnaissance 3) ldentification du gene
reconnu par clonage d’une banque d’ADNc a partir des cellules tumorales autologues (utilisation de
pools d’ADNc et subdivision de ces pools en fonction de la réponse du clone T, jusqu'a identification

d’un géne unique reconnu) 4) Identification de la protéine et définition de I'épitope reconnu.
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La seconde approche est dite « biochimique ». Les peptides présents sur les molécules HLA
d’intéréts sont élués et sont purifiés par chromatographie de haute affinité. La réactivité des clones
est ensuite testée vis-a-vis de ces peptides. Le peptide induisant une réaction du clone lymphocytaire
est ensuite identifié par spectrométrie de masse et le géne peut ensuite étre identifié. C'est de cette
facon que certains épitopes de I'antigéne gp100 et BAGE ont été identifiés dans le mélanome et

d’autres cancers [184-185].

Les deux précédentes approches nécessitent I'obtention de CTL. L'approche SEREX (SErological
identification of antigens by Recombinant EXpression cloning), quant a elle ne nécessite pas de CTL.
Cette approche est basée sur la présence d’anticorps dirigés contre des antigenes tumoraux dans le
sérum de patients et permet donc d’identifier des antigénes dépendants des lymphocytes B mais
aussi des lymphocytes T CD4+, qui sont importants dans la commutation isotypique du lymphocyte B.
Cette technique (appelée SEREX) a permis de mettre en évidence des antigénes reconnus par des
anticorps tels que New York esophageal squamous cell carcinoma 1 (NY-ESO-1) , MAGE-1, MAGE-3 et
plus récemment ANX-A2 dans le MPM [186-188].

L'ensemble de ces approches nécessite donc I'utilisation d’échantillon de patients et nécessite la
présence de réponses T spontanées chez ces derniers. Cependant, les techniques de séquencage
haut débit et les études de puces a ADN ont permis de mettre en évidence la présence de protéines
surexprimées, anormales ou dont l'expression se retrouve induite. Ces techniques ont mis en
évidence I'existence d’antigénes potentiels ou candidats. Une méthode dite « d’immunologie
inverse » a donc été mise au point afin de tester ces antigénes candidats (figure 13). Cette approche

est basée sur une étude préalable in silico.

A partir de la séquence peptidique et suite a la découverte des sites de liaisons spécifiques des
peptides aux molécules HLA, des algorithmes ont été mis au point prédisant la capacité de fixation de
ces peptides aux molécules HLA, c’est ce que I'on appelle la phase de prédiction. Actuellement, il
existe un grand nombre d’algorithmes de prédiction, tels que SYFPEITHI [189] ou BIMAS [190].
Cependant, il est vite apparu que la prédiction d’ancrage du peptide n’était pas suffisante et qu’il
était également nécessaire d’intégrer des prédictions de clivage par le protéasome, tels que
FragPredict/MAPP [191]. Ces algorithmes permettent d’affiner la recherche d’épitope et d’éviter
d’étudier un épitope pouvant effectivement se fixer sur les molécules HLA, mais n’étant jamais
produit par la cellule comme cela fut le cas pour le peptide HER-2/neu(369-377)/HLA-A*0201 [192]
et le peptide MAGE-3(271-279)/HLA-A*0201 [193].
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Apres la phase in silico de prédiction, il faut ensuite passer a une phase de validation qui peut se

faire de deux fagons différentes :

-Vérification par spectrométrie de masse. Cette approche reprend le principe de la méthode
biochimique, a savoir I'élution de peptides présents dans les molécules CMH des cellules exprimant
I'antigéne d’intérét et la recherche du ou des peptides prédits. Cependant, cette méthode valide la
présentation de ces peptides par les molécules de CMH de la cellule cible mais pas leur capacité a

étre reconnus par des lymphocytes T.

-La vérification par des clones T. Cette seconde approche est plus colteuse en temps, elle
consiste a sensibiliser une population de lymphocytes T (donneur sain ou TIL de patients) avec le
peptide candidat chargé de facon exogene sur une cellule présentatrice d’antigenes. Lorsqu’une
population de CTL spécifique du peptide est obtenue (clonale ou polyclonale), elle est ensuite testée
vis-a-vis d’une cellule cible exprimant I'antigene et I'allele HLA restreignant, afin de vérifier sa

spécificité.

Insilico prediction of potential HLA-A*0201 peptides
(http:/lwww.syfpeithi.de/)
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Figure 13: Validation d’épitopes tumoraux par immunologie inverse

L’approche d’immunologie dite inverse se définit en trois étapes. A) A partir d’'un antigéne candidat, dont la séquence peptidique est
connue, des algorithmes permettent de prédire des peptides pouvant se fixer dans un contexte HLA donné. B) A partir de ces peptides une
population de lymphocytes T CD8+ est sensibilisée par des cellules dendritiques autologues chargées en peptides. Aprés plusieurs
stimulations successives, la présence d’une population T CD8+ spécifique du peptide est testée. Les clones réactifs sont ensuite isolés par
clonage en dilution limite, puis amplifiés. C) Afin de vérifier que les cellules tumorales présentent cet épitope, la réactivité du clone dirigée
contre des cellules tumorales exprimant I'antigéne d’intérét et la molécule HLA donnée est alors observée. Ce test consiste en
I’'observation de la production d’IFN-y par le clone lorsque ce dernier est cultivé avec les cellules tumorales. La présentation de I'épitope
par les cellules tumorales est ainsi validée.

Source : Roulois David
e
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B. Classification des antigénes de tumeur

Face a la diversité des antigenes de tumeur, de leur profil d’expression et de leur origine, ces
antigenes de tumeur ont été classés en différentes catégories. Les épitopes et les contextes HLA dans
lesquels ils sont décrits sont listés dans une base de données présente a cette adresse

(www.cancerimmunity.org).

1. Antigenes de tumeur uniques

Ces antigenes de tumeur uniques résultent de mutations qui dans la majorité des cas ne sont pas
partagées. Ces antigénes sont donc patient spécifique. L'utilisation de ces antigénes en thérapie n’est
donc pas ou peu possible. Un tel antigene a été décrit pour la premiere fois pour melanoma-
associated-mutated antigen-1 (MUM1) dans le mélanome [194] et d’autres exemples sont listés dans
cette revue [195]. Cependant, il existe également certaines mutations partagées par plusieurs

patients comme par exemple la mutation N-RAS Q 61 R [196].
2. Les antigenes spécifiques de tumeur

Ces antigenes sont partagés par plusieurs types tumoraux. Leur expression est restreinte aux
cellules tumorales et elle n’est pas retrouvée dans les tissus sains adjacents. L'expression de ces

antigenes, limitée aux cellules tumorales, en fait des cibles de choix en immunothérapie.

Parmi cette catégorie on retrouve les Cancer Testis Antigen (CTA), des antigénes dont
I’expression est restreinte aux testicules et au placenta et qui se retrouvent réexprimés dans de
nombreux types de tumeurs [197]. Les cellules germinales testiculaires sont protégées du Sl par la
barriere hémato-testiculaire. Ces antigénes ne sont donc pas présentés dans des conditions normales
au systeme immunitaire. Leur expression par les cellules tumorales rend donc ces derniéres visibles
par le systeme immunitaire. Des réponses T et B spécifiques dirigées contre ces antigenes peuvent
donc apparaitre spontanément chez les patients, d’ou leur intérét dans le développement d’un
certain nombre d’approches immuno-thérapeutiques [198]. Ces génes sont réprimés par méthylation
[199], donc [I'utilisation de drogues épigénétiques est largement étudiée pour induire leur
réexpression et sera abordée plus loin. Dans cette catégorie on retrouve des familles de génes, telles

que MAGE, BAGE, RAGE, XAGE, mais aussi NY-ESO-1 [198].

Il existe d’autres familles d’antigenes appartenant a cette catégorie : ce sont les onco-protéines

virales comme HPV16 E6 et E7 [200], mais aussi des antigénes produits suite a des mutations
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spécifiques a certains types tumoraux, comme la protéine de fusion BCR-ABL, résultant d’une

translocation chromosomique [201].
3. Lesantigénes de surexpression

Les antigenes de surexpression sont des protéines qui ne sont pas spécifiques des tumeurs mais
qui se retrouvent surexprimées dans les tumeurs. L'intérét de ces antigénes est qu’ils sont exprimés
dans un plus grand nombre de cancers, ce qui en fait des cibles intéressantes. Dans cette famille on
retrouve des antigénes comme hTERT, la Survivine, PRAME, mais aussi le CEA ou MUC1. Une liste

plus importante est décrite sur le site suivant : http://www.cancerimmunity.org . La protéine MUC1

est d’ailleurs un antigéne du MPM et sera décrite plus largement dans une partie lui étant consacrée.
4. Les antigenes de différenciation

Ces antigénes de tumeur sont exprimés a la fois dans la tumeur mais également dans le tissu sain
d’origine. On retrouve dans cette catégorie un certain nombre d’antigénes du mélanome dénommés
antigénes de différenciation mélanocytaire (MART-1/MELAN-A, gp100, tyrosinase, TRP2), mais aussi
des antigenes de la prostate (PSA, kallikrein 4) ou encore la molécule CD20 dans les lymphomes a

cellules B.
VIll)  Mécanisme d’échappement au systeme immunitaire

La théorie de 'immuno-édition des cancers suppose que lors de I'établissement de ces derniers,
ceux-ci échappent au systéme immunitaire. Ces mécanismes d’échappement de la tumeur vis-a-vis
du systeme immunitaire sont une clé importante dans la réalisation de protocole d'immunothérapie.
En effet, comprendre par quel moyen la tumeur échappe au systéme immunitaire peut apporter des
réponses sur les éléments importants a cibler en immunothérapie, pour parvenir a une phase

d’élimination des cellules tumorales.

Une des cellules clé dans I’élimination des cellules tumorales est le lymphocyte T, qu’il soit CD8+
ou CD4+. C’est ainsi que les tumeurs ont développé un certain nombre de mécanismes de résistance,

et d’échappement a ces cellules effectrices [202].
A. Défaut de reconnaissance

Le premier mécanisme impliqué dans I'échappement des cellules tumorales au systeme
immunitaire est un défaut de reconnaissance de ces cellules tumorales par les lymphocytes T

spécifiques. Ce défaut de reconnaissance peut résulter en premier lieu, de la perte d’expression de
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I'antigéne par les cellules tumorales [203]. Les cellules tumorales peuvent aussi présenter des
mutations ou des anomalies dans la machinerie de présentation des antigenes, les rendant alors
invisibles aux lymphocytes T. Pour cela, les cellules tumorales vont diminuer voire perdre
complétement I'expression des molécules HLA de classe I. Cela se retrouve dans un grand nombre de
cancers : poumons, cesophage, prostate [204-206]. On observe également des mutations, soit des
molécules HLA de classe | [207-208], soit de I'ensemble des protéines impliquées dans le chargement
des peptides et donc nécessaire a la présentation antigénique, telle que la f2m [209], mais aussi par
exemple une inhibition des molécules TAP1 et TAP2 [210]. Un autre mécanisme de résistance
consiste également a empécher I'acceés des lymphocytes au site tumoral en supprimant les molécules
d’adhésion importantes pour I'extravasation des lymphocytes de la circulation sanguine vers la
tumeur. Cela a été décrit par exemple dans le mélanome [211]. Parmi ces molécules on retrouve I'E-

selectine, la P-selectine mais aussi ICAM-1 [212].
B. Résistance a la mort induite par le lymphocyte T

Les cellules tumorales développent également des mécanismes de résistance a la mort cellulaire
médiée par les lymphocytes T. Ces mécanismes impliquent la production de protéines comme la PI-
9/SPI-6, une sérine protéase inhibitrice du granzyme B [213]. Les cellules tumorales vont également
surexprimer un certain nombre de protéines anti-apoptotiques comme c-FLIPE, ce qui leur permet
ensuite de résister a I'apoptose dépendante de TRAIL [214]. Une autre approche d’évasion a la lyse
par les lymphocytes T consiste en une expression des récepteurs leurres de mort. Ces récepteurs
leurres vont alors empécher I'action des molécules TRAIL et FAS ou du TNF-a sur les cellules
tumorales. Les cellules peuvent également perdre I'expression de ces mémes récepteurs, empéchant

ainsi I'action des molécules pro-apoptotiques [215-216].
C. Inactivation des lymphocytes T par anergie

Les cellules tumorales peuvent également empécher I'activation des lymphocytes T matures en
induisant leur anergie, notamment par |'expression des co-récepteurs CTLA-4 et PD1. Nous avons
déja vu I'importance de ces co-récepteurs dans I'activation T, les ligands de CTLA-4 et PD1 sont
souvent retrouvés surexprimés par les cellules tumorales [217]. L'expression d’un certain nombre de
cytokines est également impliquée dans I'inhibition de I'activité des lymphocytes T, telles que le TGF-
B [218], le PGE2 [219] ou encore des protéines de la famille des galectines, telles que la galectine-1,

molécule immunosuppressive bloquant les fonctions des lymphocytes T [220].
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D. Autres mécanismes

Les cellules tumorales sont également capables d’induire la mort des lymphocytes T par
I'activation de facon précoce du programme de mort cellulaire AICD (program T-cell activation-
induced cell death). Cette activation passe par I'expression a la surface des cellules tumorales des

molécules FAS-L et TRAIL [221-222].

En plus de ces mécanismes d’échappement touchant les lymphocytes T, les cellules tumorales
peuvent sécréter des chimiokines, comme CCL2, qui attirent des populations cellulaires impliquées
dans l'inhibition de I'activation du systeme immunitaire. C'est le cas des TAM de type M2 [223], des
lymphocytes T régulateurs [224] et des MDSC [225] qui, ensemble, vont favoriser I'échappement de

la tumeur au contréle par le systéme immunitaire.
E. Mécanisme d’échappement tumoral dans le MPM

Au cours de ma thése, je me suis intéressé a la réponse T spécifique dirigée contre le MPM. En

effet, il est important de savoir quels mécanismes d’échappement existent dans cette pathologie.

Tout d’abord le MPM apparait comme un cancer trés peu immunogeéne avec seulement quelques
cas de rémissions spontanées décrits dans la littérature [78]. Concernant les populations cellulaires
immunosuppressives, on retrouve la présence de lymphocytes Treg dans le MPM, cependant la
corrélation avec un pronostic défavorable est difficilement établie [82]. On retrouve également des
TAM de type M2, associés a une faible présentation antigénique et des propriétés
immunosuppressives [226]. Au niveau des cytokines immunosuppressives, on observe également
une large production de PGE2 [227], mais aussi de TGF-B [228]. En plus de cet environnement
immunosuppresseur empéchant I'établissement d’une réponse immunitaire T, les cellules de MPM
sont résistantes a I'apoptose, notamment par la perte d’expression de molécules pro-apoptotiques,
mais aussi par I'expression de molécules anti-apoptotiques ou inhibitrices de I'apoptose. Le MPM
présente donc un contexte immuno-modulateur fort. L'utilisation des drogues épigénétiques

pourrait étre un moyen de renverser ce contexte.
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INTRODUCTION 2 : Epigénétique et cancer
1) Alorigine de I'épigénétique

Au cours du développement cellulaire, les cellules de I'organisme vont acquérir une morphologie,
une fonction, un phénotype qui leur est propre et ce, malgré un patrimoine génétique identique. Ces
modifications vont également étre conservées au cours des cycles cellulaires et sont donc
transmissibles. Cela suggere la présence d’'une mémoire de l'identité cellulaire, d’'une signature
permettant a la cellule de savoir ce qu’elle doit ou ce qu’elle ne doit pas exprimer en fonction de son
role et de I'environnement dans lequel elle se trouve. De plus, I’ADN n’est pas suffisant a lui seul
pour rendre compte de la diversité biologique, supposant I'existence d’'un autre support
d’information. C'est en 1942 que Waddington proposa le terme d’épigénétique, sur la base d’'une
diversité biologique non attribuable a la séquence d’ADN [229]. L'épigénétique est défini comme les
modifications de I’ADN ou des facteurs qui lui sont associés, portant une information et pouvant étre
hérités sans toutefois toucher la séquence d’ADN elle-méme [230]. L'épigénétique peut se subdiviser

en deux grands mécanismes : les modifications des histones et la méthylation de 'ADN

-Les modifications post-traductionnelles des histones: ces modifications comprennent les
modifications post-traductionnelles (acétylation, méthylation, phosphorylation, sumoylation...)
pouvant intervenir sur les histones, notamment sur une partie spécifique appelée queue d’histone
(mais pas uniquement). Ces modifications sont impliquées dans la régulation de I’ADN (figure 14).
Elles sont héritables d’une génération cellulaire a une autre et sont parfois en lien avec la

méthylation de I’ADN.

-La méthylation de I’ADN : ces modifications consistent en la méthylation des cytosines par
I’addition d’un groupement méthyle (-CH3). Ce groupement est transféré a partir d’'un donneur de
méthylation : le S’-adénosylméthionine (SAM). Ces méthylations ont lieu au niveau des dinucléotides
CpG (une Cytosine précédent une Guanine). On retrouve dans le génome, des régions riches en CpG
appelées ilots CpG. Ces méthylations vont avoir une implication majeure dans la régulation génique
et la répression des éléments répétés ainsi que des transposons présents dans le génome (figure 14).
L’'empreinte génomique ou parentale, qui consiste en I'inactivation d’un alleéle parental spécifique est

un exemple d’implication de la méthylation de I’ADN dans la régulation génique.

En dehors de ces deux grands mécanismes, il existe d’autres mécanismes de régulation
épigénétique, comme le remodelage de la chromatine, les variant d’histones H3.3 et H2A.Z, mais

aussi des ARN non codants (miRNA et les long non coding RNAs ;LnCRNAs) comme I’ARN
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complémentaire Xist impliqué dans l'inactivation du chromosome X. Un dernier mécanisme encore

peut étudier consiste en la méthylation de I’ARN.

Ces mécanismes épigénétiques sont importants tout au long de notre vie, ils vont étre impliqués
dans la gamétogénese, mais aussi tout au long du développement embryonnaire, dans un certain

nombre de maladies psychiatriques [231], dans le vieillissement cellulaire [232] et le cancer [233].
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Figure 14: Controle de la transcription par méthylation de ’ADN ou modifications des histones

A) La chromatine est une structure composée d’ADN et de protéines. L'ADN double brin est enroulé autour des octameres d’histones,
'ensemble formant alors les nucléosomes, unités organisant la chromatine. Des modifications dites épigénétiques, ne touchant pas la
séquence en nucléotides, mais impliquées dans la régulation de la structure de la chromatine ainsi que dans la régulation de I'expression
génique, peuvent alors intervenir sur cette chromatine. On retrouve deux grands types de modifications épigénétiques : les modifications
post-traductionnelles (méthylation, acétylation, phosphorylation) et réversibles des histones ainsi que la méthylation de 'ADN (sur le
carbone 5 des résidus cytosines placés devant une guanine). Cette réaction est catalysée par les DNMTs. B) Changements réversibles de la
chromatine impliqués dans le controle de I'expression génique. Les génes sont exprimés lorsque la chromatine est ouverte et inactivée.
Lorsque la chromatine est condensée, I'expression des génes est réprimée.

Cercle blanc = cytosines non méthylées; Cercle rouge = cytosines méthylées

Source: Luong P, Basic Principles of Genetics, 2009 http://cnx.org/content/m26565/1.1/
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A. La méthylation de 'ADN

Comme dit précédemment, la méthylation de I’ADN consiste en I'ajout d’un groupement méthyle
(-CH3) a la place d’un atome d’hydrogéne sur le carbone 5 des cytosines de I’ADN (figure 14).
Cependant, cet ajout ne se fait pas n‘importe ol sur le génome. Il a lieu au niveau des dinucléotides
CpG (cytosine-phosphate-guanine) [234]. Environ 60 a 90% des CpG se retrouvent ainsi méthylés
dans le génome et sont associés a un état important de compaction de la chromatine
(hétérochromatine). Ces zones contiennent principalement des éléments non codants, des éléments
répétés ou microsatellites, mais aussi des transposons [235]. On retrouve également des régions
riches en CpG, appelées llots CpG, se situant principalement au niveau des promoteurs des génes et
impliquées dans leur régulation [236-237]. De plus, la méthylation d’un seul site CpG peut étre
impliquée dans la régulation génique. Par exemple, cette méthylation peut empécher l'action
d’activateur de la transcription, comme c’est le cas pour la fixation du facteur SP1 [238]. Mais elle
peut aussi favoriser la fixation de protéines inhibitrices comme les MBP (Methyl CpG Binding
Protein). Ces protéines sont capables de reconnaitre les flots CpG méthylés et vont ainsi pouvoir
venir se fixer et empécher la transcription du géne cible. Le membre fondateur de cette famille est Ia

protéine MECP2, un répresseur des genes neuronaux [239].

La méthylation de I’ADN est donc un mécanisme important dans la régulation génique. Ce
transfert de méthylation est assuré par un ensemble d’enzymes, les DNA méthyles transférases ou
DNMTs, et leur substrat SAM. Les mécanismes de ciblage de ces méthylations sur ’ADN ne sont pas
encore parfaitement bien compris. La méthylation dite de novo implique la DNMT3A et DNMT3B
[240]. La DNMT1 serait quant a elle impliquée dans la maintenance de la méthylation au cours des
cycles cellulaires [241]. Pour cela, un complexe contenant cette DNMT1 reconnait I’ADN
hémiméthylé durant la réplication de 'ADN et ainsi peut conserver les méthylations au cours du
cycle cellulaire. En plus de ces trois enzymes, il existe deux autres DNMT : la DNMT3L et la DNMT?2. La
DNMT3L est tronquée et ne posséde pas d’activité catalytique propre. En se liant a I’ADN, elle est
capable de recruter la DNMT3a et est impliquée dans les mécanismes d’empreinte parentale. La
séquence de la DNMT2 est trés conservée lors de I’évolution des organismes, cependant son role fait
encore débat. Elle pourrait étre impliquée dans l'inactivation des transposons et la réponse au stress

cellulaire lors d’une infection virale [242].
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Cette méthylation de 'ADN a trés longtemps été considérée comme étant irréversible et
I'existence de déméthylases ou de mécanismes de déméthylation a longtemps été débattue. Il existe

actuellement plusieurs mécanismes impliqués dans la méthylation, actifs ou passifs :

-La déméthylation passive de L’ADN consiste en |'absence de la maintenance de la méthylation
au cours des divisions cellulaires et ne nécessite donc pas d’enzymes spécifiques ou de complexe

particulier.

-La déméthylation active (figure 15) est beaucoup plus controversée. Elle suggére la présence de
déméthylases. Cependant cette déméthylation active semble nécessaire pour certains phénomenes
de régulation comme I'activation des lymphocytes T [243] ou encore la régulation de la transcription.
En effet, une étude in vitro a permis de mettre en évidence des cycles de méthylation/déméthylation
de génes cibles du B-oestradiol [244]. Cependant, les mécanismes permettant de réaliser cette
déméthylation rapide ne sont pas encore clairement élucidés. Des travaux ont proposé |'intervention
du systeme Base Exision Repair (BER) dans la déméthylation active de I’ADN, impliquant la thymine
DNA glycosylase (TDG) et la MBD4. Cette déméthylation se fait alors soit sans changer la nature de la
5-methylcytosine (5mC) [245], soit en convertissant la 5mc en un substrat plus favorable. La
génération des immunoglobulines fait d’ailleurs intervenir ce mécanisme nommé I'AID (activation-
induced deaminase) ol la déamination de la 5mc en thymidine génére un mismatch G:T pouvant étre
réparé par le systeme BER [246]. Un second mécanisme décrit récemment consiste en I'oxydation de
la 5mc en 5-hydroxymethylcytosine (S5hmc). Cette réaction est catalysée par les protéines de la
famille TET dont les membres sont numérotés de 1 a 3 (Ten Eleven Translocation) [247]. Ce 5hmc
pourrait ensuite étre déaminé en 5-hydroxymethytluracile (5hmuU), créant un mismatch 5hmU:G
pouvant a son tour étre reconnu par la TDG et ainsi étre réparé [248]. L'ensemble de ces travaux
montre donc l'implication de la TDG, de la protéine MDB4 et des protéines TET dans la

déméthylation active du promoteur.

Cependant la méthylation de I'’ADN n’est pas la seule modification épigénétique, il existe un
autre niveau de régulation épigénétique qui est la modification post-traductionnelle des protéines

histones.
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Figure 15: Mécanisme de déméthylation actif de I’ADN

La 5hmC est produite a partir de la 5mC, elle-méme catalysée par les DNMTs. Cette hydroxyméthylation est réalisée par les oxygénases de
la famille TET. La 5hmC est ensuite déaminée par la famille de protéine AID, générant alors la 5ShmU , qui est a son tour excisée par la TDG.
Le systeme de réparation de I’ADN (BER pour Base Excision Repair) réintroduit alors une cytosine non méthylée. Un mécanisme alternatif
existe également, ou les 5ShmC sont a leur tour oxydées en 5 formylcytosines et 5-carboxylcytosines, elle-mémes directement reconnues
par la TDG.

Source : Mercher T et al, In cauda venenum or the importance of TET2, 2011 [249]

B. Les modifications d’histones

Les protéines histones sont impliquées dans la compaction de 'ADN et la régulation de
I’expression des genes. L'ADN est enroulé autour d’une structure protéique appelée nucléosome
(figure 16). Ce nucléosome a été décrit pour la premiere fois dans les années 1970, suite a la
digestion de I’ADN par des nucléases en fragments de 200 Pb [250]. Ces nucléosomes ont ensuite été
visualisés grace aux progres de la microscopie [251-252], sous la forme d’une structure en collier de

perles. Le nom de nucléosome fut alors proposé en 1975 par Pierre Chambon et sa structure décrite
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par Kornberg [253-254] est composée d’'une séquence d’ADN (180 a 200 pb) enroulée autour d’un
cceur d’histone ou octamére d’histone 2X(H2A, H2B, H3, H4) associée a une histone de liaison,
I’histone H1. Sans la présence de cette derniére histone on parle alors de particule cceur qui permet
I’enroulement de 147 pb, c’est cette particule coeur qui est a I'origine de I'observation de la structure
en collier de perles. C'est en 1965 que les histones composant le nucléosome furent identifiées [255].
Les histones possédent un domaine globulaire, par lequel les interactions entre les différentes
histones ont lieu. Ainsi, I'histone H2A et H2B s’associent ensemble, de méme que les histones H3 et
H4. Ces hétérodimeres vont ensuite s’associer, formant un tétramére puis un octamere, structure
finale du nucléosome. Les parties N-terminales de ces queues histones vont se situer a I'extérieur du
complexe, tout comme les parties C-Terminales. Ces nucléosomes s’enroulent autour d’une
séquence nucléotidique de 146 Pb. L’histone H1 est une histone permettant de lier les différents

nucléosomes et joue un role dans la structuration de ’ADN.

WP

Figure 16: Structure du nucléosome

Un nucléosome comprend entre 180 a 200 paires de bases enroulées autour d’un octameére d’histones et d’une histone de liaison. Cet
octamere est constitué de 2X (H2A, H2B, H3, H4). L’histone H1 est une histone de liaison entre les différents nucléosomes et stabilise la
structure de la chromatine. Chaque histone possede une queue d’histone sur laquelle la majorité des modifications post-traductionnelles
ont lieu.

Source : Flllgrabe et al, Histone onco-modifications, 2011 [256]

Les modifications post-traductionnelles des histones peuvent aussi bien avoir lieu sur leur
domaine globulaire que sur la queue N-terminale et C-Terminale. Ces modifications consistent en
I"acétylation, la méthylation, la phosphorylation, la sumoylation et I'ubiquitinylation. L’ensemble de
ces modifications est résumé dans le tableau 3 [257-262]. Il semble d’ailleurs que ces modifications
ne changent pas I'état conformationnel des histones mais va modifier leurs interactions avec I’ADN
et d’autres facteurs. Parmi ces modifications, I'acétylation et la méthylation sont fortement étudiées

pour leur impact dans les cancers.
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Tableau 3: Principales modifications post-traductionnelles des histones et leurs fonctions associées

Modifications Résidus modifiés Fonctions régulées
Acétylation K-ac Transcription, réparation
Méthylation (Lysines) K-mel K-me2 K-me3 Réplication, condensation
Méthylation (Arginines) R-mel R-me2 Transcription, réparation
Phosphorylation S-pH TpH Transcription, réparation, condensation
Ubiquitinylation K-ub Transcription, réparation
Sumoylation K-su Transcription
ADP-Ribosylation E-ar Transcription
Déimination R> Cit Transcription
Isomérisation de Prolines P-cis> P-Trans Transcription

Source : D’aprés Dawson M.A, Cancer epigenetics : from mechanism to therapy, 2012 [262]

1. Acétylation des histones

L’acétylation est une modification réversible des histones. Cette modification fait intervenir deux
groupes d’enzymes, les histones acétyles transférases (HAT) et les histones déacétylases (HDAC).

Deux conséquences résultent de |'acétylation des histones :

- La premiere, physico-chimique, va instaurer un changement de charge des histones. Ces
dernieres sont plutot positives d’ou leur affinité pour I'’ADN chargé négativement.
L’acétylation des histones va changer cet état positif. L’affinité des histones pour I’ADN
va donc étre plus faible. Un changement de I'état de compaction de la chromatine va
avoir lieu, et sera associé a une activation de I'expression transcriptionelle et une
décompaction générale de ’ADN [263-265]. Dans ce processus, les HDAC, par leur action

de déacétylation de I’ADN, vont plutot étre associées a une répression transcriptionelle.
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- Le second niveau de régulation de I'acétylation intervient dans la mise en place d’un
code histone. En effet, il a été proposé que certaines acétylations d’histones sur des
lysines spécifiques favorisent la liaison de protéines régulatrices et ainsi la transcription

ou non des genes cibles [266].

Cette reconnaissance spécifique des lysines acétylées peut se faire via la présence d’un
bromodomaine, motif de 110 Acide Aminés (AA) se retrouvant sur les molécules HAT [267]. Les HAT
sont classées en 4 familles: la superfamille des GNAT (GCN5 related N acétyltransférase), la
superfamille MYST (MOZ, Ybf2, Sas3, Sas2 et Tip60), la famille CBP/p300 et la famille SRC [268-269].

Une nomenclature de ces familles a été réalisée par Allis et al, en 2007 [270].

Les HDAC sont classées en quatre classes. Les classes 1, 2,4 sont dépendantes du Zn** alors que la
classe 3 celles des sirtuines est dépendante du NAD. La classe | regroupe les protéines homologues a
Rpd3 (levure) et comprend les HDAC1, 2, 3 et 8 humaines qui sont uniquement nucléaires. La classe I
contient les protéines homologues a Hdal (levure) et comprend les HDAC4, 5, 6, 9 et 10 humaines,
certaines étant nucléaires et d’autres cytoplasmiques. Les protéines homologues a Sir2 (levure) sont
regroupées au sein de la classe Ill (Sirtuines 1 a 7 chez 'Homme). Enfin la classe IV et contenant
I"'HDAC11 est classée a part car elle possede a la fois des caractéristiques de classes | et Il [271-272].
Cette classification est importante car un certain nombre d’inhibiteurs sur lesquels nous reviendrons

plus tard sont plus ou moins spécifiques d’une certaine catégorie d’HDAC.

La balance HDAC/HAT est donc un mécanisme de régulation important de I'expression génique.
Une chromatine acétylée est le plus souvent associée a une activation transcriptionelle [273].
Cependant, la présence d’'un code histone et la reconnaissance de marques d’acétylation
particulieres avec des co-facteurs ou co-inhibiteurs ajoutent une complexité supérieure a ces
mécanismes de régulation. Il est également a noter que les HDAC et les HAT possedent un grand
nombre de substrats différents et les histones ne sont qu’un groupe de protéines ciblées par ces

dernieres [274-275]
2. Méthylation des histones

La méthylation des histones a lieu sur les lysines ou les arginines. Elle peut se faire par ajout d’un,
deux ou trois groupements de méthylation (mono, di ou tri-méthyle) sur les lysines et un ou deux
groupements sur les arginines. De plus, cette méthylation peut étre asymétrique, ajoutant une
complexité supplémentaire dans ce code histone. La méthylation des histones fait intervenir des

histones méthyltransférases (HMT). Ces enzymes sont distinctes selon qu’elles méthylent les lysines
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ou les arginines. La déméthylation va se faire via des histones déméthylases (HDM). Il existe un grand

nombre de ces histones déméthylases qui ont été décrites récemment [256, 276].

Ces HMT et HDM sont spécifiques de certaines marques histones : par exemple, la déméthylase
LSD1 va permettre uniquement la déméthylation de la lysine H3K9 et H3K4 mono- ou di-méthylée
mais pas tri-méthylée [277]. Les mécanismes de méthylation des histones, contrairement a
I'acétylation des histones, ne sont pas clairement associés a une activation ou une répression
transcriptionnelle. Ainsi par exemple, les marques de méthylation H3K9me3, H3K27me3 et
H4K20me3 sont associées a une répression de |'expression transcriptionnelle, contrairement aux

marques H3K4me3 et H3K36me3 qui sont associées a une activation transcriptionnelle [256].

Comme pour les marques d’acétylation, il existe des domaines protéiques spécifiques
reconnaissant des marques d’histones méthylées. Actuellement, quatre domaines ont été identifiés :
le chromodomaine, le domaine WD40 et le domaine PHD sont impliqués dans la reconnaissance des
lysines méthylées. Le domaine TUDOR reconnait aussi bien les arginines que les lysines méthylées.
Ces domaines vont permettre d’ajouter une complexité supplémentaire dans la régulation de
I’expression génique : par exemple, le chromodomaine de la protéine HP1 va reconnaitre les
marques H3K9me3 et est associé a la fixation de protéines possédant une activité de désacétylation
et de méthylation. L'ensemble permettant ainsi la propagation des marques H3K9me3 et donc la

répression de la chromatine, comme cela a été démontré pour le géne CDKN2A [278].

Il) Epigénétique et cancers

Les modifications épigénétiques sont rapidement apparues comme étant un événement impliqué
dans les cancers. Les cellules tumorales possedent une signature épigénétique qui leur est propre,
avec une dérégulation globale des mécanismes régulant les cellules saines [279]. De plus, ces
mécanismes sont aussi bien présents dans linitiation que dans le développement des cellules
cancéreuses [280]. Ces modifications épigénétiques vont impliquer des phénomeénes
d’hypométhylation et d’hyperméthylation anormaux, mais également des modifications des histones
et des facteurs les régulant. Le terme « d’épimutation » désigne ainsi I'inhibition des geénes

suppresseurs de tumeurs, la dérégulation des oncogenes et une certaine instabilité chromosomique.

La connaissance de ces mécanismes épigénétiques (méthylation de I’ADN, modification des
histones) a conduit ces dernieres années a une recherche accrue sur des molécules pouvant

« restaurer » un état épigénétique normal de ces cellules.
e

Page 63



INTRODUCTION : Epigénétique et cancer

A. Les méthylation de ’ADN dans le cancer

C’est en 1983 que Feinberg et Vogelstein ont identifié pour la premiere fois I'implication de
phénomeénes épigénétiques dans le cancer. En effet, les auteurs observent une réduction globale de
la méthylation dans les cellules cancéreuses du célon, comparativement aux cellules saines [281]. Ces
résultats ont ensuite été confirmés par Gama-Sosa et al, [282] qui a analysé de fagon plus large la
teneur en 5mc d’un panel de cellules tumorales et observé une réduction globale de la méthylation
dans le cancer. Cette baisse de la méthylation dans le cancer conduit a plusieurs phénomenes. Tout
d’abord, une activation d’un certain nombre de génes notamment des oncogenes, mais aussi des
génes appartenant a la famille des CT (cancers testis) dans laquelle on retrouve les CTA [198]. Cette
hypométhylation conduit également a une instabilité chromosomique. En effet, la déméthylation des
séquences satellites favorise les cassures de I’ADN et les recombinaisons anormales. Cette
hypométhylation et I'instabilité chromosomique associée vont également avoir un impact sur le
phénoméne de perte d’empreinte (LOI) et de perte d’hétérozygotie (LOH). A linverse de
I’hypométhylation globale du génome et de son implication dans la tumorigénése, on observe
également dans les cancers des hyperméthylations localisées au niveau des promoteurs et
responsables notamment de I'inhibition de I'expression d’un certain nombre de génes tels que les
TSG [283]. La premiére mise en évidence d’une hyperméthylation d’'un promoteur associée a sa perte
d’expression a été observée pour le géne RB avec I’hyperméthylation spécifique d’un allele de cette
protéine [284-285]. Suite a cela, un nombre important de TSG a été décrit comme étant réprimés par
hyperméthylation dans différents cancers, tels que VHL, CDKN2A, BRCA1, RASSF1a. Ces TSG peuvent
étre impliqués dans différents processus cellulaires, tels que le cycle cellulaire, la réparation de
I’ADN, ou encore les voies de transduction. On voit donc bien par ces exemples que la méthylation de
I’ADN apparalt comme un moyen supplémentaire de neutraliser ou d’activer des genes impliqués
dans le processus de transformation tumorale, et cela sans apparition de mutations sur la séquence
nucléotidique. Basée sur ces résultats, la question de l'implication de |'épigénétique dans les
processus tumoraux en tant que cause ou conséquence se pose donc et reste encore assez

controversée actuellement.

B. Les modifications d’histones dans le cancer

Les modifications de la méthylation de I’ADN ne sont pas les seules anomalies épigénétiques que
I’on retrouve dans les cancers. Les modifications des histones sont également trés importantes. Ces
modifications des histones sont intimement liées a la modification de méthylation de I'ADN,

notamment par l'interaction conjointe des HMTs avec certaines DNMTs [286-288]. La méthylation de
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I’ADN au niveau des promoteurs des TSG est souvent associée a une désacétylation des histones H3
et H4 et une méthylation des marques histones H3K9 et H3K27, suggérant |'action coordonnée entre
la méthylation de I’ADN et la modification des histones dans |’activation de certains oncogénes et la
répression de I'expression des TSG [287, 289]. On peut noter par exemple une étude décrivant une
corrélation entre I'apparition de la marque histone H3K9me et la répression du géne suppresseur de
tumeurs CDKN2A dans les cellules cancéreuses [278]. Actuellement, ces marques histones sont de
plus en plus décrites comme étant importantes dans le cancer, notamment la méthylation et
|'acétylation des lysines et leur impact dans les processus tumoraux [290]. On retrouve ainsi une
réduction de I'acétylation de I'H4K16 et une augmentation de la marque de I'H4K20me3 des les
premiers stades tumoraux, s’accumulant lors de la progression tumorale [291]. Une revue récente
décrit d’ailleurs I'ensemble de ces modifications [256]. Ces modifications des marques histones sont
également associées a une variation de I'expression des enzymes participant a la régulation de ces

marques.

Concernant les HAT/HDAC, on observe dans les cancers des mutations spécifiqgues de ces
protéines. Par exemple, 'HDAC2 se retrouve mutée dans le cancer colorectal et est associée a une
instabilité des microsatellites conférant une résistance aux inhibiteurs d’"HDAC (iHDAC), molécules
chimiques actuellement utilisées dans le traitement de certains cancers ou en phase de
développement clinique. La répartition des HDAC sur ’ADN va également étre associée aux régions
contenant des TSG. Par exemple, la présence d’ilots CpG fortement méthylés au niveau des régions
promotrices des TSG va étre reconnue par des MBD, qui pourront a leur tour recruter des HDAC et

ainsi contribuer au verrouillage de I'expression de ces genes [292].

Concernant la méthylation des histones, nous avons déja vu précédemment qu’elle pouvait étre
impliquée dans l'inactivation des TSG. On retrouve donc ainsi des mutations ou des modifications
d’expression de ces HMT et HDM. C’est le cas par exemple d’EZH2, une méthyltransférase spécifique
de I'histone H3K27. Cette enzyme appartient au complexe polycomb PCR2 et PCR3. L’apparition de la
marque H3K27me3 va permettre le recrutement du répresseur PCR1 et va conduire a l'inactivation
de certains génes clés comme le suppresseur de tumeur p16/INK4 en coordination avec la famille
pRB [293]. Les principales dérégulations des enzymes modifiants les histones sont décrites dans la

figure 17.
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Figure 17: Enzymes modifiant les histones dérégulées dans les cancers.

Plusieurs enzymes impliquées dans la modification des histones sont retrouvées modifiées dans les
cancers. En vert on peut observer celles retrouvées surexprimées et en rouge celles sous-exprimées.
En noir, il s’agit des protéines de fusions retrouvées dans les cancers.

Source : Flllgrabe et al, Histone onco-modifications, 2011 [256]

En conclusion, dans les cancers, une dérégulation épigénétique globale peut étre observée. On
observe ainsi d'une part, une hyperméthylation de 'ADN et une méthylation des marques histones
inhibitrices au niveau des promoteurs des TSG et d’autre part, une hypométhylation globale de
I’ADN, ainsi qu’une déacétylation globale des histones. L’'ensemble de ces modifications contribue a
I’expression des oncogenes, la répression des TSG et a la création d’une instabilité chromosomique.
Ces événements ne sont pas uniqguement des conséquences du processus de tumorigénése mais sont
présents dés les premiers stades tumoraux. L'importance de ces mécanismes épigénétiques a donc
conduit a une recherche importante de molécules thérapeutiques permettant de restaurer un état

épigénétique « normal » dans les cellules tumorales.

Ill) Les drogues épigénétiques

Suite a I'importance des phénomenes épigénétiques dans les processus tumoraux, la recherche
de molécules utilisables en cancérologie a donc été trés fortement développée. Ces recherches ont
menées a I'heure actuelle a la découverte de deux catégories de molécules : les inhibiteurs de la

méthylation de I’ADN et les inhibiteurs d’histones déacétylases.
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A. Les inhibiteurs de la méthylation de 'ADN

Il existe principalement deux molécules développées pour inhiber la méthylation de I’ADN : la 5-
azacytidine (5-aza) et la 5-aza-2’déoxycytidine (5-azaCdR). Le mécanisme d’action de ces deux
molécules est quelque peu différent. Une revue de Christman résume d’ailleurs bien ces deux
molécules et leur mode d’action [294]. C'est en 1964 que ces molécules ont été découvertes et
synthétisées [295]. Leur premiere utilisation a d’abord été dirigée contre les leucémies aigués
myéloides notamment pour leur pouvoir cytotoxique. La 5-aza va s’incorporer dans I’ARN et I’ADN,
causant l'inhibition de la synthése protéique. Lors de son intégration dans I’ADN, elle va réaliser un
complexe covalent avec la DNMT1 qui va étre responsable de son action déméthylante [296]. De son
coté, la 5-azaCdR va uniquement s’incorporer dans I’ADN. C’est un analogue non méthylable de la
cytosine qui va donc empécher la méthylation de I’ADN (figure 18) et conduire a une réexpression
d’un certain nombre de génes comme les TSG ou les CTA. Cette déméthylation par la 5-azaCdR reste
stable sur une durée de temps importante. Elle nécessite la réplication des cellules et de par sa durée
de vie dans le sang, cette molécule va cibler préférentiellement les cellules en division rapide. Cette
drogue cible donc préférentiellement les cellules tumorales mais va également étre responsable d’un

certain nombre d’effets toxiques sur les cellules immunitaires et intestinales.

N* cl.*l,H N"I\H
OJ\*,CH OJ\T,GH
R R
Cytidine (Cyd) 5-Azacytidine (ZCyd)
N7 I:IH N7 ﬁ
04[‘1;1"3"? o)\v,cru
R drR
5,6-Dihydroazacytidine (DZCyd) 5-Aza-2'-deoxycytidine (ZdCyd)

Figure 18: Structures de la cytidine et de ses analogues non méthylables.
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Actuellement, les molécules 5-aza (Vidaza) [297] et la 5-aza-CdR (Décitabine) [298] sont utilisées
couramment en clinique et sont approuvées pour le traitement des cancers hématologiques par la
Food and Drug Administration [299]. Leur efficacité dans les cancers hématopoiétiques a été
démontrée. En ce qui concerne les cancers solides, leur utilisation n’est pas encore convaincante et

ils pourraient étre utilisés en combinaison d’autres approches thérapeutiques.
B. Les inhibiteurs des histones déacétylases

Les histones dans les cellules cancéreuses se retrouvent donc majoritairement désacétylées. Le
développement de molécules inhibitrices de ces HDAC permettant de restaurer un état d’acétylation
« normal », est donc une perspective de recherche intéressante. Ces iHDAC, en plus de permettre de
restaurer I'état d’acétylation des cellules cancéreuses, possédent également des propriétés
cytotoxiques dirigées contre les cellules cancéreuses. Ces molécules ont tout d’abord été décrites
pour leur capacité a induire la différenciation et la mort des cellules tumorales [300]. Il existe
actuellement quatre groupes d’'iHDAC classés en fonction de leur nature : les acides hydroxamiques
(SAHA, TSA..), les tétrapeptides cycliques (romidepsin), les benzamides (entinostat) et les acides
aliphatiques (VPA). Ces groupes présentent plus ou moins une spécificité d’action dirigée contre
différentes classes d’HDAC. Actuellement, environ 15 iHDAC sont étudiés dans différents essais
cliniques et un certain nombre de nouvelles molécules sont développées dans les laboratoires. L'un
des principes d’action de ces iHDAC est la liaison avec des ions Zn** qui ainsi séquestrés empéche le

bon fonctionnement des HDAC [301].

Notre équipe, en collaboration avec I'’équipe du Dr Philippe Bertrand de « Poitiers », vient
d’identifier de nouveaux iHDAC dont un semble particulierement intéressant puisqu’il agit a une
concentration plus faible que ceux actuellement sur le marché [302]. Ces iHDAC ne vont pas
simplement modifier I'état d’acétylation des histones, ils vont également agir sur |'acétylation
globale de la cellule. Ces effets cellulaires sont impliqués dans le pouvoir cytotoxique de ces drogues.
L'utilisation des iHDAC va permettre de modifier la balance entre les protéines pro- et anti-
apoptotiques, en induisant par exemple I'expression de Bim [303]. On observe également une
stabilisation de la protéine P53 favorisant I'arrét du cycle cellulaire [304]. Un autre mécanisme
d’action de ces drogues passe par l'inhibition de I'angiogénése, notamment par la stabilisation de
I'acétylation de HIF-1alpha, favorisant sa dégradation par le protéasome [305], mais aussi par
I'inhibition de I’expression du VEGF [73]. Ces iHDAC apparaissent donc comme des drogues

particulierement intéressantes.

Page 68



INTRODUCTION : Epigénétique et cancer

Le Vorinostat (SAHA) est I'une des molécules utilisées pour le traitement des lymphomes T
cutanés (CTCL) [306]. Un certain nombre d’essais cliniques sont actuellement en cours dans les

cancers liquides et solides permettant, d’évaluer I'intérét de ces différentes molécules [307].

C. Drogues épigénétiques et réponses immunitaires anti-tumorales

Ces drogues épigénétiques sont également décrites pour leur utilisation de facon combinée.
L'une de ces combinaisons est I'utilisation des iHDAC avec des agents hypométhylants. Cette
stratégie permet non seulement d’augmenter la toxicité cellulaire en utilisant des quantités plus
faibles de drogue, mais elle permet également d’avoir une induction et une potentialisation de
I'expression des CTA. C’est sur cette approche que I'équipe du Dr. Marc Grégoire travaille
actuellement. Les travaux de I'équipe ont démontré |'effet cytotoxique de ces drogues, mais aussi
leur capacité a induire et potentialiser I'expression de novo d’une certaine catégorie d’antigénes de
tumeur : les cancers testis antigen, tel que NY-ESO-1. En effet, I'équipe a démontré une induction de
NY-ESO-1 chez les lignées de MPM par un traitement au 5-aza-CdR ainsi qu’une potentialisation de
cette expression par la combinaison 5-aza-CdR plus iHDAC (VPA ou SAHA). De plus, cette induction
permet la reconnaissance et la lyse des cellules de MPM par un clone lymphocytaire T CD8+

spécifique de I'épitope NY-ESO-1(157-165)/HLA-A*0201 in vitro.

Ces résultats ont également été confirmés in vivo dans un modéle murin de MPM, par
I’établissement d’une réponse lymphocytaire T spécifique de la tumeur. En effet, un infiltrat
lymphocytaire CD8+ est uniqguement présent dans les tumeurs chez les animaux traités par I'iHDAC
seul ou en combinaison avec le 5-aza-CdR. De plus, cet infiltrat lymphocytaire est capable de
reconnaitre spécifiguement les cellules de MPM murin et il est augmenté lorsque les cellules sont co-
traitées (5-aza-CdR + iHDAC), démontrant |'établissement de réponses spécifiques dirigées contre
des antigénes induits par le co-traitement [308]. Dans une seconde étude de I'équipe, il a été
démontré que I'utilisation de cellules tumorales co-traitées permettait d’empécher I'établissement
et le développement des tumeurs chez des souris lorsque ces cellules tumorales sont injectées dans
la cavité intra-péritonéale [309]. Ces résultats ont d’ailleurs été confirmés par d’autres équipes dont
le groupe du Dr. D.S. Schrump qui a démontré I'intérét d’un pré-traitement par du 5-aza-CdR dans un
modele murin de transfert adoptif. L'antigéne P1A murin est controlé par méthylation et un pré-
traitement au 5-aza-CdR augmente |'expression de ce dernier, permettant alors d’augmenter
I'efficacité d’un transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques de cet antigene et ce pour différents

types histologiques de tumeurs [310].
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Chez 'homme, ce n’est que récemment qu’il a été démontré l'induction d’une réponse T
CD8+ spécifique de I'antigene MAGE, antigéne de tumeur appartenant a la classe des CTA, chez des
patients traités par la combinaison de drogues épigénétiques (iDNMT et iHDAC). Dans cette étude,
I'azacitidine a été utilisée en combinaison du VPA chez des patients atteints d’'une leucémie aigué
myéloide ou d’'une myélodysplasie. Une réponse lymphocytaire T CD8+ a été observée chez 10 des

21 patients [311].

L'ensemble des ces études souligne donc l'intérét de I'utilisation et la nécessitée de
I"amélioration des stratégies thérapeutiques utilisant des drogues épigénétiques. L'utilisation de ces
drogues épigénétiques en complément de stratégie immuno-thérapeutique constituerait une
nouvelle approche du traitement des cancers: la « chimio-immunothérapie », ou encore de
|"utilisation combinée de molécules de chimiothérapie avec des approches d’'immunothérapies. Il est
également important de déterminer I'impact de ces drogues épigénétiques sur des antigenes
exprimés spontanément par les cellules tumorales et plus particulierement en ce qui concerne les

antigenes déja connus du MPM, cela n’étant pas documenté a ce jour.
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INTRODUCTION 3 : Les antigenes du MPM : I'antigéne MUC1

I) Les antigénes du MPM

Nous avons précédemment vu que les stratégies thérapeutiques dirigées contre le MPM sont
relativement peu efficaces. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Parmi elles, 'immunothérapie apparait comme une perspective intéressante. En
effet, nous avons déja évoqué précédemment les arguments en faveur du développement de
I'immunothérapie dans le MPM. Les approches d’'immunothérapie se heurtent cependant au
manque de connaissance des cibles antigéniques spécifiques du MPM reconnues par le systeme
immunitaire du patient. Actuellement dans la littérature trois protéines sont décrites comme étant

des antigenes candidats du MPM : la mésothéline, WT1 et MUC1.

La mésothéline a déja été décrite précédemment comme bio-marqueur du MPM. En effet, la
production de la forme soluble de cette protéine est utilisée comme bio-marqueur et indicateur de la
progression de la maladie. La mésothéline est surexprimée dans plusieurs types de cancers. Cela en
fait donc une cible thérapeutique intéressante. L'obtention de clone T dirigés contre la mésothéline
et réactifs vis-a-vis d’une lignée de MPM a déja été décrite dans la littérature [87]. Cette protéine est
également la cible de deux autres stratégies d’immunothérapies spécifiques: le Morab009, un

anticorps et une immuno-toxine nommeée SS1P.

La protéine WT1, pour Wilm’s tumor 1, est un facteur de transcription exprimé dans les tissus
issus du mésoderme lors de I'embryogénese, tels que : le rein, les gonades et le mésothélium. Chez
I’adulte, I'expression de ce facteur de transcription se retrouve limitée dans un faible nombre de
cellules comme les cellules CD34+ hématopoiétiques [312]. On observe une surexpression de cette
protéine dans les cancers comme les leucémies, le MPM, le cancer du poumon et du sein [313]. Cet
antigene appartient donc a la famille des antigenes surexprimés comme la mésothéline et peut étre
ciblé dans le MPM. Il a d’ailleurs été décrit que des cellules tumorales de MPM peuvent étre
efficacement reconnues aussi bien dans un contexte HLA-I que HLA-II par des clones de lymphocytes

T CD8+ et CD4+ dirigés contre des épitopes de WT1 [88].

Au cours de ma these, je me suis intéressé a la mésothéline et a un autre antigéne candidat du
MPM : la protéine MUCL. Cette protéine est retrouvée surexprimée dans plus de 90% des cancers.
C’est donc une cible thérapeutique tres intéressante. Son expression est également retrouvée dans le

MPM.
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A. La protéine MUC1

La protéine MUCL1 appartient a la famille des mucines. Le géne de la protéine MUC1 a été cloné
et isolé dans les années 1990 [314-315]. Cette protéine est caractérisée principalement par la
présence d’un niveau de glycosylation important. La sécrétion de ces protéines glycosylées est une
partie importante de la constitution du mucus. La protéine MUCL1 se retrouve exprimée a la surface
des cellules épithéliales avec une polarisation apicale. Elle est constituée : d’une queue C-terminale
intracellulaire pouvant réaliser un certain nombre d’interactions avec des protéines de la voie B-
caténine, d’'un domaine transmembranaire et d’'une partie N-terminale extracellulaire constituant la
majeure partie de la protéine. Cette partie extracellulaire est notamment caractérisée par la
présence d’un VNTR, pour Variable Number Tandem Repeat. Ce VNTR est une répétition de 20 acides
aminés (répété 20 a 120 fois et trés polymorphique avec une prédominance des alléles 40 et 60 fois

répétés) [314]. Ce VNTR porte 5 sites potentiels d’O-glycosylation sur les sérines ou thréonines.

Cette protéine se retrouve surexprimée dans un grand nombre de cancers (quasiment 90 % des
adénocarcinomes), avec une perte de la polarisation de son expression a la surface cellulaire et la
présence de motifs anormaux de glycosylation [316]. La premiere observation d’une variation de
|’état de glycosylation de MUC1 a été réalisée grace a I'étude du marquage par un anticorps dirigé
contre MUC1, le clone SM-3. Cet anticorps spécifique du corps hypoglycosylé de MUC1 marquait
uniquement les cellules tumorales contrairement aux cellules saines [317-318]. Cet anticorps SM-3
réagit également vis-a-vis d’un large panel de lignées tumorales mais pas vis-a-vis du tissu sain leur
correspondant (poumon, cblon, ovaire...) [318]. Ces études décrivent ainsi une différence dans I'état
de glycosylation de MUC1 entre les cellules cancéreuses et les cellules saines. En effet, la structure
des glycosylations présentes a la surface de MUC1 varie entre les cellules saines et les cellules
cancéreuses. Les cellules saines possedent de longues chaines de glycosylation, alors que ces chaines
sont plus courtes et riches en acide sialique pour les cellules tumorales [319]. On observe également
dans les cancers une modulation des enzymes impliquées dans la glycosylation de MUC1, conduisant
a cette hypoglycosylation globale de la protéine et a I'apparition de motifs anormaux de glycosylation
associés aux cellules tumorales (figure 19). C'est a la fois la surexpression de cette protéine, la
présence de motifs anormaux de glycosylation et I’hypoglycosylation globale de cette protéine, qui

sont responsables de son pouvoir immunogene dans le cancer.
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Fort de ces constatations, le développement de stratégies immuno-thérapeutiques ciblant cette
protéine a donc largement été investigué, en étudiant notamment les réponses T dirigées contre
MUCI1, la présentation d’épitopes de MUC1, le développement de stratégies d'immunothérapie, et le

développement d’essais cliniques.

Unglycosylated Hyperglycosylated Hypoglycosylated
Nonnatural Epitope HLA-A'0201/ MUC-1{950-958) Normal cells Tumor cells

STAPPVHNV

Variable NumberTandem Repeats
PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA
(20 to 120 VNTR per MUC1 molecule)

Unglycosylated MUC1 (potential Core-2 Core 1 glycosylations: low level
glycosylation site onserine or glycosylations and aberrantglycosylations
threonine inred) (Tn antigen)

Figure 19: La protéine MUC1

Cette protéine est caractérisée par une courte partie intracellulaire permettant la signalisation et I'interaction avec ses partenaires. La
partie extracellulaire est grande et contient les VNTR pour « variable number tandem repeats ». Il s’agit d’'une séquence de 20 acides
aminés répétée de 20 a 120 fois, le nombre de répétition étant polymorphique au sein de la population. Ce VNTR porte également 5 sites
potentiels de glycosylation. En effet, la protéine MUC1 est principalement exprimée par les cellules épithéliales au niveau apical de ces
cellules avec la présence de longues chaines de glycosylation, créant ainsi un mucus protecteur. A la fin de ces VNTR, dans une répétition
dite dégénérée, on retrouve I'epitope HLA-A*0201/MUC1(950-958). Les cellules tumorales sont caractérisées par une perte de polarité,
une surexpression de MUC1, une hypoglycosylation globale et la présence de motifs anormaux de glycosylation.

Source : Roulois et al, MU1-Specific Cytotoxic T Lymphocytes in Cancer Therapy : Induction and Challenge, 2013 (Annexe 2)

B. MUCI et réponse lymphocytaire T

Les premiéres observations d’une réponse T dirigée contre la protéine MUC1 se révélerent tout
d’abord surprenantes. Elle a été mise en évidence a partir des lymphocytes T d’'un patient atteint
d’un cancer pancréatique. Cette reconnaissance était non restreinte par les molécules CMH [320].

Ces lymphocytes T ne reconnaissent pas un complexe CMH/peptide, mais réagissent directement
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contre la molécule MUC1 elle-méme. De plus, cette reconnaissance est inhibée par I'utilisation de
I"anticorps SM-3. Ces résultats suggérent donc la mise en place d’'une réponse T indépendante du
CMH et dirigée contre le corps hypoglycosylé de MUC1 [321-324]. Afin d’aller plus loin dans ces
travaux, une autre équipe a démontré qu’en utilisant un inhibiteur de la glycosylation, le benzyl-2-
acetamido-2-deoxy-a-D-galactopyranoside (BGN), il était possible d’augmenter cette reconnaissance
T indépendante du CMH [325]. Cette découverte du potentiel antigénique de MUC1 a conduit a la
recherche de réponses T HLA-restreintes. Dans les années 1990, le groupe de Domenech a décrit
pour la premiere fois un peptide pouvant se lier aux molécules HLA-A1,-A2.1,-A3 et -All
(STAPPAHGV) [326], sans pouvoir cependant, valider la présentation de cet épitope par les cellules
tumorales. C'est I'équipe d’Apostolopoulos qui valida la présentation de ce peptide grace a un
modele de souris transgénique pour la molécule HLA-A*0201 [327]. Ensuite, Brossart et al décrivirent
deux autres peptides HLA-A*0201 restreints de MUC1 : MUC1 (20-28) LLLTVLTV et MUC1 (950-958)
STAPPVHNV. Ces peptides présentent une bonne affinité de liaison avec la molécule HLA-A*0201
[328]. Cette équipe a également généré deux clones de lymphocyte T CD8+ dirigés contre ces
épitopes. Ces clones sont capables de reconnaitre des lignées tumorales (sein, pancréas, rein)
MUC1+ HLA-A*0201+ et de les lyser. Dans une autre étude, cette équipe a également testé la
reconnaissance par ces clones T de lignées de myélomes multiples et des blastes de leucémies
myéloides aigués [329]. A partir de ces études, d’autres épitopes présentés dans différents contextes

HLA de classe | et de classe Il ont été décrits ainsi que les réponses T associées.

Ces résultats ont permis de mettre en évidence la présentation d’épitopes de MUC1 par un large
spectre de tumeurs, mais aussi la possibilité d’obtenir des lymphocytes T cytotoxiques capables de
lyser les cellules tumorales MUC1+. Des modeles murins ont alors été mis en place afin de
comprendre les mécanismes d’induction d’une réponse T spécifique de MUC1, mais aussi de mettre
au point des stratégies de vaccination pour obtenir des lymphocytes T spécifiques dirigés contre

MUC1 avant de les adapter chez les patients.

C. MUC1, modele murin et vaccination

Dans l'objectif d’étudier I'immunogénicité de MUC1 in vivo et I'impact des stratégies de
vaccination dirigées contre MUC1, un modele de souris transgénique (TG) pour la protéine MUC1
humaine a été mis en place par le groupe de Papadimitriou [330]. Le profil d’expression tissulaire de
MUC1 humain dans ces souris est similaire a celui retrouvé chez I'homme. Les premiers travaux
utilisant ce modele de souris TG ont permis d’étudier I'établissement d’une tolérance contre MUC1

et les moyens de la contourner [331-333]. Rowse GJ et ses collégues ont étudié I'établissement et la
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croissance de tumeurs MUC1 positives chez des souris contrbles ou TG [331]. lls ont également
observé I'induction d’une réponse humorale spécifique dirigée contre MUC1 aprés une immunisation
avec des peptides issus de la protéine MUCL. IIs ont constaté que I'établissement de tumeurs MUC1
+ chez les souris TG est possible alors que ces cellules tumorales sont rejetées par les souris
contrbéles. La vaccination quant a elle permet linduction d’un « switch isotypique » des
immunoglobulines vers la production du sous-type 1gG, uniqguement chez les animaux contréles. Ces
résultats suggerent donc I'apparition d’une tolérance dirigée contre MUCL1. Deux autres études
semblent d’ailleurs confirmer ces résultats [334-335]. Tout d’abord, I'injection de cellules tumorales
B16 exprimant MUC1 chez des souris contréles conduit a I'apparition d’'une réponse T CD4+ alors
gu’elle est absente chez les souris TG [334]. Ensuite, ces souris B16 wild type portant une tumeur
MUC1+ développent une réponse IgG dirigée contre MUC1, alors que les souris B16 TG n’en
développent pas [335]. Pour finir, ces souris TG sont utilisées dans un modele d’endométriose,
maladie inflammatoire pouvant conduire a I'apparition d’'un cancer de I'endometre. Dans ce modele,
les auteurs ont décrit I'apparition de réponses T régulatrices dirigées contre MUC1 [336]. Ces
résultats suggérent donc I'établissement possible d’une tolérance dirigée contre MUC1 chez la souris,
mais aussi chez 'Homme, d’ou I'importance du développement de stratégies de vaccination pouvant
dépasser cette tolérance. Afin de ne pas déclencher une réponse tolérogéne, mais plutot une
réponse effectrice spécifique des cellules tumorales, il semble nécessaire d’utiliser un antigene
MUC1 portant des motifs de glycosylation anormaux, présents dans les cancers. En effet, ces études
ne prennent pas en compte la modification des glycosylations de MUC1 dans les cellules
cancéreuses. Certaines études de vaccination avec des peptides spécifiques de MUC1, glycosylés ou
non, suggerent qu’une tolérance ne peut pas s’établir contre des épitopes de MUC1 portant des
motifs de glycosylation particuliers, tels que I'antigéne Tn [337-339]. Ces motifs anormaux peuvent
donc étre reconnus par le systeme immunitaire comme du « NON SOI » plutot que comme du « SOI »

et cela semble donc étre important dans I'induction d’'une réponse T spécifique.

D. Les autres stratégies pour induire des réponses T MUC1 spécifiques

Il existe un nombre d’approches assez important actuellement en cours de développement dans
I'optique d’induire des réponses T spécifiques de MUC1 chez les patients atteints d’un cancer. La
majorité de ces approches se base sur la capacité des cellules dendritiques a induire des réponses T
spécifiques [340]. Le tableau 4 résume I'ensemble de ces approches. Parmi elles, deux stratégies
différentes regroupent la majorité des essais de vaccination actuellement en cours de

développement : I'utilisation d’acide nucléique codant pour MUC1 ou la vaccination peptidique.
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La premiere approche de vaccination consiste en l'utilisation d’un support d’acide nucléique
(ADN/ARN) comme vaccin [341-343]. Cette approche a I'avantage de pouvoir induire a la fois des
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ et CD4+ et a montré son potentiel anti-tumoral chez la souris.
Cependant, il est nécessaire de développer des stratégies adjuvantes ou de combiner ces
vaccinations a un inducteur de l'activation du systéme immunitaire. Par exemple, une équipe a

développé un vaccin combinant I’ADNc de MUC1 a I’'HSP70, afin d’augmenter les capacités des

cellules dendritiques a induire une réponse T cytotoxique efficace [344]. D’autres stratégies
tentent de combiner cette vaccination a un inducteur de mort cellulaire. C’'est le cas des shRNA,
empéchant I'expression d’ANT2, une protéine impliquée dans le processus de carcinogénese [345].
Une autre approche tente d’empécher la glycosylation de MUC1 par les cellules en utilisant une
séquence modifiée de MUC1 [346]. Une autre stratégie consiste a cibler directement les cellules
dendritiques en les transfectant avec des ARN messagers de MUCL1 [347]. Ces approches ont montré
des effets intéressants chez I’'animal, avec une induction de réponses T CD8+ mais aussi CD4+, le plus

souvent associées a une régression de la tumeur chez I'animal.

La seconde stratégie fait intervenir 'utilisation de peptides ou glycopeptides de MUC1. Comme
nous I'avons dit précédemment, il semble que dans ce genre de stratégie I'utilisation de glycopeptide
portant des motifs spécifiques de tumeur est |'approche la plus intéressante afin d’éviter
I’établissement d’une tolérance, comme I'utilisation par exemple du motif antigénique Tn [337, 339].
Ce peptide peut également étre modifié. Par exemple, le peptide MUC1-MPA(11)P permet
d’augmenter la pénétration du peptide dans les APC [348]. Cette stratégie semble d’ailleurs
démontrer dans les modéles animaux une bonne capacité a pouvoir induire une réponse T spécifique
et une diminution de la masse tumorale chez la souris. Les peptides peuvent également étre modifiés
pour porter des sucres spécifiques de récepteurs présents a la surface des DC et donc ainsi cibler
directement la DC [338]. Afin de pouvoir induire a la fois des réponses T CD4+ et CD8+, des longs
peptides sont utilisables, ce qui permet également de pouvoir couvrir un large spectre de restrictions
HLA [349]. D’ailleurs, les premiers résultats semblent indiquer que les stratégies « long peptides »
(21mer) permettraient d’obtenir plus d’efficacité in vivo que I'utilisation de peptides courts (9mer).
Ces peptides peuvent également étre combinés avec d’autres agents pour augmenter leur efficacité

dans des approches de vaccination multimodales [350].

Actuellement, il y a donc de nombreuses stratégies d’essais de vaccination MUCL. Ces stratégies

présentent in vitro et in vivo des effets intéressants, mais qu’en est-il chez 'Homme?
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Tableau 4: Liste des stratégies thérapeutiques en développement

Auteur

Strategy

Cancer Model

Effect

Deguchi [351]

Kovjazin[349]

Choi[352]

Chen[347]

Wright[346]

Kobukai[348]

Lakshmiarayanan[350]

Sugiura [342]

Ryan [337, 339]

Yun choi [345]

Jeon [341]

A-gal epitope to increase
immunogenicity of MUC1

ImMucin peptide 21mer

DNA vaccine (MUC1/HSP70)

MUC1 mRNA, dendritic cells
transfection

MUC1 peptide with substitution
of O-Glycosylation site

MPA11P vehicle of a 30mer
mucl peptide

Tripartite MUC1 vaccine (TLR2,
Thelpher, MUC1 glycopeptides)

MUC1 DNA Vaccine
TN MUC1 glycopeptide

MUC1 DNA vaccination,
enhanced by mANT2 shRNA

DNA vaccination

Pancreatic cancer
mouse model

mice/ PBMC of
patients

B16 MICE

Pancreas cancer

Humain
adenocarcinoma

Mouse

Mouse model of
mammary cancer

Mouse/colon

Mouse

Mousse melanoma

Mouse

Induction antibody, tumor mice regression
Induction of T cell response

Lymphocyte T CD4+ and T CD8+ response in
vitro and in vivo

Induction cytotoxic T cells response/ Tumor
growth inhibition

Dendritic cells, mMRNA MUC1 transfected can
induce MUC1 specific CD8+ T cells

O glycosylation site substitution improve
immunogenicity

Reduction tumor size, lymphocyte infiltration

1gG antibodies, cytotoxic T lymphocytes,
activation of innate immune response
Induction CD4+ response, not T CD8+

T cell responses against glycosylated peptides,
but not unglycosylated peptides

Combination Enhanced effect of DNA
Vaccination, MUC1 CD8+ T cell response

Tumor growth inhibition, CD8+ IFNg increased

Source : Roulois et al, MU1-Specific Cytotoxic T Lymphocytes in Cancer Therapy : Induction and Challenge, 2013 (Annexe 2)

E. Essais cliniques chez 'Homme

Lorsque l'on regarde les stratégies dirigées contre MUC1 en phase clinique, on se rend tout

d’abord compte que ces stratégies ne sont pas limitées a un seul type de cancer. Un peu plus de
soixante essais cliniques ciblant cette protéine sont actuellement en cours et consultables sur le site

http://ww.clinicaltrials.gov. Ces essais cliniques sont résumés dans le tableau 5, seulement quatre

sont en phase d’essai I1B/III.

La premiére stratégie de vaccination concerne le vaccin liposomal BLP25 (Stimuvax ou L-BLP25).
Il consiste en un liposome contenant un peptide de 25 acides aminés contenant le VNTR
(STAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPP) et couplé a un résidu palmitoyl au niveau C-terminal, favorisant
son ancrage dans la particule liposomale [353-354]. Cette stratégie est principalement utilisée dans le
cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) et est bien tolérée [355-356]. Méme si pour

I'instant aucune réponse immunitaire n’est observée, ce vaccin semble favoriser la survie des
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patients en stade I1IB/V du NSCLC dans une étude de phase Il [357]. Une phase lll est actuellement en

cours pour confirmer ces résultats [358].

La deuxieme stratégie de vaccination est le TG4010 de Transgene SA. C’'est un virus recombinant
modifié de I’Ankara vaccine codant pour MUC1 et le gene de I'lL-2 (MVA-MUC1-IL-2). Les essais de
phase Il menés avec ce virus ont été réalisés dans un certain nombre de cancers : prostate, RCC et
NSCLC [359-361]. Dans le cancer de la prostate, une activité biologique a été mise en évidence
montrant I'augmentation du temps de doublement du taux de PSA dans le sang [360]. Dans le RCC,
les premiers résultats sont encourageants avec |'apparition de réponses CD4+ et CD8+ spécifiques de
MUC1 [361]. Dans le NSCLC, une étude rétrospective sur la combinaison du MVA avec de la
chimiothérapie a permis une augmentation de la survie de six mois en comparaison avec la
chimiothérapie seule [362]. Une phase 1IB/Ill est d’ailleurs actuellement en cours dans le NSCLC afin

de confirmer ces résultats et d’évaluer le bénéfice clinique de cette combinaison.

Des résultats encourageants ont également été obtenus dans un essai de phase Il dans lequel
des patientes atteintes d’un cancer du sein (stage IlI) ont été immunisées avec la protéine MUC1
portant des groupements « oxidized mannan » [363]. Aucune résurgence de la maladie n’est apparue
chez les patientes vaccinées en comparaison avec le groupe non vacciné, dans lequel quatre

patientes sur 16 ont rechutées en ayant recu un placebo.
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Tableau 5: Liste des essais cliniques en développement

Author Strategy CIir;iE:ISzrial Major observation Cancer type
Apostolopouls[363] Oxidiz:ﬂdul\(/:linnan— 11 Breast cancer recurrence prevention Breast
Ramlau[359] TG4010 I TG4012§::quhce°r:gLed i Lung
Dreicer [360] TG4010 1] Increased PSA doubling time Prostate
Oudard [361] TG4010 1] MUC1 T cell responses RCC
Quoix [362] TG4010 11B Improved survival Lung
Ohyanagi[356] BLP25 1/11 Well tolerated, low side effects Lung
Butts[357] BLP25 11/B Increased survival Lung
WU YL[358] BLP25 Il inspire In progress/increased survival Lung
Butts[364] BLP25 1/11 New formulation well tolerated Lung
Wright[365] MUC1 TIL Transfers il . do:):if\'/‘;etr;gisofz:h; mgi 2;;‘:;?;;16”5 Breast
Lepisto [366] puitaer;dx?i; T\jILIJsC1 il Well toleratreeci,ggril:::ion of T cell Pancreas
Kondo [367] DenCdTrLitti:acneslzfnd Clinical response Pancreas
Dobrzanski [368] Cgiipzi:l?st;runsslff-?o Clinical response Ovarian
Mohebtash[369] PANVAC-VF 1] Clinical effects Breast/ovary
lbrahim[370] AS1402 + Letrosole 1] SRR Let;cs)izlgzusrlcr:trzgjtible el Breast
Pegram[371] AS1402 Well tolerated, n:;idc:c}'lyase Il to evaluate Breast
Rittig [372] ARN mucl /1 Induction of CD4+ T cell responses RCC

Source : Roulois et al, MU1-Specific Cytotoxic T Lymphocytes in Cancer Therapy : Induction and Challenge, 2013 (Annexe 2)
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La protéine MUC1 apparait donc comme une cible immuno-thérapeutique intéressante dans de
nombreux types de cancers. Au cours de ma these, j'ai étudié cette protéine pour son aspect
antigénique dans le MPM, mais également en tant que cible chimio-thérapeutique des iHDAC dans le
MPM. En effet, la protéine MUC1 possede un certain nombre de propriétés oncogéniques pouvant

étre ciblées en pharmacologie.
F. MUCI, une protéine oncogénique

La protéine MUC1 a largement été étudiée en tant que cible d’intérét en immunothérapie.
Cependant, des études récentes et une meilleure compréhension de sa fonction et de sa régulation

[373-374] ont également mené a étudier cette protéine sous un aspect oncogénique [375].
1. Les fonctions de la protéine MUC1

La protéine MUC1, par sa partie extracellulaire, participe a un grand nombre d’interactions
notamment avec les protéines de la famille des galectines comme la galectine 3 [376] et le récepteur
a I'EGFR. Cette interaction avec I'EGFR va empécher l'inhibition de ce dernier et favoriser la
transformation tumorale (figure 20) [377]. La galectine 3 pourrait également étre impliquée dans la
création d’un pont entre MUC1 et I'EGFR [378]. La partie intracellulaire de MUC1 va aussi avoir un
role important dans I'activation du signal intracellulaire. En effet, cette partie C-terminale (MUC1-C)
va pouvoir étre ciblée par un certain nombre de kinases participant in fine a I'activation de la voie NF-
kB, responsable de la transcription d’un certain nombre de genes impliqués dans des fonctions anti-
apoptotiques et favorisant ainsi le processus de transformation tumorale [379]. MUC1 va pouvoir
également interagir avec un certain nombre de molécules chaperonnes, telles que HSP90 et jouer un
role dans la résistance a I'apoptose [380-381]. Pour finir, MUC1-C va aussi étre impliquée dans la voie

B-caténine [382-383].
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Figure 20 : Fonction oncogénique de MUC1

La protéine MUC1 peut interagir avec 'EGFR au moyen de la galectine-3. Cette interaction induit la phosphorylation du domaine
cytoplasmique de MUC1 (MUC1-C). La partie MUC1-C, va alors s’oligomériser dans le cytoplasme et étre transportée vers le noyau grace a
I'importine-B. Une fois dans le noyau, MUC1-C va s’associer avec des facteurs de transcription et promouvoir I'expression de génes
impliqués dans la prolifération, la survie cellulaire, I'angiogénése ou le remodelage de la matrice extracellulaire. MUC1-C peut également
interagir avec les molécules HSP70 et 90 et étre transportée dans la mitochondrie. L’ensemble de ces mécanismes participe au role pro-
oncogénique de MUC1.

Source : Kufe, Oncogenic function of the MUC1 receptor subunit in gene regulation, 2010, [375]

Dans les cancers, d’'une maniere générale cette surexpression de MUC1 va favoriser son

interaction avec ses différents partenaires et promouvoir la progression tumorale en favorisant : la

résistance a l'apoptose, la prolifération cellulaire et I’établissement de métastases. Un certain
nombre d’équipes de recherche s’intéresse donc maintenant au ciblage de MUC1 et surtout a sa

partie C-terminale, afin d’inhiber ses propriétés pro-oncogéniques.

2. MUC1 : cible pharmacologique

Les inhibiteurs pharmacologiques actuellement développés et dirigés contre MUC1 s’intéressent
principalement a la partie cytoplasmique de MUC1 (MUC1-C), afin de bloquer les voies de
signalisation intracellulaires. Dans ces approches, un peptide leurre a permis d’inhiber I'interaction
entre MUC1-C et la B-caténine [382]. Plus récemment, |'utilisation d’un peptide dominant négatif,
spécifique du site d’interaction de MUC1 avec I'EGFR et la B-caténine, permet d’inhiber cette

interaction et de diminuer I'agressivité de lignées du cancer du sein [384].
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En dehors de I'utilisation de ces peptides leurres, on trouve également des molécules qui ciblent
directement le domaine cytoplasmique de MUC1. Ces approches sont potentiellement plus
spécifiques. Un inhibiteur a été développé, le GO-20, empéchant I'oligomérisation des domaines
cytoplasmiques de MUC1 et leur import dans le noyau ou ils médient leur fonction [385-386]. Dans la
littérature, des approches moins spécifiques décrivent également la possibilité d’inhiber I'expression
de MUC1, notamment par des protéines de la famille PIAS (protein inhibitor of activated STAT) [387].
Il a également été décrit la possibilité d’utiliser de la Gemcitabine, un analogue de la déoxycytidine,
pour diminuer I'expression de MUC1 [388]. La compréhension de la régulation épigénétique de
MUC1 pourrait également s’avérer intéressante. Cependant, a I'heure actuelle, seule une étude
décrit 'importance de la méthylation de I’ADN et de la marque histone H3K9 (méthylée ou acétylée)
dans la régulation de MUC1 [389]. En effet il semblerait que la diméthylation de I'H3K9 et la
méthylation de 'ADN au niveau du promoteur de MUC1 soient impliquées dans l'inhibition de
I’expression de MUC1, au contraire, I'acétylation de I'H3K9 et I’hypométhylation de I’ADN, serait
qguand elles impliquées dans I'induction de I’expression de cette protéine. En dehors de cette étude,
il existe peu de donnée quand a la régulation épigénétique de MUC1, alors que le promoteur et la

régulation génétique de MUC1 sont plutét bien décrits [374].
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OBIJECTIFS

Le MPM est un cancer avec un pronostic actuellement trés défavorable. Les stratégies
thérapeutiques restent globalement peu efficaces, et méme si elles permettent d’augmenter la
médiane de survie des patients, a I’heure actuelle aucun traitement ne permet la guérison de cette
maladie. Il y a donc un enjeu majeur dans la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques. Parmi
ces stratégies, les approches d’'immunothérapies ou de chimio-immunothérapies pourraient s’avérer

intéressantes.

Le premier objectif de ma these était d’identifier des antigenes exprimés par le MPM et reconnus
par des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Le second objectif était d’étudier la présentation de ces
antigenes par les cellules tumorales, mais aussi d’étudier I'impact des drogues épigénétiques sur
cette présentation antigénique. De plus, ce travail devait permettre I'obtention de clones de
lymphocytes T réactifs vis-a-vis des cellules tumorales qui sont nécessaires pour étudier la
modulation du systéme immunitaire par les approches thérapeutiques développées au sein de

I’équipe.

Afin d’envisager des approches immuno-thérapeutiques ciblées dans le MPM, il est nécessaire
d’identifier des antigénes exprimés par le MPM et pouvant étre reconnus par des lymphocytes T.
Dans la premiere partie de ma these, j'ai cherché a identifier des antigénes du MPM par deux

approches :

- La premiére consistait en une approche d’immunologie « directe », j’ai établi des lignées
tumorales du MPM dérivant de liquides pleuraux de patients d’'une part, et isolé les lymphocytes T
présents d’autre part. Jai ensuite tenté de mettre en évidence des réponses spécifiques de ces
lymphocytes T vis-a-vis de la lignée tumorale autologue. L'objectif étant d’identifier I'antigéne

reconnu a partir de lymphocytes T réactifs contre la tumeur.

- La seconde approche consistait en une approche d’immunologie «inverse ». En effet,
I’équipe avait identifié des cibles antigéniques candidates pour le MPM (MUC1 et la mésothéline
[390-391]). J'ai donc obtenu in vitro des populations clonales de lymphocytes T spécifiques de
plusieurs epitopes de ces antigenes, a partir de sang d’un donneur sain, afin de vérifier si les cellules
tumorales étaient capables de présenter ces épitopes. Cette étude a permis de mettre en évidence

gue MUC1 est un antigéne cible du MPM.

Page 83



Objectifs

Suite a l'identification de la protéine MUC1 comme antigene candidat en immunothérapie du
MPM, j’ai étudié I'impact des drogues épigénétiques sur ce dernier. En effet, I'’équipe du Dr. Marc
Grégoire a auparavant démontré I'efficacité d’'une combinaison de drogues épigénétiques (iDNMT
plus iHDAC) sur I'induction de I'expression de CTA, tels que NY-ESO-1, rendant alors sensible a la lyse
ces cellules tumorales par un lymphocyte T CD8+ spécifique de NY-ESO-1 [308]. Cependant, il existe
peu de données en ce qui concerne I'impact de cette combinaison de drogues sur d’autres antigénes

déja exprimés par les cellules tumorales.

J'ai alors étudié la modulation d’expression de deux antigenes du MPM (NY-ESO-1 et MUC1) par
un inhibiteur de DNMT (5-aza-CdR) et deux iHDAC (VPA et SAHA), utilisés seuls ou en combinaison.
J'ai ensuite étudié I'effet de ces drogues sur la reconnaissance de MUC1 et NY-ESO-1 par des clones
de lymphocytes T spécifiques de ces antigénes. J'ai ensuite commencé I'étude des mécanismes

épigénétiques mis en causes et responsables de la modulation d’expression de MUC1 par les iHDAC.
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RESULTATS

1) Mise en évidence ex vivo de réponse T dirigée contre le MPM chez ’lhomme
L'immunologie directe est une technique permettant d’identifier et de rechercher de
nouveaux antigenes de tumeur. Pour cela, il est nécessaire d’obtenir a partir du LgP du patient, la
lignée tumorale d’une part et d’autre part les lymphocytes T. L’équipe du Dr. Marc Grégoire dispose
d’une collection de lignées cellulaires tumorales de MPM obtenues a partir des cellules présentes
dans le liquide pleural du patient. Cette bio-collection contient également des échantillons de LgP et
de sérums. Elle permet la recherche et l'identification de nouveaux marqueurs du MPM [392]
(Annexe 1). Lors de mon arrivée au sein de I'’équipe, j'ai mis en place sur les nouveaux liquides

pleuraux, I'isolation et I'amplification des lymphocytes T présents (voir méthodologie 1).

Méthodologie 1

Etablissement des lignées tumorales et des lignées de lymphocytes T associés ala tumeur

Brievement, le liquide pleural est centrifugé pendant 20 minutes a 1500 g. Le culot de cellules est lavé,
puis de nouveau centrifugé sur gradient de Ficoll, afin d’isoler les PBMCs et les cellules tumorales dans la phase
au dessus du Ficoll. Les cellules sont ensuite lavées deux fois. Les cellules sont mises en culture dans une plaque 6
puits dans du milieu RPMI 1640 contenant soit 10% de sérum de veau foetal (SVF), soit 8% d’un pool de sérums
humains (pSH), auquel 150 U/ml d’IL-2 sont ajoutés.

Les cellules cultivées dans du milieu RPMI 1640 contenant du SVF sont destinées a I'obtention de la
lignée tumorale. Au bout de 24 heures, afin de séparer les cellules non adhérentes des cellules adhérentes, des
lavages plus ou moins forts sont réalisés, en partant du principe que les cellules tumorales adhérent au plastique.
Les cellules cultivées avec du milieu RPMI 1640 supplémenté en pSH et 150 U/ml d’IL-2 sont destinées a
I'obtention des TIL. Au bout de 24 heures, des lavages plus ou moins forts des cellules sont réalisés. Les cellules
lymphocytaires étant non adhérentes, elles sont récupérées. L'ajout d’IL-2 a la population lymphocytaire va
favoriser la prolifération des lymphocytes T. Cette population est cultivée environ 15 jours en présence de 150
U/ml d’IL-2, puis récupérée et conservée pour des analyses ultérieures. De cette fagon, il est possible d’obtenir a
lafois la lignée tumorale, mais aussi les lymphocytes T autologues présents dans le liquide pleural du patient.

Afin de déterminer la présence de lymphocytes T réactifs dirigés contre la lignée tumorale autologue, les
TIL sont co-cultivés avec les cellules tumorales autologues, préalablement traitées ou non par 500 U/ml d’IFN-y a
un ratio effecteur/cible de 1/1 en présence de brefeldine A. Le prétraitement a I’IFN-y permet d’augmenter
I'expression des molécules HLA par les cellules tumorales et donc en théorie l'intensité de la réponse TIL
spécifique. Aprés 6 heures d’incubation, un marquage extracellulaire par un anticorps anti-CD8+ est réalisé afin
de distinguer les lymphocytes T CD8+ des autres cellules. Les cellules sont ensuite fixées par 4% de
paraformaldéhyde et un marquage intra-cytoplasmique par un anti-IFN-y est réalisé afin d’observer par
cytométrie en flux la réponse des lymphocytes T CD8+ spécifiques contre les cellules tumorales.
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Figure 21: Test couple TIL-tumeur

Au cours de ma thése, une dizaine de couples TIL/tumeur ont été obtenus et testés. Un
exemple de résultats de ce test est montré sur la figure 19 pour deux patients : Meso 153 et Meso 156.
Une seule réponse a été détectée chez le patient Meso 156, visible par une augmentation du
pourcentage de lymphocytes T CD8+/IFN-y +, passant de 0.65% cultivés seuls, a 1.93% en présence des
cellules tumorales. Les lymphocytes T CD8+ INF-y+ ont un faible marquage CDS8, ce qui suggere qu’ils
sont CD8af et non pas CD8aaq, qui sont eux au contraire fortement marqués par I'anti-CD8a+. Une
augmentation de la production d’'IFN-y a également été observée pour la population CD8- (composée
majoritairement des CD4+), passant ainsi de 2.20% a 5.27% de lymphocytes CD8- réactifs. Le pré-
traitement par I'IFN-y des cellules tumorales ne permet pas d’augmenter cette réponse T spécifique.
Suite a cette observation, la population de TIL Meso 156 a été clonée afin d’isoler un clone
reconnaissant spécifiquement la lignée tumorale autologue. Cependant, suite a la faible réponse des
clones obtenus, il n"a pas été possible d’identifier I’antigene reconnu. L'approche d’'immunologie
classique nous a donc permis de mettre en évidence qu’il y avait peu de réponses T spontanées dans le
liquide pleural de patient souffrant d’'un MPM, puisque nous avons détecté une telle réponse que chez

1 seul patient sur 10.
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) Immunologie inverse

L'immunologie dite inverse consiste a déterminer si des protéines cibles sont des antigénes
potentiels du cancer, ainsi qu’a définir pour un contexte HLA donné la capacité de présentation
d’épitopes prédits in silico. Pour cela, il est nécessaire d’obtenir un clone lymphocytaire T spécifique des
épitopes prédits a partir de la séquence protéique de l'antigéne candidat. La vérification de la
reconnaissance des cellules tumorales par les clones lymphocytaires T produits permet d’établir que la
protéine candidate est un antigene de tumeur. Concernant le MPM, trois antigenes candidats ont été
décrits : la MSLN, MUC1 et WT1 [390-391]. WT1 ayant déja été étudié dans le MPM [393], nous nous

sommes intéressés a la MSLN et MUC1.

Des épitopes peptidiques de ces deux protéines, possédant une forte probabilité de liaison
avec les molécules HLA-A*0201+ (contexte HLA le plus fréquemment présent dans la population
caucasienne), ont été prédits et décrits dans la littérature: trois épitopes de la MSLN (20-28, 530-539 et
547-556) ont été décrits dans un contexte de présentation croisée et de vaccination [87, 394]. Deux
épitopes de MUC1 (12-20 et 950-958) reconnus par des clones T spécifiques ont été décrits comme

étant présentés par des lignées tumorales mammaires et rénales [328].
Jai ainsi obtenu par la technique d’immunologie inverse [395] (Méthodologie 2) plusieurs

clones T restreints HLA-A*0201 et dirigés contre I'un des trois épitopes de la mésothéline (20-28) et

contre les deux épitopes de MUC1 (12-20 et 950-958).
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Methodologie 2

Stimulation des lymphocytes T CD8+

Les DC matures autologues sont chargées pendant 2h a 4°C avec 10ug/ml d’'un des peptides MUC1 12-20
(LLLLTVLTV), MUC1 950-958 (STAPPVHNV) et MSLN 20-28 (SLLFLLFSL), puis rincées deux fois. Les DC sont alors
irradiées a 35 grays a I’EFS. La population lymphocytaire appauvrie en lymphocytes CD25+ est alors mise en
présence des DC autologues chargées en peptide a un ratio de 1 DC pour 20 lymphocytes, en plaque 96 puits a
fond rond dans du RPMI 1640 contenant du pSH. Le milieu est supplémenté par 1000U/ml d’IL-6 (Cell Genix) et
5ng/ml d’IL-12 (Cell Genix) pendant la premieére stimulation, puis 10U/ml d’IL-2 (Novartis) et 5 ng/ml d’IL-7
(ABcys) pour les stimulations suivantes. Au total, 80 puits sont réalisés par peptide et quatre stimulations
successives sont réalisées a 7 jours d’intervalle. Le milieu est renouvelé en fonction de la prolifération des
lymphocytes constatée au microscope optique, avec un renouvellement de moitié tous les trois jours au
minimum.

Détection des lymphocytes T spécifiques des peptides par marquage intracellulaire de I'lFN-y

A l'issu de la troisieme et de la quatrieme stimulation, la présence de lymphocytes spécifiques des peptides est
testée. Pour cela, des aliquots de lymphocytes T de chaque puits sont prélevés et co-cultivés avec la lignée T2
(une lignée TAP déficiente, les molécules HLA vides sont donc facilement chargeables en peptide), préalablement
chargée ou non avec 10 uM de peptide (pendant 30 minutes a 4°C, suivi de lavages). Cette co-culture se fait dans
du RPMI 1640 contenant du SVF auquel est ajouté de la brefeldine A (Sigma) a une concentration de 10 pg/mL
avec un ratio effecteur/cible de 1/2. La brefeldine A bloque 'exocytose des cellules et permet ainsi d’évaluer par
un marquage intra-cytoplasmique le nombre de cellules produisant de I'lFN-y. Aprés une incubation de 6 heures a
37°C, le marquage est réalisé. Pour cela, les cellules sont fixées pendant 10 minutes a température ambiante
dans du PBS contenant 4% de paraformaldéhyde (Electron Microscopie Science). Apres deux lavages, les cellules
sont incubées en présence de I'anticorps anti-IFN-y dilué dans du PBS contenant 0,1% de BSA et 0,1% de
saponine (Sigma) pendant 30 minutes, a I'obscurité et a température ambiante. Deux lavages successifs sont
ensuite réalisés avec du PBS 0,1% BSA et 0,1% saponine, et les cellules sont re-suspendues dans 150 pL de PBS.
Leur fluorescence estensuite analysée par cytométrie en flux.

La présence de cellules spécifiques dans un puits est observée par un pic de fluorescence uniquement lorsque les
lymphocytes sont mis en contact avec les cellules T2 chargées en peptides. Le pourcentage de cellules spécifiques
est ensuite déterminé en soustrayant « le pourcentage de cellules produisant de I'lFN-y en condition cellules T2
non chargées » au « pourcentage de cellules produisant de I'IFN-y lorsque les cellules T2 sont chargées en
peptides ».

Clonage des lymphocytes T CD8+

Les cellules provenant des cultures polyclonales contenant des lymphocytes T CD8+ spécifiques des
peptides sont clonées par dilution limite. Des plaques 96 puits a fond rond sont ensemencées avec un mélange de
1.107 PBMCs et de 1.10° LAZ (par plaque), irradiés respectivement a 35 et 70 grays. Ce mélange va jouer le réle
de cellules « nourriciéres » en conditionnant le milieu. Ces cellules sont déposées dans du RPMI contenant 8% de
pSH, de la phytohé magglutinine-L a une concentration de 1 pug/mL (Sigma) et de I'lL-2 a une concentration de 150
U/mL. Les lymphocytes T sont ensemencés dans ces plaques 96 puits a une concentration théorique de 100, 10, 1
et 0,5 cellules/puits. Au bout de 5 jours, la moitié du milieu est remplacée par du RPMI 1640 contenant 8% de
pSH et 150 U/mL d’IL-2 et chaque culture est ensuite suivie individuellement avec des changements de milieu
adaptés a la prolifération observée au microscope. Au bout de 15 jours environ, un test TNF-a est réalisé sur les
puits ayant proliférés. Les cellules des puits positifs répondant au peptide dans la condition 0,5 lymphocytes/puits
sont alors récupérées afin de réaliser une expansion de ces populations lymphocytaires. Cette expansion est
réalisée selon le méme principe que celui du clonage avec 2000 a 10 000 lymphocytes déposés par puits sur les
cellules « nourricieres ». Au bout de 10 a 15 jours, lorsque les lymphocytes sont dans un état moins actif, ils
peuventétre congelés, et une partie est conservée afin de les caractériser.

D . les d I id

La capacité des clones a répondre a une concentration décroissante de peptide a été analysée. Pour cela,
les clones sont co-cultivés avec des cellules T2 chargées par différentes concentrations de peptides. Une dilution
en cascade au 1/10 est réalisée en partant d’une concentration de 10 uM jusqu'a une concentration de 10 pM. La
réponse des clones est observée par cytométrie en flux au moyen d’un marquage intra-cytoplasmique de I'IFN-y
produit par le clone lymphocytaire.
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J’ai en premier lieu obtenu différents clones T dirigés contre les épitopes HLA-A*0201+/MSLN
(20-28) et HLA-A*0201+/MUC1 (12-20). Apres amplification de ces clones, j'ai, vérifié leur spécificité en
testant leur réponse a différentes concentrations de peptides (figure 22). Au total, 10 clones
spécifiques de I'épitope HLA-A*0201+/MSLN (20-28) et trois clones spécifiques de I'épitopes HLA-
A*0201+/MUC1 (12-20) ont été testés.
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Figure 22: Dose réponse des clones MSLN 20-28 (A) et MUC1 12-20 (B) aux cellules T2 chargées par

différentes concentrations en peptide

Les cellules T2 ont été chargées par différentes concentrations du peptide MSLN 20-28
(figure 20 A) ou MUC1 12-20 (figure 20 B). On peut observer que I'ensemble des clones spécifiques
de la MSLN a une réponse similaire. Plus particulierement, le clone 11 s’active a partir d’une tres
faible concentration en peptide d’1nM, puisqu’il y a 7,02 % de cellules positives au marquage IFN-y et
ce pourcentage augmente pour atteindre un maximum de 67,60% pour une concentration de 1uM.
La réponse des 6 autres clones est trés similaire a la réponse du clone 11 (figure 20 A) suggérant
gu’ils sont probablement identiques. Concernant les clones dirigés contre les épitopes MUC1 12-20,
j’ai observé que le clone 37 s’active a partir d’'une concentration de 100nM puisqu’il y a 9.31% de
cellules positives au marquage IFN-y et ce pourcentage atteint 49,2% a 10uM. Cependant, aucun

plateau n’a été atteint par les 3 clones analysés (figure 20 B).

La réponse de ces clones aux cellules tumorales HLA-A*0201+ exprimant MSLN et MUC1 a
ensuite été testée. Pour cela, les cellules tumorales ont été traitées avec de I'lFN-y afin d’augmenter
I’expression, a leur surface, des molécules HLA de classe |, et donc d’augmenter la capacité des cellules

tumorales a présenter des peptides antigéniques. Cependant, aucune réponse contre les cellules
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tumorales n’a pu étre détectée. La présentation de ces épitopes par les cellules tumorales, n’a donc pas

pu étre validée.

A la suite de ce travail, un clone dirigé contre I'épitope HLA-A*0201+/MUC1 (950-958) a été
obtenu. Ce clone est capable de reconnaitre spécifiquement les lignées tumorales de MPM HLA-
A*0201+. L'expression de I'antigéne MUCL1 et la présentation de I'épitope MUC1 (950-958) ont donc
été caractérisées sur la collection de lignées de MPM et a permis de déterminer que MUC1 est un
antigéne d’intérét pour 'immunothérapie du MPM. Ces résultats ont fait I'objet d’une publication [396]

présentée dans la partie suivante.
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Article 1: Recognition of pleural mesothelioma by mucin-1(950-958)/human leukocyte antigen
A*0201-specific CD8+ T-cells. Roulois D, Vignard V, Gueugnon F, Labarriere N, Grégoire M,
Fonteneau JF.Eur Respir J. 2011 Nov;38(5):1117-26.

RESULTATS PRINCIPAUX :

Dans cet article, nous montrons que I'antigéne MUC1 est un candidat intéressant pour une
approche d'immunothérapie du MPM. En effet, nous avons démontré que I'ensemble des lignées de
MPM exprime la protéine MUC1, avec une importante variation de I'état de glycosylation de cette
derniére. Nous avons obtenu deux clones T CD8+ dirigés contre I'épitope HLA*A0201+/MUC1 (950-
958). J'ai dans un premier temps caractérisé ces deux clones : affinité de réponse au peptide et
séquencage de la région CDR3 hypervariable. Nous avons observé que le clone N5.14 est plus affin
vis-a-vis du complexe HLA-peptide que le clone N32.10 puisqu’il répond a des concentrations en
peptide plus faibles. Le résultat suggérait que les deux clones étaient différents. Afin de le confirmer,
j’ai séquencé leur région CDR3[ hypervariable et montré qu’ils exprimaient bien un CDR3[3 différent.
D’une maniere intéressante, seul le clone le plus afin pour le complexe HLA-peptide est capable de
reconnaitre les lignées tumorales du MPM dans un contexte HLA-A*0201. L’ensemble du travail a
donc été poursuivi avec ce clone. Nous avons caractérisé la réponse de ce clone vis-a-vis des cellules
tumorales afin de confirmer sa spécificité. Le clone ne reconnait ni les cellules tumorales HLA-
A*0201+ chargées avec un peptide irrelevant, ni les cellules HLA-A*0201+ n’exprimant pas MUC1 et
enfin ni les cellules tumorales exprimant MUC1 mais pas le HLA-A*0201+. Nous avons également
décrit que toutes les lignées tumorales HLA-A*0201+ exprimant MUC1 sont effectivement reconnues
par ce clone T N5.14, et que cette reconnaissance conduit a la lyse des cellules tumorales ciblées.
Dans la littérature, il est également décrit que le niveau de glycosylation des lignées tumorales peut
avoir un impact sur la reconnaissance de celles-ci par les lymphocytes T spécifiques de MUCL. Afin
d’étudier I'importance des glycosylations dans la reconnaissance des cellules de MPM par le clone
N5.14, les cellules tumorales de MPM ont été traitées avec un inhibiteur des O-glycosylations, le
BGN. D’une maniére surprenante, nous avons remarqué que |’activation spécifique du clone N5.14

était indépendante de I'état d’O-glycosylation des cellules tumorales.

Cette étude a permis de mettre en évidence que I'antigene MUC1 est une cible potentielle dans
une approche d’immunothérapie du MPM. Il serait donc intéressant de déterminer si les stratégies
actuellement en essai clinique et ciblant MUC1, comme le vaccin thérapeutique MVA-MUC1-IL2

TG4010 de Transgene utilisé dans le cancer du poumon, pourraient étre appliquées dans le MPM.
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Recognition of pleural mesothelioma by
mucin-1(950-958)/human leukocyte
antigen A*0201-specific CD8+ T-cells

D. Roulois**, V. Vignard*, F. Gueugnon*, N. Labarriére*”,
M. Grégoire*” and J-F. Fonteneau*"”

ABSTRACT: Recent clinical investigations have demonstrated that T-cell-based immunotherapy
of malignant pleural mesothelioma (MPM) could represent an alternative to the other therapeutic
strategies. However, its development suffers from the lack of identified tumour antigenic targets.
Mucin (MUC)1, which is expressed and recognised by cytotoxic T-cells in numerous cancer types,
has not been investigated as a potential immune target in MPM, Thus, the objective of this study
was to analyse MUC1 expression by MPM cells and to determine whether this antigen can be the

target of cytotoxic CD8+ T-cells (cytotoxic T-lymphocytes (CTLs)).

We first evaluated the expression and glycosylation of MUC1T by MPM cell lines using ditferent
MUC 1-specific monocional antibodies. We then obtained a CTL clone specific for a MUC1 peptide
{residues 950-958) presented by human leukocyte antigen (HLA)-A*0201 and studied its
interferon-y and cytotoxic response to MPM cell lines.

We found that all MPM cell lines expressed MUC1 protein at the cell surface with ditterent
glycosylation profiles. We aiso observed that HLA-A*0201+ MPM cell lines are recognised and
lysed by a HLA-A*0201/MUC1(950-958)-specific CTL clone independently of the MUC1

glycosylation profile.

Thus, MUC1 expression and antigen presentation by MPM cells may represent an attractive
target for immunotherapeutic treatment of MPM despite its hyperglycosylated profile.

KEYWORDS: Cytotoxic T-cells, glycoblology, immune response, mesothelioma, mucin 1

alignant pleural mesothelioma (MPM)
M is an aggressive tumour of the pleura,

usually associated with chronic asbes-
tos exposure Incidence is increasing and is
expected to peak around the year 2020 in the
western world and continue to rise in developing
countries [1].

Clinical strategies developed as MPM treatmients,
including chemotherapy, radiotherapy and sur-
gery, are of limited efficacy [2]. However, MPM
case reports and recent clinical trials describe the
use of T-cell-based immunotherapy as an inter-
esting alternative in mesothelioma treatment [3).
Indewd, previous observations have demonstrated
correlation between the presence of lymphocytic
infiltrate and better prognosis [4-7]. Furthermore,
we previously showed, in pre-clinical studies, that
cytotoxic T-lymphocytes (CTlLs) can be gerwrated
against MIPM (8, 9] More recently, HEGMANS of al

This articte has supph ¥
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[10] reportesd that injection of patients with
dendritic cefls (DCs) pulsed with an autologous
tumour cell lysate is capable of inducing a CTL
response against MPM

The limit to the development of T-cell-based
immunotherapeutic treatments of MPM s the
lack of well characterised tumour-associated
antigens (TAAs) recognised by Tecells In the
literature, recognition of MPM cells by TAA-
specific CTLs has rarely been described and has
not been analysed in details. Yoxokawa of al. [11]
showed that a CTL line specific for residues 547-
556 of mesothelin and human leukocyte antigen
(HLA}FA*201 was able to lyse three mesothelins
HLA-A*0201+ MPM cell lines, and similarly, a
study by May et al. [12] showed that a CTL line
specific to residues 122-140 of the Wilms' tumour
1 (WT1) oncoprotein and HLA-A*201 was able
to lyse one WTT+ HLA-A201+ MI'M cell line.
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MESOTHELIOMA

An additional TAA of interest s the mucin (MUC)! antigen
This highly glycosylated type | transmembrane glycoprotein,
with a variable number of 20-amino ackd repeat sequences
referred to as vatiable number tandem repeats (VNTRS), is now
described as one of the most interesting targets for cancer
immunotherapy [13, 14]. It was originally reported that VNTR
sequences can be specifically recognised by CD8+ CTLs on the
surface of numerous cancer cell types (breast cancer, pancreatic
cancer and multiple myeloma) i a HI.A class lunrestricted
fashion [15]. This recognition was d dent on a |
specific hvpoglycosylation profile ofMUC1 [16,17), which ts not
present in normal cells [18]. More recently, classical recognition
of MUC] peptides in association with HLA class | molecules on
the surface of tumour cells by CTLs has also been demonstrated,
One HLA-Alrestrictied and several HLA-A*020]-restricted
epitopes of MUCT, notably MUCI(950-958), which & recog-
nised by CTLs on the surface of tumour cells, have been
described [19-22] but not investigated in MPM.

To date, it is known that MUCT is overexpressed by MI'™ cells
compared with normal mesothelioma cells [23], Thus, MUC1
could represent an attractive TAA to target CTL responses
against MPM. To assess this, we analysed MUCT expres-
sion and glycosvlation by MPM cells, obtained different
MUC1(950-958)/ HLA-A%201-specific CTL clones from per-
ipheral blood mononuclear cells (PFBMCs) of a HLA-A®0201+
healthy donor, and studied their response against MI'M cell
lines. We found that the most highly neactive CTL clone
recognised and lysed HLA-A'0201+ MPM tumour cells,
independently of the MUCT glycosylation profile. This result
suggests that MUCT may be a good TAA candidate for the
development of T-cell-based immunotherapy for MI'M,

MATERIALS AND METHODS

Tumour cell culture
Pleural effusions were collected by thoracocentesis, and ding-
nosis was established by immunohistochemical and immuno-
cytochemical labelling. All patients gave signed, informed
consent. Human MPM cell lines (Mesod, Mesol3, Meso3d,
Mes035, MeodS, Mesod7, MesoSh, Mesob2, Mesodf, Meso122,
Mesol44 and Mesol48) were obtained from pleural effusions.
They were established and characterised for several specific
markers in our laboratory. The method of isolation of these
cell lines is described elewhere [24]. They all displayed an
epithelioid pl . Human breast cancer cell lines MDA-
M8231 (established b) R Caillean, M.D. Andenon Hospital,
Houston, TX, USA) and MCF-7 (established by BJ. Sugarman,
Genentech Inc, San Francsco, CA, USA) were obtained
respectively from D. Jiger (Klinik for Oncologie, Zurich,
Switzerland) and from the American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA). Cell lines were maintained in RPMI 1640
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS),
100 U-mL" penicillin, 0.1 mg'-mL"' streptomycin and 2 mM -
glutamine (Sigma-Aldrich, Lyon, France). The T2 cell Tine (gift
from T. Boon, Ludwig Institute for Cancer Research, Brussels,
Belgium) is a HLA-A0201+ h T-celdl beush ia/ B-cell fine
hybrid defective for associated with antigen proces-
sing (TAP)1 and TAPL thus expressing empty HLA class |
molecules at its surface that can be Joaded with exogenows
peptide |25], Cells were cultured in a humidified atmosphere of
3% €Oy at 37°C. In some experiments, tumour cefl fines were
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cultured for 24 with 500 TU-mL™" interferon (IFN}-y (Abcys,
Paris, France), or for 48 h with 5 mM benzy}-2-acetamido-2-
deoxy-»-D-galactopyrannside (BGN) (Sigma-Aldrich) during the
first 24 b

Antibodies and peplides

Phycoerythrin  (PE}conjugated mouse  anti-human  [FN-y
monoclonal antibody (mAb), mouse anti-human HLA-A2
mAb (clone BBZ2) and fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated mouse immunoglobulin (Ig)Glk sotype control
mAb were purchased from BD (Le Pont-De-Claix, France).
Mouse anti-human MUCT (clones HMFG-1 and SM3) mAbs
were purchased from Abcam (Paris, France). Mouse anti-
human MUCT (clone VU-3C6) mAb was purchased from Santa
Cruz Biotechnology (Tebu-bio, Le Perray en Yvelines, France).
FITCconjugated anti-human CD58 mAb, FITC-conjugated
anti-human HLA-ABC mAb and PE-conjugated goat Flab')s
anti-mouse IgG (heavy and light chains (H+L)) were pur
chased from Beckman Coulter (Rotssy, France). FITC-conju-
gated anti-human CD54 mAb was sed from R&D
Systems (Lille, France). MUC1(Y50-958), STAPPVHNV and
mesothelin (530-538), VLPLTVAEV peptides were purchased
from Eurogentec (Angers, France), Peptides were =95% pure.

T-cell priming

Blood from HLA-A%201+ healthy donors was obtained from the
Etablissernent Frangais du Sang (Nantes, France), Induction of
MUC 1{950-958) /HLA-A*D201+ spedific CD&+ T-cells was per-
formed as we described previously but with minor modifications
[26). Briefly, T-cells were co-cultured in RPMI 1640 supplemen-
ted with 8% pooled human serum (pHS) produced locally
with monoq vte-derived DCs differentiated for 5 days with
100 TU-mi gmnulocyiv-mom:phage colony=stimulating fac-
tor (Abcys) and 200 Usml.” mmh-ukm (IL)4 (Abcys), then
matured for 24 h with 50 yg-mlL* pd)1mlnkpdywudvnc
uctd (Sigma-Aldrich) and 20 ng-mL "’ tumour necrosis factor-»
(Abcys), und pulsed for 2 h with 10 yM of MUC1(950-958)
peptide. T-cell cultures were re hated woeldy with peptide-
pubsed DCs in the presence of 10 U-mL ' 112 (l‘mkuhn Chiron
Corp:, Emeryville, CA, USA) and 5 ngml " 117 (R&D Systems).
6 days after the third stimulation, an aliquot of each T-cell
culture was used to evaluate the percentage of MUC1(950-958)-
specific T-cells by IFN-/ intracytoplasmic staining.

T-cell clones

Cells from polyclonal cultures containing MUCH(950-958)-
specific T-cells were cloned by limiting dilution as we
previously described {26]. Briefly, T-cells were plated in U-
bottom 96-well plates with irmadiated (35 Gy) fe:du cells
(1>10° allogenic PBMCs and 1x10* Epstein-Barr virus-
transformed B-cells per well), at concentrations of 10, | or 05
T-cells per well. The stimulatory medium consisted of RPMI
1640 containing 8% pHS, 150 Umb ' IL-2 and 1 pgml”’
phytohsemagglutinin L (Sigma-Aldrich). After 2 weeks, eaxch
clone was tested for peptide specificity. Specific dones were
maintained in culture by periodic re-stimulation.

Complementarity-determining region 3f sequencing

RNA from 5 « 107 cells from each T-cell clome was extracted
with the RNable reagent (Eurobio, Ulis, France) according to
the manufacturer’s instructions and dissolved in 15 yL water.
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Reverse transcription, PCR amplification and sequencing were
performed as described previously [27), We followed the T-cell
receptor (TCR) nomenclature established by Aroen of al. [28]

Immunofluorescence and flow cytometry

For membrane staining, 1> 107 cells were incubated at 4°C for
30 min with 1 pg-mlL"' specific or isotype-control mAb and
washed, mAb dilution and washing were performed using
PBS containing 0.1% bovine serum albumin (BSA) (Sigma-
Aldrich). When unconjugated mAbs were used, a second
incubation with PE-conjugated goat Flab'), anti-mouse IgG
(H+L) was performed. Fluorescence was analysed by flow
cytometry (FacsCalibur; BD) wusing Cellquest software (BD),
Relative fluorescence intensity (RFT) was calculated as the

ple mean flu nce divided by the isotype-control mean
fluorescence.
For IFN-; intracy staming, T2 or tumour cell lines

were plated at 12107 cells-well ' in a 96-well plate. Before
hand, cells were pulsed with different concentrations of
MUCT1{950-958) for 1 h at 4°C and then washed. They were
co-cultured with 3 10° cells of the MUC ] -specific CDS+ T-cell
clone in media containing 10 pgml”’ brefeldin A (Sigma-
Aldrich) for 6 h at 37°C. Cells were then fised with PBS
containing 4% parafoemaldehyde for 10 min at room tempera-
ture. Cell membranes were permeabilised with PBS

0.1% BSA and 0.1 saponin, incubated with PE-conjugated
mouse anti-human IFN-y mAb for 30 min at room femperature
and then washed. Production of IFN-; was determined by flow
cytometry gated for T-cells (FacsCalibur; BD).

Intracellular Ca®" level video imaging

Measurement of intracellular Ca™ levels was performed with
CDE+ T-cell clone N5.14 laded with 1| mM Fura-2/acetoxy-
methyl ester (Molecular Probes; Invitrogen, Villebon sur
Yvette, France} for 1 h at room temperature in Hank’s balanced
salt solution (HBSS), T-cells were washed, resuspended in HBSS
with 1% FCS and seeded on Lab-Tek glass chamber slides
(Nunc, Naperville, IL, USA) coated with paly-L-lysine (Sigma-
Aldrich). T-cells were cocultured with tumour cells that were
left to adhere 10 glass slides for | h at 37'C befoce addition of
T-cells. Measurements of Intracellular Ca®™* responses were
performed at 37°C with a DMI 6000 B microscope (Leica
Microsystems, Nanterre, France). Cells were illuminated every
15 s with a 30-W xenon lamp usimg 340/10- and 380/10-nm
excitation filters. Emission at 510 nm wan used for analysis of
Ca™* responses, and captured with a CoolSNAP HQ2 camsera
(Roper, Tucson, AZ, USA) and analysed with Metafluor 7.1
imaging software (Universal Imaging, Downington, PA, USA).

5'Na.CrO, cytotoxicity assay

Tumour cell lines were incubated with  'NayCrO,
(PerkinElmer, Boston, MA, USA) for 1h at 37°C. 1. 107
tumour cells (target) were then washed and co-cultured with a
MUC]-specific CD8+ T-cell clone (effector) in a 9%6-well plate
for 4 h at 37°C in triplicate. Effector/target ratios of 2/1, 10/1
and 50/1 were used. After a 4-h incubation at 37°C, 25 ul of
each supernatant was collected and added to 100 pL scintilla-
tion liquid cocktail (OptiPhase Supermix; PerkinElmer) before
liquid scintillation counting, The percentage of specific lvsis
was calculated as 100 « (experimental release — spontaneous
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redease)/(maximum release — spontaneous release). The spon-
taneous release of “'Cr was determined from target cells
cultured alone, The maximum rebease of *'Cr was obtained

from target cells that were lysed in media containing 1% Triton
X-100 (Sigma-Aldrich).

RESULTS

MUC1 expression by MPM cells

We first performed a real-time PCR experiment to d i

whether the MLUCT gene was transcribed. Varable levels of
MUCT transcript were detected i all MPM lines tested (data not
shown). We then used flow cytometry to study the expression of
MUCT protein and molecules involved in peptide presentation
and T-cell activation (CD54, CDSS and HLA ¢lass ) on the surface
of a large collection of MPM cells lines (fg. 1), We used a
combination of three monoclonal antibodies that distinguishes
different glycosylation states of MUCT: HMFGA, SM3 and VU-3-
Ch [29]. Clone HMFG-1 recognises glycosylated and hy
glycosylated forms of MUC), whemeas chones SM3 and VU-3-Ch
are specific for hypoglycsylated forms. Furthermore, these
antibodies recognised the MUCT VNTR maotif, which & a 20
ino acid repeated sequence whose number varies from 20 to
125 repeats depending on the MUCT alledes expressed. Thus,
staining intensity with these antibodies not only reflects the
quantity of MUCT at the cell surface, but is ako dependent on the
number of VINTRs present in MUCL. Using the HMFG-1 mAb,
we observed that MUCT s expressed on the surface of all MPM
cell lines tested (fig 1) However, the staining level is varable
among MIPM cell lines RFI ranging from 76 for Mesod7 to 105.2
for Mesoi6. These staining levels are slightly lower than the one
observed for MCF-7, a breast cancer cell line known to be
recognised by MUCT-specific CD8+ T celis [20]. More staining
heterogeneity was cbserved using the two mAbs specific foe
) dated forms of MUCL Some MPM cell lines, such as
Mesads, Mesod7, Mesod6 and Mesol 48, were negative or slightly
stained (RA<2), whereas other MPM cell lines, such as Mesol13
and Mes056 were more markedly stained (RA>5). Furthermore,
some MPM cell lines were stained preferentially by one of the
two mAb specific of different hypoglycosylated forms, such as
Meso56 and Meso122, which are preferentially stained by SM3
and VU-3-Ch, respectively, Together, these results suggest thatall
MPM cell ines exprss MUCT with differences in the level and
the type of glycosylation,

We also analysed the expression of molecules implicated in
CDS+ T-cell activation, such as HLA-ABC (HLA class I), CD54
(intercellular adhesion molecule-1) and CD58 (lymphocyte
function associated antigen-3) on MPM cells. All MPM cell
lines stained positively for these molecules with the exception
of Mesod, which expressed a low leved of CD58 molecules
(fig 1). Thus, all MPM cell lines seem to be equipped to
activate a MUCT-specific CD8+ T-cell response.

HLA-A*0201-restricted, MUC1(950-958)-specific CD8+
T-cell clones

To determine whether MUCT is a tumour antigen that can
be recognised by CTLs on the surface of MPM cells, we gene-
rated HLA-AYDI-restricted CD8+ T-cell clones against the
MUCI(950-958) peptide. This peptide is presented in associa-
tion with the HLA-A*201 molecule to CD8+ T-cells in
numesous cancer types [20, 21] PBMGCs from HLA-A0X 1+
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festogr oo MUCT-,
e rens

CD54.,

healthy donors were stimulated three times with MUC1{950-
958) peptide-pulsed autologous DCs, at 1-week intervals. 6 days
after the third stimulation, the presence of MUCT(930-958)-
specific T-cells was determined by measuring IFN-/-produang
cells in response to unpulsed or MUCT(950-958) peptide-pulsed
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TAP-deficent T2 cells. We found MUCT{%50-958)-specific CD8+
T-cells in nine out of 80 microcultures, with five cultures
containing >10% of T-cells specific for this epitope. By limiting-
dilution cultures, we then isolated two T-cell clones, N5.14 and
N32.10, from the two wells that contained the highest fraction of
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MUCIH950-958)-specific T-cells: wells N5 and N32 (fig. 2a). To
ensure their clonality, we sequenced their complementarity-
determining  region (COR3# and found that they both
expressed a single TCR [i<hain with a single CDRI regrion
(table 1). We then measured their reactivity against MUCH (950
958) peptide presented by HLA-AX1201+ T2 cells. We observed
that clone N514 (median effective  concentration  (ECs)
mean+siM 257 +4.4 nM) has a higher avidity than clome
N3IZ10 (ECso B866.7 + 1856 nM), since it recognised ~ 34 times
less peptide (fig. 2b), We also observed that both clones’
responses to MUCT(950-958) peptide presented by T2 colls
were inhibited by the presence of an anti-HLA-A*201 mAb
(clone BB7.2) in the coculture (data not shown), confirming
thedr HLA-AY201 restriction

Recognition of HLA-A*0201+ MPM cells by HLA-A*0201-
restricted, MUC1(950-958)-specific CD8+ Tcell clones

To determine whether HLA-A®0201+ MPM cells are recognised
by MUC1H9:)-958) / HLA-A0201-specific T-cell clones, we first
co-cultured the two clones with either unpulsed or peptide
pulsed T2 cells as controls, We also analysed and compared the
clone responses when exposed to an HLA-A0201- MPM cell

TABLE 1

cors »

Clone vp

e VLIC) T 1050- 5 E T bkt argen (HLA)-A 0001 apeciic 006+
T-cut! chanes N 14 and M32 10 were cbaned by bniing ctuson culis of wiks
NS ang N tspectvidy Thoe Toull mooptor N complemertany.
Sotermineg mon CORS socuonoes wan detamined. takcs. iwpresent the
wm Vi) mstde seggon of TORR: I\ joiwng regon of TCRYL
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line, Mesol3, or three HLA-A*0201+ MPM cell lmes, Mesods,
Meso62 and Mesol4d (fig. 3a and b). As expected, the two
clones responded to MUCT(Y50-958) peptide-pulsed T2 cells
and did not produce IFN-; when cocultured with the
HLA-A®0201- Meso13 cell line. However, only done N5.14,
which displayed the best avidity toward the peptide (fig. 2c),
responded strongly to two HLA-AY201+ MPM cell lines,
Mesot2 and Mesold4d, and weakly to the third HLA-AT201+
line, Meso35 (fig. 3a). The other done, N32.10, which exhibited a
lower avidity, was not able to recognise the three HLA-A201 +
MPPM cell limes (fig. 3b), except if the tumour cels were pulsed
with peptides (data not shown). In this experiment, we also
tested the response of the clones against the MPM cell lines
treated 48 h beforehand with IFN-, which is known to increase
the expression of molecules imphicated in antigen prisentation
(CD54, CD58 and HLA class ) and also MUC1 expression
{online supplementary  fig. 1). IFN-~treated HLA-A®0201+
MPM cell lines were better recognised by clone N3.14 compared
with untreated cell lines. However, the IFN-/ treatment did not
lead to the recognition of the three HLA-A0201+ MPM cell Hnes
by the other clone, N32.10.

We extended this experiment to test the nacognition by the two
clones of all the HLA-AN201+ MPM cell lines available i
our . The T-cell clone N5.14 responded to all
HLA-A*0201+ MPM cell lines tested. This response was, in
most cases, increased after the treatment of the tumour cell
lines with IFN-;, especially L( !he IFN-I production by the
clone was low cell lines
(fig, 3c). This increase was stguﬁcml (p=0.0164 by Mann-
Whitney U-test) when results against all MPM cells lines were
pooled together (fig, 3d). In contrast, the clone N5.14 did not
respond to the two HLA-A*0201- MPM cell lines, Meso4 and
Mesol3. The other CDS8+ T-cell clone, N32.10, failed to
recognise any MPM cell lines (data not shown). These resulty
suggest that the avidity of MUC1{950-958 -specific T-cells
should be high enough to allow recognition of the naturally
processed and presented peptide by MM cells.

rew pre
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Then, to control for the specificity of the cone N5.14, we
performed two additional experiments. First, we confirmed
that MPM recognition by the clone s HLA-A*0201-restricled
by adding an anti-HLA-A*01201 mAb (¢lone BB7.2) in the T-cell
clome /MPM cell line co-culture (online supplementary fig. 2a).
We observed a 60-70r% inhibition of the clone’s IFN-7 resporese.
Secondly, we assessed the response of clone N3.14 to HCTT16,
a HLA-A"0201+ MUCI- colon cancer cell line (online supple-
mentary fig. 2b). As expected, this tumour cell line was not
recognised by clone N5.14, confirming its MUCT specificity
(online supplementary fig. 2c).

Cytolytic activity of CD8+ T-cell clone N5.14 against MPM
cell lines

We first observed evidence of HLA-A"0201+ MUC1+ MPM ceil
line lysis by clone N5.14 in a 50-min intracellular Ca*™* level
maging experiment (fig. 4a and online supplementary fig 3).
We observed that done N5.14 was not activated in the presence
of the HLA-AY201- MUCT+ MPM cell line Mesol3, The chone
moved from one tumour cell to another, scanning for specific
HLA /peptide complexes, and tumour cells remained attached
to the plastic. A few spikes of intracellular Ca®* were observed
in a few T-cells, but were not sustained. In contrast, when the
clone was cultured with the HLA-A0201+ MUCT+ MPM cell
line Meso1d4, the majority of T-cells stuck to tumour cedls witha
sustained intracellular Ca®* increase. For the last 10 min, some
tumour cells recognised by the clone detached from the plastic
and started dying (online supplementary fig. 3).
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Finally, we confirmed that recognition of HLA-A%201+ MPM
cell lines by the clone N5.14 Jed to the lysis of tumour cells in o
4h ¥Cr release assay. Thus, we co-cultured clone N5.14 with
two well-recognised HLA-A®0201+ MPM cell lines, Meso62 oe
Mesoldd, or with one weakly recognised HLA-AN201+ MI'M
cell fine Meso35, or with the nonrecognised HLA-A®0201 - line
Meso13, We found that clone N5.14 was able @ kill the three
HLA-A*0201+« MPM cell lines at levels that correlated with its
response measured by intracellular IFN-; staining (fig. 4b). We
used HLA-A*0201- MPM cell line Meso13 as control and it was
not killed by the clone,

Glycosylation level of MUC1 does not affect recognition of
HLA-A*0201+ MPM cells by HLA-A*0201-restricted,

MUC 1(950-958)-specific CO8+ T-cell clones

We did not find a correlation between the Jevel of recognition
of HLA-AT201+ tumour cell lines by the clone, and the surface
stamning of MUCE, CD54, CD58 and /or HLA class | by tumour
cells (figs 1 and 3¢). However, staining with MUCT-specific
mAbs not only reflects the quantity of surface MUCI, but also
the VNTR sequences present in the MUCI molecules
Furthermore, other parameters, such as MUCI glycosylation
status, could play a role in MUCT presentation. Although
several studies showed that recognition of MUCT by T-cells is
increased when this antigen is hypoglycosylated [17, 19], our
study showed that the glycosylation status of MUCI did not
seem to affect recognition of MPM cells. Indeed. some cell lines,
such as Meso62, with a very Jow level of MUCT hypoglycosylation,
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were well recognised by the T-cell clone. In contrast, MesoS6,
which exhibits the highest level of MUCT hypoglycosylation,
was one of the less well-recognised cell lines.

In addition, we used BGN, a competitive inhibitor of O-
glycosylation, to reduce glycosylation of MUCT in MPM cells,
and then tested whether this treatment increased the recogni-
tion of MPM cells by the T-cell done, As , when MP'M
cell fines were treated with BGN, MUCH glycosvlation
was severely impaired, as SM3 and VU-3-C6 staining of MPM
cell lines increased significantly, close to levels observed with
HMFG-1 {fig. 5a). However, T-cell clone responses were similar
m BGN-treated and -untreated cell lines (g 5b). This result
confirms that the glycosylation status of MUCT does not affect
presentation of MUCT(S50-958)/HLA-A201  complexes on
MPM cells and their recognition by CD8+ T-cells

DISCUSSION

In this study, we have shown that all MPM cell lines express
MUCT with sigruficant differences, The majority of MPM cell
lines, such as Meso35 or Meso%, express normal MUCT protein
with low level of hypoglycosylation at the cell surface. Other
MPM cell lines, such as Mesol3 or MesoS6, express a more
hypoglycosylated MUCI. Using two different MUC1(950-958)/
HLA-A*0201-specific CD8+ T-cell clones, we also demonstrated
that all HLA-A0201+ MPM cell lines in our study presented this
epitope to the CDS+ Tcell done with the hlghai affinity,
whatever the MUCT glycosylation profile. In addition, MUC1
peptide presentation led to the lysis of HLA-A0201+ MPM cell
lines by this T-cell clone. Combined, these results suggest that
MUCI may be a good candidate as a tumour antigen for the
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development of MPM i thermpeutic tre. However,
the observation that the MUCH(950-958)/ HLA-A 201 -specific
CO8+ T-oell clone with the lowest avidity does not recognise
HLA-A*0201+ MPM cell lines suggests that immunotherapeutic
treatments of MPM should aim at inducing high-avidity T-cells
against MUCL. Furthermore, monitoring of the T-cell responses
against MUCT in such treatments should be performed a
tumour cells, instend of target cells pubsed with a high quantity
of peptide.

Two other TAAs expressed by MPM and able to induce CD8+
T-cell response have been described summarily, mesothelin
and WT1 |11, 12}, since their recognition by peptide-specific T-
cell lines was studied in a small number of MPM cell lines (one
and three MPM cell lines, respectively). In our study, we
thoroughly described MUCT expression and glycosylation in
12 MI'M cell lines and their recognition by a MUCI-specific
CD8+ T—cell cdone. Nonetheless, these studies and our own
suggest that at Jeast three different TAAs can be combined to
target MPM in immunotherapeutic approaches, limiting the
chance for tumour cells to escape the immune system by the
selecion of antigen loss variants.

Our analysis of MUCI expression and glycosylation showed
that MUCT is expressed by all the MPM cell lines analysed
with a variable MUCT glycosvlation profile from one MPM cell
line to another. MUCT is often in a glycosylated form on the
surface of MPM cells. This is charactensed by absent or weak
staining by SM3 or VU-3-C6 mAbs, which are induced or
Increased after treatment with BGN, a competitive inhibitor
of glycosylation. However, a few MPM cell lines exhibit a
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variable level of positive staining with SM3 ar VU-3-C6 mAbs.
Thus, some VNTRs of MUCT malecules are hypoglycosylated
at their surface. Our results partly confirm previous observa-
tions by Creanyy of al. [23], who reported MUCT expression in
malignant mesothelioma, but we did not confirm the altered
glycosylation of MUCT, since we observed a hypoglycosylated
profile of MUC1 molecules for only a few MPM cell lines.

We did not find a correlation between the staining level of
surface MUCT and the recognition of MPM cell fines by the
MUCT-specific clone N5.14. For instance, MPM cell lines with
low MUCT surface staining and no or weak hypoglycosylation,
such as Mesod7 or Meso62, were well recognised by the clone,
whereas other MPM cell lines with high staining of surface
MUCI, such as Meso56, were weakly recognised. [t is not
surprising that MUC]T staining does not coerelate with level of
recognition by the Tell clone, since these stamings do not
reflect only MUCT expression, but also the number of MUC1
VNTRs. Furthermore, the presence of MUCH on the surface of

MESOTHELIOMA

injection of oxidised mannan-MUCT to stage [l breast cancer
patients with no evidence of the disease, ArosToLceouLos of al
[39] reported that this vaccne prevented recurrence of the
disease. Thus, Identificaion of TAAs that are expressed by
MPM cells, such as MUCI, and characterisation of their
moogmlwn by Crls would be of great help in designing
ific i stherapy to trest MPM.
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MPM cells does not account for total MUCT exp d by
tumour cells, but also depends on the tumover of MUCI at the
surface and its cleavage by sheddases, such as tumour necrosis
factor--converting enzyme/ADAMI7 and membrane type 1

matrix metalloprotease [30, 31].

Additional parameters other than expresion of MUCT could
modulate the p of MUC1{950-958) peptide to CD8+
T-cefls. We hypothesised that the glycosylation profile of
MUCT may be one of these parameters. Indeed, HiLmow o al,
[19] reported that glycosvlation of long peptides, consisting of
five MUCT VNTRs, decreased the processing and the HLA-A1-
restricted cross-presentation 1o CD8+ T-cefls by DCs of a nine
amino acid peptide contained in this long peptide. Moreover,
Hinopa et al. [17] desciibed an increased recognition of gastric
tumour cells cultured with the O-glycosylation mhsbetor BGN,
by a HLA-unrestricted, MUCT-specific CTL line. It was clearly
not the case in our study, since there was no correfation
between MUC! hypoglycosylation and T-cell clone recogni-
tion. Furthermore, we several expenments to
confirm the absence of influence of MUCT glycosylation on
the T-cell clone response by tresting the MPM cells with BGN,
a competitive inhibitor of O-glycosylation. Treatment of MPM
cell fines with BGN did not increase or induce their recognition
by the T-cell clone, suggesting that MUC1 glvcosylation does
not interfere with the HLA class 1 p tion of this epit

Several immunotherapeutic strategies have been developed to
treat MIPM, They exhibit high efficency in mouse models and
are currently being evaluated in phase 111 clinical trials. These
strategies include injection of MPM patients with DCs pulsed
with autologous tumour cell lysate [10] or type [ IFN [32, 33],
with ITL-2 [34-36) or with a CD40 agonist [37, 38]. All these
strategies are m.'unly mwmngen specific immunotherapies

Develop and Clincal Transfer, Hopital de Nantes, Nanbes) and P
Hulin and S. Nedeliec (MicroPICdl, the Cellular Imaging Care Facility
of the Institut de Rocherche Thémap de Nantes, N, ) for their
technical assistance.
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Supplemental Figure 1: Increased expression of MUC-1, CD34 and HLA class I molecules by
MPM cell lines after 48h treatment with IFN=p: MPM tumor cells were cultured for 24h with or
without IFN-y. and staimned with MUC-1 (clone HFMG-1. SM3 or VU-3-C6). CD54. CD58 or
HLA-ABC spectfic monoclonal antibodies. Fluorescence was analyzed by flow cytometry. Grey
histograms represent 1sotype control staming and white histogram MUCL. CD54. CD58 or HLA
class 1 specific staming. Relative fluorescence mtensity 1s shown on each histogram. A
representative experiment of three independent experiments is shown.
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Supplemental figure 2
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Supplemental figure 2: confirmation of the MUCI(950-958)/HLA-A"0201 specificity of the T cell
clones N3, 14:(A) the CD8+ T cell clone N5.14 was cultured with HLA-A*0201+ MPM cell lines in
presence or not of an anti-HLA-A%0201 monoclonal antibody (¢lone BB7.2). [FN-y production by T
cell clones was measured by intracytoplasmic [FN-y staining and flow cytometry analysis with a gate
seton T cells. %0 of T cell clone response was calculated as followed : %IFN-y+ producing cells without
mab was standardized to 100 and %eIFN-y+ cells with BB7.2 mab was indexed to tlis standard value.
Histogram represent mean of three experiments. Statistical analysis was performed (*P<0.05) (B) MPM
cells (Mesol44) and colon cancer cells (HCT116) were stamed with MUC-1 specific mab (clone
HFMG-1). Fluorescence was analyzed by flow cytometry. (C) the CDS8+ T cell clone N5 14 was
cultured alone or with HLA-A*0201+ MUCI- colon cell line HCT116. [FN-y production by T cell
clones was measured by intracytoplasmic IFN-y staining and flow cytometry with a gate set on T cells
A representative experiment of three independent experiments is shown.
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IIl) Etude de la modulation de MUC1 par des drogues épigénétiques

Article 2: Downregulation of MUC1 expression and its recognition by CD8 (+) T cells on the surface
of malignant pleural mesothelioma cells treated with HDACi. Roulois D, Blanquart C, Panterne C,
Gueugnon F, Grégoire M, Fonteneau JF. Eur J Immunol. 2012 Mar;42(3):783-9.

OBIJECTIFS ET RESULTATS PRINCIPAUX :

Dans cet article, nous nous intéressons a I'impact des drogues épigénétiques (iHDAC et
inhibiteurs de la méthylation de 'ADN) sur I'expression de I'antigéne MUC1. Préalablement a ce
travail, I'équipe a démontré que I'antigene NY-ESO-1, non exprimé par les cellules tumorales de
MPM, est induit lors d’'un traitement par du 5-aza-CdR[308]. Cette induction de NY-ESO-1 est
potentialisée par l'utilisation d’un iHDAC en combinaison avec du 5-aza-CdR, I'iHDAC seul n’ayant
aucun effet. Cette combinaison d’inhibiteur de la méthylation et d’iHDAC présente un double intérét.
Premierement, les iHDAC ont un fort pouvoir cytotoxique et leur utilisation en combinaison avec du
5-aza-CdR permet de diminuer les doses nécessaires pour avoir une toxicité sur les cellules
tumorales. Deuxiemement, I'expression d’antigéne par la tumeur et la potentialisation de cette
expression, pourraient permettre d’avoir une activation spécifique du systéme immunitaire dirigée
contre la tumeur. Toutefois, I'étude des effets des drogues épigénétiques sur I'expression des
antigenes de tumeur a été réalisée essentiellement sur la famille des CTA. Nous avons donc voulu
déterminer I'impact de ce co-traitement sur I'expression d’un autre type d’antigéne, I'antigéene

surexprimé MUCL1.

Le 5-aza-CdR seul n’a aucun effet sur I'expression de MUC1. Cependant, |'utilisation d’un
iHDAC induit une forte diminution de I'expression de MUC1, tant au niveau des ARN messagers,
gu’au niveau de I'expression de la protéine a la surface cellulaire. De plus, cette inhibition persiste
lors du co-traitement et est stable pendant 7 jours. Cette inhibition de I'expression de la protéine
MUC1 conduit a une diminution de la reconnaissance par le clone T CD8+ N5.14 spécifique de
I’épitope HLA-A*0201/MUC1(950-958). En contrdle nous avons utilisé le clone dirigé contre NY-ESO-
1, afin de confirmer que les cellules tumorales traitées étaient toujours capable de présenter des
antigenes aux lymphocytes T. Ces résultats impliquent que dans une optique d’utilisation de MUC1
comme cible immuno-thérapeutique, il est important de ne pas coupler ce traitement a I'utilisation
d’iHDAC. Cela suggére également que le choix de I'antigene cible en immunothérapie, si elle est

couplée a des agents épigénétiques est important.
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En effet, ces approches seraient compatibles avec les antigenes de la famille des CTA comme
NY-ESO-1, mais ne le seraient pas pour I'antigene MUCL. La protéine MUC1 posséde également des
propriétés pro-oncogéniques et la découverte de molécules thérapeutiques pouvant I'inhiber peut

donc également se révéler intéressante.
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Downregulation of MUC1 expression and its recognition
by CD8" T cells on the surface of malignant pleural
mesothelioma cells treated with HDACI

DOf 10.1002/e41. 201141800 Qinical immunology

SHORT COMMUNICATION

David Roulois™?, Christophe Blanquart™®, Clarisse Panterne'?,

Fabien Gueugnon', Marc Grégoire™™* and Jean-Francois Fonteneau'=*

' INSERM, Institut de Recherche Thérapeutique de I'Université de Nantes, France
* Université de Nantes, Faculté de médecine, France

Research into new treatments against malignant pleural mesothelioma (MPM) is of great
interest, as this aggressive cancer is often resistant to conventional therapies, One potential
strategy is the use of epigenetic drugs, such as 5-aza-2 -deoxycytidine (S-azaCdR), a DNA-
hypomethylating drug, and valproate (VPA), a histone deacetylase inhibitor (HDACI). Indeed,
these drugs not only trigger MPM cell death, but also induce the expression of cancer testis
antigens recognized by CD8" T cells, such as New York-esophageal cancer-1 (NY-ESO-1). The
objective of this study was to assess effects of these drugs on the expression and recognition
by CD8' T cells of Mucin1 (MUC1}, a tumor-associated antigen that is overexpressed by MPM.
MPM tumor cell fines were treated with epigenetic drugs, alone or in combination. MUC1
expression by MPM cells, and its recognition by a MUC1-specific CD8" T-cell clone, was
downregulated by HDACI when used alone or in combination with 5-azaCdR. This effect was
not due to a bilocking of the HLA class 1 presentation puthway in treated MPM cells, as
NY-ESO-1 induced by S-azaCdR alone, or with VPA, was recognized by a NY-ESO-1-specific
T-cell clone. This study suggests that the choice of tumor antigens could be critical for stra-
tegies combining epigenetic drugs with immunotherapy.

Key words: CD8™ T eells - Mesothelloma + Mucinl + VPA - HDAC

E Supporting Information available online

Introduction

Malignant pletral mesotheliomn (MPM) is a cancer of the pleum,
which develops after chronic asbestos exposure [1]. 1 incidence
should peak around the year 2020 in the developed world, and to
continue the increase in developing countries [2]. Treatments of
MPM indude chematherapy, mdiotherapy and surgery, and are

In this perspecrive, new chemotherapy straregies are of great
interest, for example, the use of epigenetic drugs such as hypo-
methylating agents, notably the DNA hypomethylating drug:
5-aza-2'-deoxycytidine (5-s2aCdR, Decitabine® ), and the hissone
deacetylase nhibitors (HDACI): valproate (VPA, Depakine ™), or
suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA, Vorinostat®). These
drugs display potent anti-cancer activities and promising ther-

of Nmited efficacy, urging the development of new th
approaches (3],

Cerreapemdence: De Jran-Faangols fonlensau
e-mail jean-francois foat @ fr
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apeutic p ials, notably for MPM [4-9), SazaCdR permics
expression of silenced geoes by demethylation of CpG islands
The use of this drug allows dinical benefits in the treatment of
hematopobetic malignancies [10]. HDACH are wed o block

*These suthors contributed equally o this work.
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chwomatin P through hi deacetylation, which
i gene expression [11]. Among HDACE, Depakine and

Vorinoszat are being evaluated in clinic either alone, or in
combination, as cytotoxic drugs for MPM trestment [4, 9, 12].
Furthermare, new mobecules with HDACH properties are curnently
being developed and investigated [13].

In addition to thelr ant-tumor cytotoxicity, these epigenetic
drugs have been shown to modify the immunogenicity of tumor
cells Sigaloni er al. [14] reported that the reatment of MPM cell
lines with 5.azaCdR can induce or the exp of a
certain dass of tumor-associated antigens (TAAs) recognined by
T cells: the cancer testis antigens (CTAs), Weiser et al. [15]
showed that the induction of the CTA, New York-esophageal
cancer-1 (NY-ESO-1), by a seq 3al or of th iC tumor
cell lines with 5-azaCdR and the HDAC! depsipepride, FR901224,
led to recognition of treated mamor cells by NY-ESO-1-spedific
CD8" T cells. More recendy, we reported similar results with
human MPM cell fines using a combination of S-azaCdR/VPA
[16]. In this study, we also showed thar, in & mouse model,
peritoneal mesathelioma tumor AK7 could be reduced by this
combined treatment and was associsted with large T-cell indll-
trates that specfically recognized mmor cells pre-treated with 5.
nxaCAR/VPA. Tohnherﬂmwlhnmhmmh-meﬂm
on the anti-tumor | we pared vacanation
Mmmmwcdhmmdmdnmaeepimdn@o:uha
cytotoxic drugs (curcumin, selenite) and observed thar only
umor cells teated with epigenede drugs immunized mice
ngainst mesothelioma [17). These results suggested that these
drugs could be assoclated with immunothempy for the treatment
of cancer,

Among TAAs recognized by T cells, Mucinl (MUCI) belongs
to the class of overexpressed antigens (hrp://www.cancer-
bmmuniry org/peptdedatabase/ Teellepitopesham). It s a trans
membrane glycoprotein that is normally expressed on apical cell

rface of many epithelial t mdunmmehmnlmdeﬂc
cells In many cancers, MUC] expression is gulated and
mqﬂxysmnbmrmdgymsyhmnwnﬁ:dmcmmuwn
m:ommn by specific T cells [18). Furthermore, this MUCI
cn ibute to survival and migratory proper-
ties of mmor cells [19-21]. We recently showed that MUCI is
expressed by MPM cells and can be recognized by a HLA-A*0201/
MUC1(950-958)-specific CD8* T-cell clone [22]. This epltope
was previously described by Brossart et al. in other cancer types
[a3).

overe

The majority of studies of ic drug on tumor
anﬂgea expression have [om:d on CTAs and have shown
or ion of this cdass of TAAs [ 14, 15, 24-26).

<K

Other dasses of TAAs have been less well studied. Hence, we
decided to determine the effects of thess drugs an the expression
und recognition by T cells of the overexpressed TAA, MUCL. We
show for the first time thar VPA and S-amCdR/VPA induce
downregulation of @ TAA and its recognition by T cells; These
resuls may have an impact in the design of dinical protocols
combining the use of epigenetic drugs and Immunotherapy,
notably for the choice of target antigens.

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Results and discussion

Modification of MUC1 and NY-ESO-1 mRNA levels by
5-azaCdR and VPA treatment

In a previous study, we showed that 5-eeaCdR, alone or in
combination with HDACI VPA or SAHA, induced MPM tumor cell
death and the expression of the CTA NY-ESO-1 by MPM cell lines
(16}, [n this study, we extended this work to another type of TAA:
MUCI, which belongs ® the class of overexpressed tumor
antigens, Five MPM cell lines were treated with 5-azaCdR, VPA
or a sequentinl combination of the two drugs. The concentrations
of S-azaCdR (0.5 M) and VPA (5mM) used in this study were
determined in our previous in vitro study by Leclemy et al. [16].
Indeed, at these concentrations, 5-azaCdR slowed MPM cells
proliferation, bus did not kill mmor cells, whereas VPA induced
about 40% of tumor cell death. Thus, we first confirmed thar this
concentration of VPA was toxic for the MPM tumor cell lines used
In this study. After 48 h of treatment with VPA, we observed a
37% growth imhibition in all MPM cell lines ranging from 23% for
Me1096 to 43% for Meso34, which is mainly due to the toxicity of
VPA (Supporting Information Fig. 1).

Then, MUCI and NY-ESO-1 expresson were measured by
real-time PCR, with RLPO as a reference gene. We observed non.
sgnificant variations of MUC] transcript numbers when MPM
cell lines were teared with 5-azaCdR alone (Fig, 1A and B).
Interestingly, MUCI expression was significandy downregulated
by more than 70% afier geamment with VPA alone (mean
NT = 2664 versus mean VPA=727). The combination of
S-azaCdR with VIPA did not further decrease MUCT expression, As
& control, we messured NY-ESO-1 expression and observed that
NY-ESO-1 expression was induced in MPM cells treated with
SaraCdR (mean = 2043) or with the S-aCdR/VPA combina-
don (mean = 3616) and reached a higher level when both drugs
were used, but was not induced by VPA alone (Fig. 1C and D).
These last results confirm our previous observatons [16]. Alto-
gether, these fimt experiments show that VPA downregulates
MUC1 gene mansaription in MPM cells.

We extended the study o two other TAAs: The CTA MAGE-3
and the overexpressed TAA WT1. For MAGE-3, we observed a
partern of response to the teament mther similar to
NY-ESO-1 (Supporting Information Fig. 2A). Indeed, expression
of MAGE-3 was induced by VPA in two MPM cell lines (Meso34,
Meso45) and Increased in two others (Mesol3, Meso96),
while there was no effect on Mesol44 cell line. The increased
expression was absent (Meso144) or less marked (Meso96) when
MPM ol Hnes abready expressed a high level of MAGE 3
Fimally, for WT1, we obtained more heterogeneous results. We
observed a stmng downmegulation of its expression by VPA for
only one of the MPM cell lines (Meso34) (Suppaorting Information
Fig. 2B).

Overall, these results suggest thar mearment of human
MPM with VPA decresses MUCT gene expression. Thus, HDAC
are Implicated in the regulation of expression of this rumor
antigen.

www,efi- journaleu
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Downregulation of MUC1 protein expression at the
surface of MPM cell lines after VPA treatment

We then d MUC] exp az the surfsce of MPM cells after
mmmmmatmmmml antibody that

MUCI independently of its ghycosylation starus (Fig. 24
nnde Wewdmhmdmutlmnunlﬁoedlﬁ
MPM cell kines treated with VPA alooe, or in combination with
S-azaCdR. 5-wz2CdR alone had o effect on cell surface MUCH levd.
These results comvelate well with the results of RT-PCR experiments.
Thus, VPA treatment downregulates MUCT expresson at the surface
of MPM cells, whereas SazaCdR has no effect.

We extendod this stady w0 other rypes of cancer, We testod MUC
memirane expressan in three lung adenocarcinoma (ADE3, ADK117
and A549), onc breast adenocarcinoma (MCF-7) and one colorectal
carcinoma cell lines (HCT116). We observed n significant down-
regulation of MUCT by VPA for two of three hung adenocarcinoma,
wherens MUCI expression was not significantly affected for the three
other umoe ol Enes {Supporting Informason Fig. 3). Thus, MUC]
downregulation by VPA treatment can alio be observed in other
cancer types, but wies mare consistently seen in MPM ool lines,

In the next experiment, we determined how long MUCI
downregulation lasts in MPM mumor cells. We chserved MUCH
downregulation for at least 10 days, not only at the transcrip-
ronal bevel (Fig, 2C), bur also at the surface expression level with
a 24-h delay (Fig. 2D), suggesting an inhibisory mechanism
predominandy at the wanscriprional level. Maximum MUCI
surface downregulation was observed after 7 days (16.6% of
normal expression) and then slowly recovered t a Jevel close 10
the normal level after 10 days (79.1% of | )

y U test followed by Dunn's post test.

Thus, we demonstrate that VPA strongly  downregulates
MUCT expression at the surface of human MPM tumor cells, for
several days afier trearment This downregulation may have
benefits for the treatment of MPM patients, as overexpression of
MUCT has been described to play a role in the survival and
migratory properties of tumor cells [19-21]. However, MUCI
downregulation may also decrease the recognition of MPM tumar
cells by MUC1-specific ¢ytotoxic CD8' T cells,

Downregulation of MUC1-specific T-cell activation
in response to VPA-treated MPM cell lines

We next wanted to determine whether the downmegulation of
MUCT protein expression Jeads to a decrease in MPM cell line
recognition by MUC1-specific cytotoxic CD8" T cells. Indeéed, we
recently desaribed MUCT as a TAA expressed by MPM cells and
recognized by o HLA-A"0201/MUC1(950-958) specific T-cell
clooe (clone N5.14) on surface of HLA-A®0201" tumor cells
[22]. Thus, we measured done N5.14 TNF production in
response 10 MPM cell lines meawed or not with VPA and/or
S-azaCdR. We obwerved a significant downregulation, by half, of
TNF production in response t0 HLA-AT0201° MPM cell lines
treated with VPA alone or in combination with 5-azaCdR (Fig. 3A
and B), As a conwol, the HLA-A®02017 MPM cell line, Meso13,
was not recognized by done N5.14. We also cbserved that done
N5.14 did not recognized the MUC1 ~ HLA-A®0201" colon cancer
cell line HCT116 (data not shown). These resulis were confirmed
by the mmnrumt ol IFN-y production of clone N5.14 by

+

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

ytog i g and flow cytometry, which also
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Figure 2. Downregulation of MUCT gycoproten at the surfacs of Mlu cell Enes. MPM tumor cell linest were treated with SazasCdX, VIA or 3

combination olboﬁlmolecuhlotuh MUCZexp

flow cytometry. (A) One rep

ining with the MUCL-specific antibody and analyzed by

is shown. Nlack histograma represent botypz control mnd white hmnynm MUCT staming.
y (RF) bx ahown en each hismpgram. (8) Mean + SD of RF] chiulned feum the Hve MPM oell lines in fow Independent

experiments are shown. [C) Kinetics of MUC1 pme v:pru-wn d!mmmal by KT- PC! on the five MPM cell lines is shown (D) Kinetics of MUCI
d by

waface expression on the five MIM cell Anas d
U-test foBowed by Dunn's post test

g d in resp to VPA i cells (data not shown). At
the same time, we observed induction of TNF production by the
HLA-A*0201/NY-ESO-1(157-165)-specific clone MI117.167 in
response  to HLA-A®0201" MPM  cell lines treated with
SazaCdR and/cc VPA. as we previously described [16).
Altogether, these observations show for the fist time down-
regulation of TAAs recognition by T cells following treatment by
VPA, which contrasts with ohservadans dane for CTAs, such as
NY-ESO-1, where epigenetic drugs increase thelr recognition by
specific T cells [24].

Downregulation of MUC1 expression by SAHA-treated
MPM cells and decrease in MUCL-specific T-cell
recognition

To ensure thar downregulaton of MUCT is not o peculiar ability of
VPA and that it con be obtained with another HDACK we treated
MPM mmor cells with 2.5uM of SAHA and we tested MUCI
expression by MPM oells and their recognation by the MUCI-
specific CDB' T-cell clone. We previously showed thar this

ion of SAHA ind i 400 of MPM cells death
[16]. We observed downregulation of MUC1 mRNA for the five
MPM cell lines with n mean of 63% (Fig. 4A), which &
similar to what we obtained after VPA treatment. We also observed
5 I of the b of MUCI in the five

- - &

© 2013 WILEY-VCH Veriag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

wnd flow cy ry are shown ***pc0.001, Mann-Whitney

MPM cell fines with 1 decrease mean of 64% (Fig 4B). Ths
downregulanion was higher to those obtained with VPA which was
sround 500, Finially, the TNF resporse by the MUCI-specific CDB*
T-cell clone N5.14 was alwo deceased in response to the four
SAHA meated HLA-A®0201" MPM tumor celdl fines with a mean of
2% As control HLA-A®0201" Meso1d, veated or not with VPA,
was not recognized by the N5.14 clone.

The results chtained with SAHA were similar to the results
cbined with VPA, They confirm thar downregulation of MUCT
expression by MPM cells is due to the effect of these drugs on HDAC
Thas, our results show that HDACH decroases MUC) expression by
MPM cells and rheir recognition by MUC1-specific T cells.

Concluding remarks

In this study, we described downregulation of MUCT expression
on the surfuce of human MPM tumor cells following treatment
with HDAGE. This downregulation lass for several days and
decreases recognition of tumor cells by MUCT-specific oytotoxic
CD8" T cells. In this study and our previous one [16), we also
show thas the lypomethylating drug 5-axaCdR in synergy with
HDACH induces expression of NYESO-1 and recognition of MPM
cells by a NYESO-1-spedfic CDB ™ T-cell done.

Recendy, in collaboration with the group of Dr. F. Valette, we
chamcrerized the mechanisms of te combination of 5-aza-CdiV/
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Figure 3, Recogition of MUCT o the maface of MM cnll Bnex by un HLA- AWM’C‘I{!K&-DB)-.M CDS" T-oell chone in downeegalused by

VPA treutment. MIM tumor cell lines were trested with S-xzaCdl, VPA ora

to numor cefl lines was measued uaing

) of both moleasl

After 485, TNI production in response

NS4 and M117.167 CDE” T-rell clones (A, ) Data are shown as mean+ SD of resulm cbealned from each
MIM cell Ene and (8, D) data aze shown o mean + SD of results obtained with the 4 MLA-A®0201*

recognized MFM cell lines. Dot are shown us

mean +SD from triplicates of three experiments. “p<0.0% **pe0.01, ** "p<0.001; Mann-Whitney U-test folowed by Dunn's post test.

VPA on induction of NYESO-1 expression (Cartron et al,
submitaed ). We show that NYESO-1 expression in MPM cells is

pressed by the p e of hylated CpG in NYESO-1
promoter and thar the use of S-aza-CAR, which & an analog
of qidine, Impals methylation of the promoter, The use of
HDAC further inceases manscription of the NYESO-1 gene by
inhibiting the d vlation induced by HDAC, hly HDACI,
which regulates this gene through the cydical recuitment
of HDACI-mSin3a-NCOR1, Dnmt3b-HDACI-Egr1 and Dnmrl-
PONA-UHRF1-G9a  complexes. Our laboratory is cumrendy
studying the mechanisms by which HDAGI downregulate MUCT
expression in MPM.

The d sulation of MUC! expr nduced by HDACI
may have beneficial, us well as demrimental, consequences for
treatment of this cancer. Indeed, overexpression of MUC1 s now
thought to play an oncogenic mwle In rumoe cells [19-21]. The
downregulution of MUCT expression by HDACE may represent an
interesting approach to limit the role of MUCI in survival and
migration of mmor cells. Furthermore, HDAC| associated with
hypomethylating drugs, such as 5-azaCdR, have been propased to
induce the expression of a certain cluss of TAA, the CTA, such as
NY-ESO-1 [14-16), which would allow the subsequent targeting
of these antigens n immunotherapeutic approaches (24, 27).
However, our observations rthat HDACI can also induce the
downregulation of expression of other TAA, such as MUCL, and
their recognition by the onmune system, suggest that a strategy
combining epigenetic drugs and Immunotherapy is not adapred
0 all TAAs, Thus, a careful choice of antgens mug be made for
this immunotherapy approach.

© 2011 WILEY-VICH Verlag GmbH & Co KGaA, Weinheim

Tumor cell culture

Pleunsl effusions were obtained lvy lhtnlonommh. Dﬁglom was
establhed by i histoch z. All pati were
informed and gave signed consent HmmanMal linves were
esmblshed from patients’ pleural effusions were characterized and
cukured in our laboraory as desribed [28]. S-azaCdR, VPA and
cedl culture reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin Fallavier, France). Cells were treated with 0.5 M 5-azaGiR
for 72h or 5mM VPA for 48h or 2 combination of bath molecules:
0.5uM SazaCdR for the fimt 72h followed by SmM VPA for the
next 48h. For kinetic experiments, cells were oeated with SmM
VPA for different nme periods In some experiments, cells were
treared with 2.5 xM SAHA during 48h.

CD8’" T-cell clone culture

HLA-A®0201/MUC 1(950-958)- or HLA-A®0201/NY ESO-1{157~
165)-specific CD8" T.cell clones were obtsined by limiting
dilution and cultured as desaibed previousty [29]. Briefly,
T-cell clones were restimulated with Irmadiated (35Gy) feoder
cells. The stimulatory medium consisted of RFMI1640 contalning
8% pHS, 150U/mL 0-2 and 1pg/ml phytohemagglutininL
(PHA-L, Sigma). T-cell dones were maintained in culture by

www efi-journaleu

Page 110



RESULTATS

s 788

Page 111

Dawd Roulos et al

A
i_w
‘|ﬂ
i« 2
i
L1 SarA
B
L
zcu
n-
i-
Il ..
i
Y SANA
c”- m'-l‘u:‘om
im
2o
'e
~ SAMA
Figure 4. SAMA ind 4 ol of MUC iped

and by the HLA-A"ODY
MUCH (950-958) specsfic COR® Tcoll cone. Pive MPM tumar ool lines

pecific antibody and flow cy Y, and (C) the mean TNF producdon
by the NS .14 T<ell clone o mwme to the four MLA-A®0201* tumor
cell lines was measured Dota are shown a= mean+ 5D of results
obtined (rom Ustwe experisnents. ““p<00), “*“pc0001; Mann-
Whitney U-test followed by Dunn's post test.

RNA extraction and real-time RT-PCR

Totsl RNA was extracted with the Nucleospin RNA 1T (Mache rey-
Nagel, Hoerdr, France), One microgram of RNA was reverse-
ranscribed using MMLV revene transcriptase (Invirogen), PCR
reactions were performed wsing QuantTec: Primer Assays
(Qiagen) and RT® Real-Time SYBR-Green/ROX PCR mastermix
(Tebu-bio, Le-Perray-en-Yvelines, France).

Abs and peptides

Mouse anti-human MUCT (clone HMFG-1) was parchased from
Abcam (Paris, France) and PEconjugated goar Flab')® fragment
anti-monse IgG (H+L) was purchased from Beckman Coulter
(Roissy (DG, France). MUC1{950-958), STAPPVHNV and
NY-ESO-1{157-165), SLLMWITQC, peptides were purchased
from Eurogentec (Angers, France).

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGsA, Weinheim

Eor | Immuinol. 2012, 42 783.78%9

Immunoflucrescence and flow cytometry

About 5« 10" cells were smined for 30min at 4°C with 1 pg/ml
isotype controd or speafic mAh. PRS containing 0.1% BSA (Sgma)
was wed for washing and mAb dilution. A second staining was
then performed with PEcanjugated Goat F(ab)® Pragment Anti-
Mouse IgG (H+L). Fluorescence was measured by flow cyrometry
(FacsCalibar, BD Riosclences), using the Cellgquest software (BD
Biosciences ). Rdmwhmmmy(mwnatw
ns the ratio b the le mean fl ity and

L3

the isotype contral mean fluorescence intensity.

TNF production assay

About 5x10% wmor cells were co-cultured with 3« 10%
HLA-A®0201-restricted, MUC1(950-958) or NY-ESO-
1(157-165)-specfic CD8"* T-cell done in a 96-well plate for 6h
at 37°C, in triplicare, TNF released by T cells into culrure
supernatants was measured after 18h using a colorimetric assay
based on cytotoxidty to WEHT 164 clane 13 [30].

Statistical analysis

Sumistical sigmificance was caloubsted wing GraphPad PRISM.
Coenparisons between groups vessus control were made using the
Mann-Whimey Ues followed by Dunn's post test (multiple
comparnisons). A twotailed pvalue «< 005 was considered signifi-
cant. “paalue <0.05; **pantue <0.01; ***pankie <0.001.
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Supplemental figure 1: Effect of VPA on MPM namor cell viabiline: MPM cell lines
were treated with SmM of VPA for 48hrs. Cell viability was measured by Uptiblue and
flow eytometry. Viabality for each cell lines (A) and mean viability on all cell lines (B)
are expressed as percentages (mean with SEM on three experiments).

{Determination of cell viability by Uptibiue.

Cell growth was monitored usmg Uptiblue (Interchum). Reduction of this compound by
the cell results i the formation of a fluorescent compound quantified by measuring
fluorescence at 595 nM after excitation at 532 oM usmg a Typhoon apparatus. Cells
were seeded in 96-well plates at a density of 5x10° cells/well in culnue medium
Twenty-four hours later, Uptiblue (5%, v/v) was added to the culture medium for 2h30
min at 37 °C. Fluorescence was measwred and was related to the number of cells at day
0. Culture mednun contaming Uptiblne was replaced by medinm with/without HDAC,
for 48 h. Uptiblue was then added to the culture medium for 2h30 min at 37 °C.
Fluorescence was measured as desenbed above and was related to the munber of cells at
day 2. Cell growth was defined as the ratio of fluorescence intensity at day 0 to
fluorescence intensity at day 2.)
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Supplemental figure 2 analvsis of MAGE-3 and WTI gene expression after VPA
treatment of MPM cell lines- five MPM tumor cell lines were treated with 5-azaCdR.
SAHA or combination of both molecules. 48hrs later, expressions of MAGE-3 (A) and
WTI (B) genes were measured by RT-PCR. Histograms show a representative
experiment out of three.
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DISCUSSION

A ce jour, le Mésothéliome Pleural Malin reste un cancer incurable. L'observation de cas de
rémissions spontanées, partielles et associées a la présence d’un infiltrat lymphocytaire [78], le
meilleur pronostic des patients présentant un fort taux de lymphocytes T CD8+ [81], ou encore la
présence d’anticorps dirigés contre la tumeur dans le liquide pleural des patients [79] semblent

indiquer I'importance du systeme immunitaire dans le contréle de ce cancer.

Partant de ce constat, il parait évident que des approches d’immunothérapies soient
développées pour le traitement de ce cancer. Ces approches peuvent consister en |'utilisation de
cytokines, telles que I'lIFN-B ou I'IL-2 [84]. Cependant, ces stratégies sont non antigéne-spécifiques et
présentent relativement peu d’effets. Des stratégies plus spécifiques sont aussi développées comme
la thérapie ciblée a base d’anticorps, par exemple I'utilisation du bevacizumab, un anticorps bloquant
du récepteur au VEGF. Cet anticorps utilisé en combinaison avec de la chimiothérapie n"augmente
guasiment pas la médiane de survie des patients (15,6 contre 14,7 mois) [397] et présente donc des

effets peu significatifs.

Plus récemment, une autre stratégie d'immunothérapie développée par le groupe de
Hegmans, dans un essai clinique de vaccination a base de cellules dendritiques chargées par un lysat
tumoral, a permis d’obtenir des résultats intéressants pour le mésothéliome [85]. Cette vaccination
semble bien tolérée chez le patient. En ce qui concerne les effets cliniques, trois réponses partielles
ont pu étre observées, ainsi qu’une réponse stable chez un autre patient. Bien que peu suffisante,
cette étude a démontré la faisabilité d’'une approche d’immunothérapie visant a stimuler des
réponses T spécifiques dans le MPM. Cependant I'un des problemes majeurs rencontrés dans le
développement des stratégies de vaccination est I'absence de cibles antigéniques identifiées. Ces
cibles antigéniques sont utiles aussi bien pour le développement de vaccination ciblée que pour le

suivi de I'efficacité des traitements immuno-thérapeutiques chez le patient.

Mon projet de thése a donc consisté a rechercher des antigéenes du MPM. Pour cela, j'ai dans
un premier temps utilisé une approche d'immunologie classique. Afin d’identifier des antigénes du
MPM, les cellules présentes dans les liquides pleuraux de patients ont été isolées. Les lignées
tumorales des patients ont été obtenues d’une part, et les populations lymphocytaires T (TIL pour
tumor infiltrating lymphocytes) ont été isolées et amplifiées d’autre part. Au cours de ma these, j'ai

obtenu et testé 10 couples TIL-tumeur et sur I'ensemble de ces couples, seul un présentait une
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activité faible et spécifique des lymphocytes T dirigés contre la lignée tumorale autologue. De par la

faible activité de reconnaissance, I'identification de I'antigene reconnu n’a pas pu étre réalisée.

Le MPM semble donc étre un cancer relativement peu immunogéne en comparaison avec
d’autres cancers décrits comme tres immunogenes, comme le mélanome. En effet, dans les
mélanomes, on observe une fréquence de 40 a 50% des patients présentant des TIL réactifs vis-a-vis
de la lignée tumorale autologue. Ces TILs peuvent reconnaitre un grand nombre d’antigenes
différents [398-399]. Pour le MPM, mes résultats ont montré que cette fréquence est de l'ordre de
10%. Cette faible reconnaissance des lignées tumorales de MPM par les lymphocytes T autologues
suggére donc que le MPM est un cancer spontanément peu immunogene. Bien qu’il y ait une
présence de lymphocytes T dans les liquides pleuraux de patients, ces derniers ne semblent pas étre
réactifs vis-a-vis de la tumeur. Toutefois, la présence d’un cas de rémission partielle spontanée
associée a un infiltrat lymphocytaire [78], ainsi que certaines études montrant un meilleur pronostic
lors de la présence de lymphocytes T soulignent I'importance des lymphocytes T dans cette

pathologie [79].

Cette absence de réponse pourrait s’expliquer par un contexte tumoral immuno-régulateur,
notamment par la présence de cytokines inhibant cette réponse T spécifique, telles que I'lL-10 ou
encore le TGF-B [22]. Plus récemment, il a également été décrit I'expression par les cellules
tumorales et les lymphocytes T de récepteurs et de ligands bloquant la réponse immunitaire
appartenant a la famille des molécules B7, comme PD-1 et son ligand PD-L1, ou encore Tim-3.
L’expression de ces molécules inhibitrices par les lymphocytes T (PD-L1 et Tim-3) empéche ainsi
I'activation de ces derniers et est impliquée dans I’échappement tumoral. Des études ont démontré
la possibilité de restaurer une réponse T efficace en bloquant ces récepteurs [167-168]. Dans
I’équipe, il a été récemment observé que les TILs de patients exprimaient fortement PD-L1 et Tim-3.
Il serait donc intéressant de développer cet aspect dans le futur et de déterminer si I'inhibition de ces
molécules nous permettrait de mettre en évidence des réponses T dirigées contre la tumeur.
D’ailleurs, I’équipe de BW Robinson a déja montré le bénéfice anti-tumoral de I'utilisation d’un tel
anticorps, dans un modele murin de MPM [400]. Cela suggere que |'utilisation d’anticorps inhibant
PD-1 ou PD-L1 pourrait étre efficace en combinaison avec d’autres stratégies comme

I'immunothérapie, la thérapie ciblée ou encore la chimiothérapie [401].

L'approche d’'immunologie directe se révélant infructueuse dans la recherche de cibles
antigéniques du MPM, une autre approche a donc été choisie. Il s’agit de I'approche d'immunologie

inverse. Dans cette derniére, il s’agit de vérifier si des lymphocytes T peuvent reconnaitre
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spécifiguement des antigenes candidats exprimés par le cancer d’intérét. Ces antigenes candidats
sont décrits en fonction des données de la littérature, mais aussi des données de puces

pangénomiques.

Au cours de ma these, je me suis intéressé aux protéines MSLN et MUC1, car ces antigenes
ont été décrits par notre équipe comme étant surexprimés [390-391]. Concernant la reconnaissance
des ces antigenes par des lymphocytes T dans le cadre du MPM, une étude avait décrit la
reconnaissance d’'une seule lignée de MPM par un clone spécifique de la MSLN [87], et aucune
donnée de littérature n’était disponible faisant état de réponses T spécifiques de MUC1 et dirigées

contre des lignées tumorales de MPM.

Partant de ces données, j'ai donc obtenu des clones T spécifiques dirigés contre des épitopes
de la MSLN et de MUC1. Nous avons obtenu plusieurs clones T CD8+ spécifiques de ces deux
antigénes. Cependant, parmi ces clones, seul un spécifique de I'épitope HLA-A*0201/MUC1(950-958)
était capable de reconnaitre spécifiquement les lignées tumorales HLA-A*0201 de MPM. Ceci montre
bien toute la difficulté d’identifier des antigeénes de tumeur par immunologie inverse. En effet, une
des limites de I'immunologie inverse est I'absence de reconnaissance des cellules tumorales qui
expriment |’antigene candidat. Une réponse aux cellules T2 chargées en peptides ne signifie pas que
ces peptides sont effectivement présentés par la cellule tumorale. On peut retrouver des exemples
dans la littérature comme I'épitope de HLA-A*0201/HER-2/neu(369-377) [192] ou encore 'antigéne
HLA-A2*0201/MAGE 3(271-279) [193]. Les premiers outils d’algorithme de prédiction de peptides se
basaient uniquement sur la possibilité de liaison de ces peptides aux molécules HLA d’intérét.
Cependant, une autre donnée importante est a prendre en compte : il s’agit des sites de clivages par

le protéasome. On retrouve ainsi de nouveaux outils tels que MAPPP (http://www.mpiib-

berlin.mpg.de/MAPPP/) qui associe prédiction de clivage par le protéasome et probabilité de liaison

aux molécules du CMH. En plus de cette complexité, il arrive également que certains peptides soient
modifiés, ou résultent d’un clivage et réassociation de deux peptides, avant d’étre présentés a la
surface cellulaire, ne pouvant ainsi pas étre prédits par les algorithmes existants [402]. Tout ceci
contribue a augmenter la difficulté d’identifier les peptides par une approche d’'immunologie inverse.
Une seconde hypothese peut également expliquer cette absence de réponse. Il est possible que les
clones T ne soient pas assez affins pour le complexe CMH/peptide, et qu’il n’y ait donc pas assez
d’épitopes présentés par les cellules tumorales pour conduire a une activation des clones T. Cette
hypothese est d’ailleurs confortée par les résultats de ma thése. En effet, sur les deux clones
spécifiques de I'épitope HLA-A*0201/MUC1(950-958), seul le clone le plus affin reconnaissait les

cellules tumorales.
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L'étude par immunologie inverse de la réponse T et dirigée contre |'épitope HLA-
A*0201/MUC1(950-958) m’a permis de décrire un nouvel antigéne du mésothéliome. Tout d’abord,
I’étude de I'expression de MUC1 a la surface cellulaire grace a des anticorps spécifiques soit d’un état
hypoglycosylé de MUC1, soit reconnaissant toutes les formes de MUC1, m’a donc permis de mettre
en évidence une hétérogénéité tant au niveau de la quantité de protéine MUC1 exprimée a la surface
cellulaire que dans l'état d’hypoglycosylation de cette protéine. En effet, jai démontré que
I'ensemble des lignées de MPM expriment MUC1 avec une grande variabilité dans le niveau
d’expression a la surface des cellules. J'ai ensuite remarqué que certaines lignées présentent un fort
marquage des anticorps reconnaissant la protéine MUC1 hypoglycosylée (SM-3 et VU-3-C6), alors
gue d’autres au contraire sont trés peu reconnues par ces anticorps. J'ai également observé qu'’il y a
une grande variabilité dans le niveau d’expression des ARN messagers de MUC1 et que cette
expression n’est pas corrélée au niveau d’expression de MUC1 a la surface cellulaire. Cela peut
s’expliquer de plusieurs facons. Tout d’abord, les anticorps dirigés contre la protéine MUC1
reconnaissent la région VNTR, dont le nombre est polymorphique. Il est possible qu’il y ait la fixation
de plusieurs anticorps par molécules MUC1 et donc que l'intensité de marquage soit ainsi plus ou
moins forte en fonction du nombre de VNTR par molécules MUC1 [314]. Une autre explication
possible est que nous observons I'expression de MUCL a la surface cellulaire et il est possible que
cette expression ne reflete pas entierement le niveau d’expression protéique totale de MUC1. En
effet, une partie des protéines MUC1 produites peut étre clivée notamment en CA15-3, un marqueur

soluble de certains cancers [403-404].

J'ai ensuite étudié la reconnaissance des lignées de MPM par le clone T CD8+ N5.14
spécifiqgue de MUC1. Concernant cette reconnaissance, j'ai obtenu deux clones présentant des
affinités différentes pour le complexe CMH/peptide. Seul le clone N5.14, reconnaissant les cellules
présentatrices chargées avec les plus faibles concentrations de peptide, est capable de reconnaitre
les cellules tumorales. Cela suggére I'importance de I'affinité du TCR pour la reconnaissance du
complexe CMH/peptide dans la reconnaissance des cellules tumorales. La suite du travail a donc été
effectuée avec le clone N5.14. Toutes les lignées de MPM HLA-A*0201 sont reconnues a des niveaux
variables. Nous avons tenté de voir s’il y a une corrélation entre le niveau de reconnaissance et le
taux d’expression des ARN messager, ou encore le niveau d’hypoglycosylation. Du fait de la variation

du marquage MUC1 a cause des VNTR, nous n’avons pas observé de corrélation avec le niveau
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d’expression de MUCL1 a la surface cellulaire. Concernant le taux d’expression des ARN messagers,
ces résultats ne sont pas présentés dans la theése, mais il y a une certaine corrélation entre le niveau
des ARN messagers et le niveau de reconnaissance par le clone T CD8+ spécifique de MUCLI.
Concernant le niveau d’hypoglycosylation, aucune corrélation avec la reconnaissance du clone T n’a
pu étre mise en évidence. Afin de vérifier que le niveau d’hypoglycosylation n’intervient pas dans la
reconnaissance de cet épitope, nous avons traité les lignées de MPM avec un inhibiteur compétitif
des O-glycosylations. Nous avons d’abord observé que cet inhibiteur était bien actif puisqu’il y avait
une forte augmentation du marquage par les anticorps spécifiques de la forme hypoglycosylée.
Cependant, cette augmentation de I’hypoglycosylation n’est pas associée a une augmentation de la
reconnaissance des lignées par le clone MUC1 N5.14. De plus, au cours de ma thése, j'ai observé que
les cellules dendritiques expriment la protéine MUC1 hyperglycosylée et qu’elles peuvent étre
reconnues de facon spécifique par le clone N5.14 dirigé contre I'épitope HLA-A*0201/MUC1(950-
958) lorsqu’elles exprimaient la molécule HLA-A*0201. Cela suggere que la reconnaissance de

I’épitope HLA-A*0201/MUC1(950-958) n’est pas dépendante de la glycosylation.

Dans la littérature, I'importance des glycosylations dans la reconnaissance de MUCL1 par des
clones T spécifiques n’est pas tres claire. Certaines études supposent qu’une plus grande
hypoglycosylation de la protéine MUC1 est associée a une meilleure reconnaissance [405]. Cela
pourrait s’expliquer par un blocage du protéasome en présence d’'une protéine MUC1
hyperglycosylée [406]. En effet, la protéine MUC1 hyperglycosylée est efficacement clivée par le
protéasome, afin de produire des peptides se fixant sur les molécules CMH II, cependant ces
glycosylations semblent empécher la production de peptide pouvant se fixer sur la molécule du CMH
. la protéine MUC1 hyperglycosylée permettrait donc I'apparition de réponses T CD4+ mais pas CD8+
[407].

Cette reconnaissance des cellules dendritiques semble donc en contradiction avec les études
précédentes et pose la question de la place de la glycosylation normale ou anormale de MUC1 dans
I'activation d’'une réponse MUC1 spécifique et effectrice. En effet, ces glycosylations pourraient étre
importantes dans les stratégies de vaccination dirigées contre MUCI. Il apparait que la vaccination
avec des peptides glycosylés pourrait conduire a I'apparition d’une réponse tolérogéne vis-a-vis de
MUCI1, alors que l'utilisation de peptides présentant des glycosylations anormales pourrait au

contraire favoriser I'établissement d’une réponse T spécifique de MUC1 [337, 339].

L'ensemble de ces travaux a démontré que la protéine MUC1 est un antigéne candidat du

MPM, exprimée par une trés large majorité de lignées tumorales. Cette expression permet la
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reconnaissance de l'ensemble des lignées HLA-A*0201+ par le clone T spécifique de HLA-
A*0201/MUC1(950-958). Il existe actuellement deux stratégies vaccinales principales ciblant MUC1
et utilisées dans le cancer du poumon : le TG4010 de Transgéne et le L-BLP25 de Stimuvax. Ces
stratégies sont en essais cliniques de phase Ill dans le cancer du poumon et il serait intéressant de
savoir si ces approches pourraient étre appliquées au MPM. Plus largement, il existe un grand
nombre de stratégies ciblant MUC1 en phase d’essai clinique ou encore en phase de développement
dans les laboratoires de recherche. J'ai rédigé a la fin de ma thése une revue qui décrit I'ensemble de
ces stratégies (Annexe 2). Ces nouvelles approches pourraient elles aussi étre appliquées au MPM,

apres confirmation de leur faisabilité et de leur efficacité.

Le MPM étant un cancer présentant un contexte immuno-régulateur fort, il serait également
intéressant de coupler ces stratégies de vaccination avec des approches permettant de réverser ce
contexte immuno-régulateur. C'est I'un des objectifs de I'équipe du Dr. Marc Grégoire qui travaille
sur deux approches thérapeutiques susceptibles de favoriser une réponse immunitaire anti-
tumorale. La premiére est |'utilisation d’une souche vaccinale du virus de la rougeole afin de tuer les
cellules tumorales de MPM et d’induire une réponse immunitaire anti-tumorale, travaux auxquels j’ai
participé (Annexe 3). La seconde est I'utilisation d’'une combinaison de drogues épigénétiques
(iDNMT et iHDAC). Il a déja été décrit précédemment que les cellules tumorales pouvaient exprimer
un certain nombre de CTA sous l'influence des iDNMT tels que le 5-aza-CdR [408]. L'équipe du Dr.
Marc Grégoire, ainsi que d’autres groupes, ont démontré |'intérét d’utiliser ces deux agents en
combinaison (iDNMT et iHDAC). En effet, dans le MPM, la combinaison de ces deux molécules
permet d’induire I'expression des CTA, tels que NY-ESO-1, tout en augmentant la toxicité des iHDACs
a plus faibles concentrations. De plus, ces cellules co-traitées sont alors reconnues par des clones de
lymphocytes T spécifiques de NY-ESO-1. L’équipe a également mis en évidence la présence d’un
infiltrat lymphocytaire important chez les souris portant une tumeur et traitées par I'iIHDAC seul ou
en combinaison avec un agent déméthylant I’ADN [308-309]. Une étude clinique dans les leucémies a
également mis en évidence chez des patients I'établissement de réponses T dirigées contre les
antigenes de la famille MAGE apreés I'utilisation d’'une combinaison de drogues épigénétiques [311].
Ces études démontrent I'intérét de ces approches et notamment la capacité a induire des réponses T

spécifiques, a la fois dans les modéles murins et chez le patient.

C'est donc dans ce contexte que je me suis intéressé a I'impact de ce co-traitement sur
I’expression de I'antigene MUC1 et sur la réponse T CD8+ spécifique du clone N5.14. En effet, ces
approches de traitement des cellules tumorales par des drogues épigénétiques se sont

majoritairement intéressées a I'impact des traitements sur I'expression des cancer testis antigens,
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mais beaucoup moins a l'expression des autres catégories d’antigenes. Dans cette étude, j'ai
démontré d’une maniére intéressante que les deux iHDACs étudiés, le VPA et le SAHA, induisent une

inhibition de I'expression de MUCL1.

Cette inhibition se retrouve a la fois au niveau des ARN messagers et de I'expression de la
protéine a la surface cellulaire. Cette inhibition de I'expression de MUC1 est également stable
pendant 7 jours lors d’un traitement par le VPA. De plus, nous avons démontré que cette inhibition
de I'expression des ARN messagers et de la protéine MUC1 est responsable d’une plus faible
reconnaissance des cellules tumorales de MPM par le clone N5.14 T CD8+ spécifique de MUC1. Dans
cette étude, j’ai également confirmé les résultats précédemment obtenus dans I'équipe en ce qui
concerne l'induction de NY-ESO-1 par les drogues épigénétiques, ainsi que sa reconnaissance par un
clone T spécifique de NY-ESO-1. Ces résultats suggerent donc que les cellules tumorales sont toujours

capables de présenter des antigénes tumoraux et d’activer des lymphocytes T.

Cette étude souléve deux points importants. Le premier est que si I'on envisage d’utiliser les
drogues épigénétiques en combinaison avec de I'immunothérapie, il faut faire attention a I'antigéne
qui est ciblé. Cette approche pourrait étre réalisable si I'on veut cibler les CTA, mais ne serait pas
adaptée pour d’autres antigenes comme MUCL. D’une maniére plus générale, la chimiothérapie peut
avoir un impact négatif sur I'expression de certains antigenes de tumeur. Ces éléments sont donc a
prendre en compte lorsque des patients sous chimiothérapie sont recrutés dans des essais
d’'immunothérapie. Cette étude nous renseigne également sur la régulation épigénétique de MUCL1.
En effet, I'utilisation de drogues épigénétiques a la capacité d’inhiber I'expression de MUC1. Cela
suggere que des mécanismes épigénétiques, notamment de modulation de I'acétylation du
promoteur de MUC1, peuvent entrer en jeu. Le promoteur de MUC1 est relativement bien connu
[374], cependant sa régulation épigénétique I'est beaucoup moins. Seule une étude décrit
I'implication de la méthylation de I’ADN ainsi que I'acétylation et la méthylation de la lysine 9 de
I’histone H3 dans le controle de I'expression de MUC1 [389]. Selon ce modéle, nous aurions du nous
attendre a une surexpression de MUC1 dans le MPM et non pas a une inhibition suite au traitement
par les iHDAC. Cela suggére donc que d’autres mécanismes (épigénétiques ou non) doivent entrer en
jeu dans cette régulation. Ces mécanismes pourraient étre la présence de la modulation d’autres
marques histones, la surexpression ou l'inhibition de facteurs impliqués dans la régulation de
MUC1[374] ou encore la modulation de la voie STAT3, connue pour étre impliquée dans la régulation

de MUC1 [409].
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Dans la littérature, il apparait également de plus en plus que MUC1 est une protéine pro-
oncogénique, favorisant la migration cellulaire et les processus tumoraux [375]. Son ciblage et son
inhibition permettent de réduire I'agressivité des tumeurs et de les rendre plus sensibles aux agents
de chimiothérapie, tels que la doxorubicine [410]. Une meilleure compréhension de sa régulation
serait donc utile afin de pouvoir cibler spécifiqguement cette protéine et essayer d’éteindre ou de

réduire son expression.

En conclusion, nous avons décrit que la protéine MUC1 est un antigéne du MPM pouvant
étre reconnu par des lymphocytes T CD8+. Sa surexpression par I'ensemble des lignées de MPM en
fait donc une cible d’intérét dans I'élaboration de stratégies de vaccination thérapeutique.
Actuellement, il existe deux stratégies principales ciblant MUC1: le TG4010 et le BLP25. Ces
stratégies sont actuellement en essais cliniques de phase IIB et Ill dans le cancer du poumon [358,
362]. En fonction des résultats de ces essais, il serait intéressant de réfléchir a leurs développements

dans le MPM.

Dans la seconde partie de ma these, j"ai démontré que les drogues épigénétiques peuvent moduler
I'expression d’antigéenes de tumeur et que dans une optiqgue de combinaison avec de
I'immunothérapie, les cibles antigéniques doivent étre choisies avec précaution. En effet, ces drogues
ont la capacité d’induire I'expression de nouveaux antigenes de tumeur, pas encore présentés au
systeme immunitaire, comme les CTA, et donc ayant un fort pouvoir activateur de ce dernier. Mais
elles peuvent également moduler négativement I'expression d’antigénes de tumeur déja exprimés
comme je I'ai montré pour MUCLI. Plus globalement, cette constatation souléve un probleme dans
I'utilisation de la chimiothérapie en combinaison avec I'immunothérapie. Les agents
chimiothérapeutiques peuvent avoir un effet délétére sur le systéme immunitaire et/ou sur
I’expression des antigenes de tumeur. Le choix des cibles antigéniques dans ces combinaisons, doit

donc étre réalisé avec précaution.

En perspective, 'ensemble de ce travail de these a permis de mettre en évidence l'intérét de
la protéine MUC1 en tant que cible antigénique du MPM. Il existe un grand nombre de stratégies
ciblant MUC1 dans différents types de cancer. Parmi ces stratégies, deux sont actuellement en phase
d’essai clinique de phase Ill dans le cancer du poumon (TG4010 et L-BLB25). Il serait donc intéressant
d’adapter ces différentes stratégies dans le MPM. Plus largement, les autres approches
thérapeutiques moins avancées (phase | et Il) ciblant MUC1 pourraient elles aussi étre adaptées au

MPM.
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La démonstration que MUC1 est un antigene du MPM, est également une donnée pouvant se
révéler utile pour l'immuno-monitoring des réponses T induites par des stratégies
d’'immunothérapies du MPM. Il serait intéressant, par exemple, de regarder dans les essais cliniques
qui visent a stimuler une réponse immunitaire par des cytokines comme I'IL-2, mais aussi par des
stratégies de vaccinations comme l'injection des DC chargées avec du lysat tumoral si des réponses T
dirigées contre MUCL1 sont induites. L'obtention d’un clone T dirigé contre MUC1, pourrait également
permettre la validation d’un tétrameére spécifique de I'épitope HLA-A*0201/MUC1 (950-958), ce qui

améliorerait I'immuno-monitoring.

Notre équipe a démontré que les approches de combinaison de drogues épigénétiques sont
intéressantes dans le MPM, puisqu’elles permettent de faire exprimer des antigenes de tumeurs,
notamment ceux appartenant a la famille des CTA. Ces drogues pourraient donc étre utilisées dans le
MPM en combinaison avec des stratégies de vaccination ciblant NY-ESO-1 ou d’autres CTA dont
I’'expression est induite par le traitement. Cependant, I'effet de ces drogues n’avait pas été testé sur
I’expression d’autres TAA. Mes travaux de théses montrent que les drogues épigénétiques peuvent
avoir des effets négatifs sur I'expression et la reconnaissance de certains antigénes de tumeur par les
lymphocytes T spécifiques. Une stratégie de combinaison des drogues épigénétiques avec de
I'immunothérapie serait donc adaptée pour certains TAA, comme les CTA, mais ne le serait pas pour
d’autres, comme MUC1. D’une maniere générale, ma these pose la question de l'effet de la

chimiothérapie sur des approches immuno-thérapeutiques.

Il serait de plus intéressant de comprendre comment |'expression de la protéine MUC1 est
inhibée par les iHDACs étant donné I'accumulation de données récentes dans la littérature suggérant
un réle pro-oncogénique de MUCL. Pour ce faire, plusieurs stratégies peuvent étre utilisées, la
premiere consiste a faire un screening par immuno-précipitation de la chromatine des marques
histones et d’observer si certaines de ces marques sont modulées par les iHDACs. Dans un second
temps et en fonction des résultats précédents, il est possible que les iHDACs modulent I'expression
de facteurs de transcription ou de facteurs inhibant I'expression de MUC1. Sur la base des données
précédentes, il pourrait étre utile de rechercher immuno-précipitation de la chromatine une
variation de fixation de ces facteurs et déterminer si des complexes protéiques sont dérégulés au
niveau du promoteur de MUC1 par les iHDACs. Cette étude devrait permettre d’améliorer les
connaissances sur la régulation de MUC1 et participer au développement de molécules ciblant

MUCI1, non pas pour ses propriétés antigéniques, mais oncogéniques.
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ANNEXES

Annexe 1: The combination of CCL2, LGALS3 and soluble mesothelin related peptide
biomarkers improves the diagnosis of Mesothelioma in pleural effusions

The combination of CCL2, LGALS3 and soluble mesothelin related peptide biomarkers improves the
diagnosis of Mesothelioma in pleural effusions. Blanquart C, Gueugnon F, Nguyen JM, Roulois D,
Cellerin L, Sagan C, Perigaud C, Scherpereel A, and Gregoire M. J. Thor. Oncol., 7(5):883-889. 2012.

OBJECTIFS ET RESULTATS PRINCIPAUX:

La recherche de nouveaux biomarqueurs du MPM est un enjeu majeur dans la prise en
charge de cette maladie. En effet, le diagnostic différentiel entre un MPM et une métastase d’'un
autre cancer, notamment des métastases d’adénocarcinome pulmonaire, est parfois tres difficile. Il
est donc important de trouver de nouveaux biomarqueurs, permettant de diagnostiquer plus

précocement, avec une robustesse plus grande les patients atteints d’'un MPM.

Dans cette étude, des dosages Elisa ont été réalisés a partir d’'une collection d’échantillons de
liguides pleuraux de patients, afin de comparer le potentiel diagnostic de nouveaux marqueurs CCL2,
SLP1 et galectine-3 par rapport a des peptides solubles de la mésothéline (SMRP). Cela permet aussi

d’évaluer I'intérét de combiner ces différents marqueurs pour obtenir un diagnostic fiable.

Dans cette étude, une augmentation significative de la SMRP, de CCL2 et de SLP1 a été
observée dans les liquides pleuraux de patients atteints d’'un mésothéliome. La galectine-3 qui est
quant a elle présente a un niveau plus élevé dans les liquides pleuraux de patients atteints d’un

adénocarcinome pulmonaire.

Une analyse statistique a permis de mettre en évidence que la combinaison du dosage de
trois de ces biomarqueurs SMRP/CCL2/galectine-3 permet d’augmenter la robustesse du diagnostic

de cette maladie en comparaison de I'utilisation de la SMRP seule.

Cette combinaison de biomarqueurs semble donc étre prometteuse afin de réaliser un
diagnostic différentiel des patients atteints d’'un MPM ou d’'une métastase d’adénocarcinome

pulmonaire, a partir des liquides pleuraux.
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CCL2, Galectin-3, and SMRP Combination Improves the
Diagnosis of Mesothelioma in Pleural Effusions

Christophe Blanguart, PhD.* Fabien Gueugnon, PhD,* Jean-Michel Nguyen, MD, *#
David Roulois, PhD Student,* Laurent Cellerin, MD,} Christine Sagan, MD,§

Christian Perigaud, MD.}

Introduction: Malignant pleural mesothelioma (MPM) 15 a lughly
agpressive tumor with poor prognosis. One major challenge for this
di ws the develop of new, early, and highly refiable diag-
nostic markers. The aim of this study was 1o compare the diagnostic
value of the chemokine chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2),
galectin-3, und the secrctory Ieukocyte peptidase inhibitor {SLPT)
with soluble mesothelin-relased peptides (SMRP), and 10 evaluate
the dagnostic performance of marker combinations,
Methods; The levels of the different markers were measured by
erzyme-linked immunosorbent nssay in pleural fluds from paticnts
with MPM (r = 61), adenocarcmomas (ADCA, » = 25), or with
benign pleunal effusions (BPE, n = 15),
Results: SMRE. SLPL and CCL2 concentrations were significantly
higher in pleural effusions from heliomu pati C Ty,
galectin-3 levels seemed 10 be clevated in patients with pulmonary
ADCA. Receiver operating characteristic curve analysis revealed
that SMRP (area under the curve [AUC] = 0,9059), CCL2 (AUC =
0. 70!2). plcclm-S (.-\UC 0.7584), and SLPI{AUC = (1.7219) were
jomarkers for the diff of MPM
pmenls fmm those vn!h BPE or AD('A Oflnlcreﬂ. we showed that
the combination of SMRP/CCLY galectin-3 greatly improved MPM
dingnasis (AUC = 0,968()), when mm;nnd unh SMRP akone.
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o

alignant pleural mesothelioma (MPM) 1s a rare cancer,

usually associated with asbestos exposure. As a consc-
quence of the widespread use of ashestos over the past cen-
tury, and the long latency period between asbestos exposure
and tumor development, the worldwide incidence of MPM
is expected to continue fo rise substantinlly over the next
2 decades.

The dagnosis of MPM is difficult because (1) the dis-
ease may arise in patients up 1o 40 years after asbestos expo-
sure, (2) the clinical and imaging signs of this cancer are
rather nonspecific and may appear late, and (3) a definitive
diagnosis, which relies on histology, can sometimes be very
difficult to achieve.” It can also be difficult to distingussh
MPM from benign pleursl cffusions (BPE) or from other
cancers, notably adenocarcinomi (ADCA )" In some cascs.
it is impossible to obtain a definitive diagnosis even afier his-
tological analysis of pleural biopsies or because tumor tissue
was not available from frail patients. To date, no single marker
or panel of soluble (dedicated) biomarkers has been estab-
lished to obtain a clear diagnosts of MPM.” Such o marker or
combination of markers could be very helpful for clinicians
for an carlier diagnosis of mesothelioma, and perhaps for the
management of the discase (discase monitoring, prediction of
response to treatment, and prognostic evaluation),

Soluble markers are already used routinely in the dm%-
nosis and/or tumor monitoring of several types of cancer,
Soluble markers, such as osteopontin'’ or soluble mesothe-
lin-related peptides (SMRP)''* have recently been identi-
fied as potentially useful in the evaluation of mesothelioma.
The potential diagnostic value of SMRP in MPM was also
supported by our study showing that SMRP results from
an aberrunt alternative messenger RNA splicing and metal-
loprotease shedding of mesothelin in mesothelioma cells.™
However. SMRP is not secreted by some MPM, in particular
the sarcomatoid mesothelioma subtype, which strongly limits
its value in climical practice. The wentification and validation
of new soluble markers are, thus, urgently needed to improve
the noninvasive diagnosis of MPM, Because pleural effu-
sion analysis is very often the first dingnostic step in paticnts
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suspected of MPM, we focused on the assessment of soluble
biomarkers in pleurnl fluids.

The aim of this study was 1o compare and combine the
diagnostic value for MPM of previously and newly identified sol-
uble markers, In a previows study, we identified the chemokine,
chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), ond galectin-3
(LGALS3) as new. potential soluble markers for MPM diagno-
sis notably to differentiate MPM from lung adenocarcinomae.” In
the present study, levels of CCL2, galectin-3, SMRP, and secre-
tory leukocyte protease inhibitor (SLP1) in pleural effusions from
patients with suspected MPM or ADCA were compared. In addi-
tion, the expression of these soluble markers was also desermined
in the supernatants of cell lines (17 MPM and ADCA cell lines)
that we established from pleural fluids. Individual- or combined-
expression analyses of all soluble markers were performed to
determine their abilitics to obtain an accurste diagnosis of MPM,

PATIENTS AND METHODS

Patients

Pleural-cffusion samples from patients consulting for
chest pain or shoriness of breath with a suspicion of MPM, or
with a recent diagnosis of MPM, were aseptically collected by
thoracocentesis at the Lagnnes Hospital (St.-Herblain, France)
betwoen 1998 and 2010. Samples were centrifuged at 1000
£ in a Heraeus Multifuge for 20 minutes at +4°C and super-
natants were aliquoted and stored a1 -80°C. Diagnoses were
estublished by both fluid cytology and immunohistochemical
staining of plcurnl biopsics performed by our pathology depart-
ment, Lagnnee Hospital (St.-Herblain, France), then externally
confirmed by Mesopath, the French panel of pathology experts
for the diagnosis of mesothelioma, dividing the patients into
three groups (Table | ): 61 patients with MPM, 25 patients with
metastasis from ADCA, and I35 patients with benign pleural
effusions (BPE). All recruited patients had received no prior
anticancer therapy and gave signed, informed consent,

Enzyme-Linked Immunosorbent Assays

Pleural effusions were centrifuged and aliquots of pleural
fluids were stored at —80°C until tested. Culture supernatants
were collected as follows: 2 = [0° cells were plated by well in
6-well plates. After 24 hours, three rinses were performed with
complete, fetal calf serum (FCS)-free Roswell Park Memorial
Institute 1640 medium. Two milliliters of complete Roswell

TABLE 1. Description of Groups and Demographic
Characteristics of Recruited Patlents
RPE AP ADCA
Descriptaon 15 49 epetheliond 10 dung
4 mixed @ others
4 -y & mnepecifiod
4 unspecified
Age.y 680=157 674418 674 £179
(mean = SD)
Male sex, (%) 6.6 516 320
Confirmed asbestos 266 "2 160
exposare (%)
lignazt plesra) mssotbelanm, ADCA,

APE, benige pleural &ffi MPM,
sdmocarcimoma.
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Park Mcemonal Institute 1640 medium containing 2% FCS were
added to cach well and culture supernatants wese collected 24
hours later, centrifuged at 1000 g for 10 minutes, ahiquoted and
stored at —80°C. SMRP, SLPI, CCL2, and gatectin-3 titrations
were performed, respectively, with the MESOMARK immu-
noassay kit (CIS Bio International, Gif sur Yvette, France),
the Human SLPI Asssy Kit Quantikine (R&D Systems), the
Human MCP-1 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
kit (PromoKine), and the Human Galectin-3 ELISA kit
(PromoKine) following the manufacturers’ recommendations.

Statistical Analysis

Comparisons of each population distribution were carried
out using the nonparametric Kruskal-Wallis test followed by
the Dunn's post test. Biomarkers yiclding p values<0.05 in the
univariate analyses were entered into a multiple logistic regres-
sion model, The final model included the biomarkers indepen-
dently associated with the presence of MPM. Performunces of
the models were assessed by the Hosmer~ Lemeshow statisti-
cal test and the measurement of the areas under receiver oper-
ating characteristic (ROC) curves, The best theoretical cutofls
were calculated by minimizing the distance between the point
with specificity « | and sensitivity < 1 and the points on the
ROC curves. Analyses were performed with R statistical
software and GraphPad Prism (Prism 5 for Windows),

RESULTS

Determination of SMRP and SLPI Levels in
Pleural Fluids

According to cytological and histological diagnoses, we
established a collection of 61 pleural fiuid samples from patients
with MPM (49 epithelosd mesothelioma [EM], four mixed
mesothelioma [MM], four sarcomatoid mesothelioma [SM]
and four unspecified), 25 samples from patients with ADCA
metastasis and 13 samples from patients with BPE (Table 1),
We initially measured SMRP fevels in pleurnl fluids by ELISA.
As shown m Figure L4, SMRP was present at higher levels in
pleural effusions from patients with MPM (median, 33.80 nM)
than those from patients with ADCA metastasis (medinn, 3.40
nM) or BPE (median, 2,50 nM), with p < 0.001 for all com-
parisons. Areas under ROC were 0.902 = 0.032 and 0912 +
0.035 to differentiate MPM from ADCA and MPM from BPE,
respectively (Table 2). Specificities and sensitivities oblained
were B197% and 84.00%, for u cutoff of 11.45 nM to differen-
tiate MPM from ADCA, and 75.41% and 93.33% with a cutofi
of 14.60 nM to differentiate MPM from BPE (Table 3).

In & previous study,"” we identified SLPI as u potential
marker for MPM. To evaluate the MPM diagnostic value of
SLPL, we measured its level in our collection of pleural fluids
using ELISA. SLPI concentrations were higher in pleural flu-
1ds from patients with MPM (median, 228.20 ng/ml) than those
with ADCA (median, 101.50 ng/ml) or BPE (median, 91,10
ng/ml) (Fig. 18). The arcas under ROC curves were 0.730 =
0.054 and 0.706 = 0,070 to differentiate MPM from ADCA
and BPE, respectively (Table 2). A specificity of 70.49% and
a sensitivity of 80.00% were obtained to differentinte MPM

Coprright © 2012 by the International Association for the Study of Lung Cancer
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Measurements and diagnostic value of soluble mesothelin-related peptides (SMRP) and secretory leukocyte

peptidase inhibitor (SLPI) in preural fluids of patients. Pleural fluid SMRP (4) and SLPI (8) values in malignant pleural
mesothelioma patients compared with adenocarcinoma and benign pleural effusion patients. Horizontal lines, median values,

*p<0.05, **p<0.01,***p<0.001.

from ADCA or BPE, with cutoffs of 168.20 ng/ml and 163.60
ng/ml, respectively (Table 3),

A major limit for the use of SMRP in diagnosing MPM
is the lack of sensitivity of this marker, and especially in the
nondetection of the sarcomatoid histological subtype, To
determine whether our new soluble markers could improve
MPM diagnosis, we analyzed the expression of CCL2, galec-
tin-3, and SLPI in cach subtype of cancer (Fig. 2). Pleural fluid
SMRP, CCL2, and galectin-3 levels differed among patients
with mesothelioma (epithelioid [EM], sarcomatoid [SM],
and mixed [MM] subtypes), ADCA (lung and other origins),
and BPE (p < 0.0001). The difference in SLPI levels among
subgroups of patients was also found to be significant, but to
n lesser extent (p = 0.0052), SMRP levels were significantly
higher in EM (median: 48,30 nM) than in ADCA (pulmonary
ADCA median, 2.80 nM and other ADCA median, 3.40 nM)
and BPE patients {(median, 2,50 nM) (Fig. 24). Whereas SMRP
levels seemed to be higher in EM patients than in SM and
MM subgroups. no statistically significant variation between
these subgroups of MPM patients was observed. CCL2 lev-
els were significantly higher in EM and, interestingly, in SM

TABLE 2. ROC Curve Data for Abllity of SMRP and SLPI to
Differentiate MPM from ADCA or BPE

5% Conlidence
Marker Al Interval SE P
SMRP MPM 002 0.4385-0.9655 003239 <0000
v ADCA
SMRP MFM 0912 0.5431-09818 03333 <0000
vs, BPE
SLPI MPM 0T 0.6250 0.8365 005395 0008
vs. ADCA
SLPEMPM v 0706 0.3670-0.8450 007050 aal3
BPE

ROC, recesver opersting chamscronstic; SMRP, solubdo mesothelmvelernd peptides
SLPL secrcory Jeshooyto poptidase indubitor; BPE, benige ploural efsion. MM
esalgnant pleuns! inesochelmma; ADCA. sdenccarvmona. AUC, mos usder the cure.

Copyright © 2012 by the Internationad Axsociation for the Stwdy of Lung Cancer

TABLE 3. Theoretical Best Cut-off Values to Differentiate
MPM from ADCA or BPE

Marker Curofl Spweifhebty Yo Sensitiviny %
SMRIP MPM s ADCA 1145 0M $L97 §4.00
SMRI' MPM s BPE 1M 7541 9333
SLPEMI'M s ADCA 16820 ng/ml 7049 .00
SLPEMPM ve. BIPE 16364 ng/ml 049 §0.00

MM, graasd ploceal el ADCA, =k HPE, besign
plesral cfmion; SMEF, solible mesofieln-celated peptaden: SLPL secnstory leskcyte
peptidsae inkihrioe

patients (median, 2.82 ng/ml and 16.73 ng/l, respoctively)
than in other ADCA patients (median, 0.80 ng/ml). CCL2 lev-
cls were also higher in EM (median, 16.73 ng/mi) than BPE
patients (median, 1,47 ng/ml) (Fig. 28). By contrast, pulmo-
nary ADCA patients presented significantly higher levels of
galectin-3 (median, 67.33 ng/ml}) in pleursl fluids than did all
subtypes of MPM (EM median, 11.10 ng/ml, p < 0.0001; SM
median, [1.65 ng/ml, p < 0,05; and MM median, 8.79 ng/ml,
p < 0.05) (Fig. 2C). No significant differences in the level of
SLPI were observed among all patient subgroups (Fig, 2D),

Measurement of Soluble Markers in
Cell-Culture Supernatants

Over several years we have developed o collection
of MPM and ADCA cell lines established from pleural flu-
ids of patients. Using this collection, we performed a tran-
scriptomic study to compare MPM and ADCA cell lines,
allowing the identification of new soluble murkers.” To con-
firm these results, we measured the expression of CCL2,
galectin-3, SLPLand SMRP incell-culture supermatantsby ELISA
(Fig. 3). SMRP secretion was higher in MPM thun in ADCA
cell-culture supernatants (22.54 nM/10F cells/24 hours and 10.68
nM/1O" celis’24 hours [median values), respectively) (Fig. 34).
Likewise, CCL2 levels were higher in the supernatants of MPM
than in ADCA cell cultures (13.03 ng/'mV/10° cells/24 hours and
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FIGURE 2. Pleural fiuid levels of SMRP, CCL2, galectin-3, and SLPI in the subgroups studied, Pleural fluid SMRP (A), CCL2 (B), galec-
tin-3 (©), and SLP1 (D) values in patients with epithelioid MPM (EM), sarcomatoid MPM (SM), mixed MPM (MM), pulmonary adenocar-
cinoma, other ADCA (ovarian, breast and unspecified) and BPE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. SMRF, soluble mesothelin-related

peptides; SLPI, secretory leukocyte peptidase

Inhibitor; MPM, malignant pleural mesothelloma; EM, epitheliokd mesothelioma; SM,

sarcomatokd mesothelioma; MM, mixed mesothelioma; ADCA, adenocarcinoma; BPE, benign pleural effusion,

241 ng/ml10* cell24 hours (median values), respectively)
(Fig. 38). Conversely. ADCA cells seereted higher levels of
gabectin-3 than did MPM cells (4.20 ng'ml/10° cells24 hours
and 1.87 ng'/ml/10" cells24 hours [median values], respectively)
(Fig. 3C). Finally, SLPI levels were higher in MPM than in
ADCA cell-culture supernatants ¢ 1114 pg'ml/10F cells24 hours
and 39.27 pg/mV 10 cetls/24 hours [median values], respectively)
(Fig. 3D). However, because of the spread of the values and the
number of ADCA cell lines analyzed, the results observed were
not statistically significant using the Mann-Whitney test

Diagnostic Value of SMRP, SLPI, CCL2, and
Galectin-3, Alone or in Combination

Figure 44 shows that SMRP remains the best
soluble marker to differentiate MPM from ADCA and
BPE (area under the curve [AUC] = 09059 + 0.0283),
as compared with CCL2 (AUC « 0.7912 + 0.0454),

886
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galectin-3 (AUC = 0.7584 + 0.0475), and SLPI (AUC ~
07219 + 0.0516) (Table 4). The specificity and sensitiv-
ity for SMRP to differentiote MPM from ADCA and BPE
were 63.93% and 10D.00%, respectively. for a cutoff of
24,05 nM (Table 5), Specificities and sensitivities were 80.33%,
and 72.50% with a cutoff of 1.61 ng'ml for CCL2, 67.21%
and $2.50% with a cutoff of 14.60 ng/ml for LGALS3, and
T70.49% and 80.00% with a cutoff of 168.20 ng/mli for SLPI
(Table 5). Of interest, the SMRP/CCL2/galectin-3 murker
combination reached an AUC of 1.968 (Fig. 48) (Table 4),

DISCUSSION
MPM i & highly aggressive tumor associated with long-
torm asbestos exposure. The main challenge for this discase
is its early and specific diagnosis, Accurate identification of
MPM should improve the medical care of patients. Soluble
markers seem to be interesting tools for rapid MPM diagnosis
and for monitoring treatment response. In a previous study,

Copyright © 2012 by the International Association Jor the Study of Lung Cancer
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ca2

A e B

FIGURE 3, Measurements of SMRP, CCL2, galectin3, and SLPI in cell cudture supernatants, Culture supernatant SMRP
(A), CCL2 (B), galectin-3 (C), and SLP (D) vakues in MPM cells compared with ADCA cells. Horizontal lines, median values,
SMRP, soluble mesothelin-related peptides; SLPI, secretory leukocyte peptidase inhibitor; MPM, malignant pleural
mesothelioma; ADCA, adenocarcinoma.

we performed u transcriptomic study to compare MPM and
pulmonary ADCA cell lines established from pleural fluids of
patients.” From this work, we identified CCL2 and galectin-3
as new soluble markers to differentiate MPM from ADCA or
BPE. We also found that SLPI mRNA was overexpressed in
MPM cells, In this study, using commercially available ELISA

A
9...
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i
a._.
34
ol L 4 i
el - - - -
L] - . - “" "
e

assays we evaluated the levels of these biomarkers in pleu-
ral fluids collected over a 10-year period from patients with
suspected MPM, As previously reported,’™" we found that
in nddition to SMRP, CCL2, galectin-3, und SLPI are good
markers for differentiating MPM from ADCA and BPE in
pleural fluids. Moreover, we have determined that an analytic

FIGURE 4. Diagnostic values of SMRP, SLP1, CCL2, and galectin-3, alone or in combination, (A) ROC curve for SMRP (red), SLPI
(green), CCL2 (black) or gakectin-3 (blue) to distinguish between patients with MPM and patients with ADCA or BPE. (8) ROC
curve for the combination SMRP, CCL2, and galectin-3 to distinguish between patients with MPM and patients with ADCA or
BPE. SMRP, soluble mesothelin-related peptides; SLP), secretory leukocyte peptidase inhibitor, ROC, recelver operating charac-
teristic; MPM, malignant pleural mesothelioma; ADCA, adenocarcinoma; BPE, benign pleural effusion.

Copyright © 2012 by the International Axsociation for the Study of Lung Cancer

887

Page 147



Annexes

Blamguart et al.

Journal of Thorack Oncology * Volume 7, Number S, May 2012

TABLE 4, ROC Curve Data lor Ability of Biomarkers to
Differentiate MPM from ADCA and BPE

95 confidence
Marker ALC interval SE P
SMRP 09059 0250309616 Q02838 “AL0001
ocL2 07912 0.7020-0,8503 004547 <ALO00L
LOALSY 07584 06652-0383516 004752 <Aoot
SLM 07219 06207-0.8211 005161 <0001
SMRINCCL2 09680 09120-0,910 00168 <0000t
and LGALSS
ROC, revétver ap h MPM, mal pheral e,

ADCA, adenocsrcmonms; Rl'f benign pleural effasion; SMILPE, selublo nwhdw—
relatesd peptidoc LGALSS, galoctin-1: SLIM,

ctory beukocyte peptide

TABLE 5. Best Cut-Off Values 1o Diferentiate MPM from
ADCA and BPE

Marker Cusofl Specificity %o Sensitivity %
SMRI 2405 aM 6393 100,00
oL 161 mgmd 8013 Y
LGALS3 14.60 ag/ml 67.21 3150
SLM 168,20 sg/ml 49 0,00

MPM, mad el kot ADCA, b P, hengn
plewml dnw SMILE. solubly mesothelin-robuted peptides, LOALST, galestin-3;
SEPM, swerrtory levkocyte peptidase mhbitor

combination of SMRP, CCL2, and galectin-3 improves the dif-
ferentinl diagnosis of MPM up to an AUC of 0,968, whereas
SMRP alone is, in our use, 0.9059. This value is stightly higher
thin those reported by others, but in the sume range, /M1
As previously observed, SMRP levels were higher
in pleural fluids from patients with EM than in those from
patients with SM or MM, ADCA or BPE." The nondetection
of SM by SMRP represented the main limitation of this mark-
er.” Several attempts were made to improve MPM dingnosis
by combining SMRP with biomarkers used for the diagnosis
of other cancers, such as cytokeratin fragment, carcinoembry-
onic antigen, carbohydrate antigen 15-3, carbohydrate 125,
and osteopontin. However, all of these combinations showed
poor, or no, benefit compared with the biomarker alone.™ We
showed previously that chemokine CCL2 levels were higher in
patients with MPM, whatever the subtype. However, when we
performed a more detailed evaluation of the ADCA group, we
found that the ability of CCL2 to discriminate MPM from pul-
monary ADCA was not as good as expected. This suggested
that 4 combination of SMRP and CCL2 allows the detection
of MPM, including SM. However, this combination does not
clearly distinguish MPM from pulmonary ADCA, which is
unsatisfying for the diagnosis of MPM. Thus, the high lev-
cls of galectin-3 measured in the pleural fluids of pulmonary
ADCA patients as compared with those of MPM and its sub-
groups justified its association with SMRP and CCL2. SLPI
is an alarm antiprotcase overexpressed in ovarian-cancer cells
and associated with the promotion of malignancy. ™~ Pleural
fiuid levels of SLPI were mainly elevated in epithelioid MPM
patients, whereas SLPI levels were elevated in the other MPM

subtypes, and the ADCA and BPE groups were similar, as
observed for SMRP.

The results obtained from the experiments conducted
with pleural liquids were reinforced by the analysis of cul-
ture supernatants from MPM and ADCA cell lines estab-
lished from plesral fluids.'” MPM cell lines produced higher
levels of SMRP, CCL2, and SLPI than did ADCA cell lines.
Conversely, ADCA cell lines produced higher levels of galec-
tin-3 than did MPM ccll lines. These data were in parallel with
biomarker determinations in pleural fluids and confirmed their
specificities.

The complementarities of these biomarkers were stud-
ied using multiple logistic regressions that showed CCL2
(p = 0.002), LGALS3 (p = 0.035), and SMRP (p = 0.001)
as statistically significant biomarkers, whereas SLPI was not
significant (p = 0.28) when adjusted with the other biomark-
ers, demonstrating its correlation with the other biomark-
crs. Moreover, ROC curve analysis using the combination
SMRP/galectin-3/CCL2 (AUC = 0.968) showed an interest-
ing improvement in MPM diagnosis as compared with SMRP
alope (AUC = 0.9059), Using the SMRP/CCL2/galectin-3
combination to classify the pleural fluids, according to their
best cutoff values, only seven of 106 samples were misclas.
sified (one false positive and six false negatives). In all cases
of false negatives, the reason for the misclassification of the
sample was 2 high galectin-3 level. In two cases, the diagno-
ses were ambiguous and for two others, atypical cells were
observed in the pleural fluid cytological examination. The
fulse-positive sample was from a patient with rheumatoid
polyarthritis presenting # bilateral pleurisy charascterized by
low levels of SMRP and galectin-3, and a high level of CCL2,
probably resulting from his pathology.” Despite the existence
of limits represented by these seven samples, the SMRP/
CCLY/galectin-3 combination could clearly improve the diag-
nosis of MPM on the basis of the determination of their lovels
in pleural fluids. This combination should now be evaluated
in multicenter studies to validate its potential utility for MPM
diagnosis.

The determination of these new biomarkers in serum
samples also represents an interesting option that avoids
recourse to an invasive procedure, such as thoracoscopy.
SMRP measuremenis in serum samples have previously been
performed and shown diagnostic performince similar to those
in pleural fluids. ™" Thaus, at the least, CCL2 and galectin-3
determinations should be carried owt on serum samples to
cvaluate their diagnostic value. As for SMRP, the correlation
of CCL2 and galectin-3 levels in pleural fluids and in blood
samples should be studied to determine whether these data are
correlated or complementary.
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MUC1-specific cytotoxic T lymphocytes in cancer therapy: induction and challenge. D. Roulois, M.
Grégoire, and J.F. Fonteneau. BioMed Research International, 2013

RESUME

La protéine MUC1 est souvent retrouvée surexprimée et hypoglycosylée dans un grand nombre de
tumeurs. Depuis la découverte de cette protéine, MUC1 est devenue une cible attractive pour le
développement de stratégies immuno-thérapeutiques anticancéreuses. En effet, des études in vitro
et in vivo ont démontré la présence de réponses T spécifiques dirigées contre MUC1. Des réponses
indépendantes du contexte HLA ont dans un premier temps été décrites, avant d’observer des
réponses lymphocytaires T dépendantes du HLA. Des études utilisant des modéles murins ont
également pu mettre en évidence I'établissement de réponses tolérogéniques vis-a-vis de MUCI.
L’'ensemble de ces observations a donc permis de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques
ciblant MUC1 et ayant la capacité d’induire des réponses T CD8+ spécifiques dirigées contre MUCL1.
Parmi ces nouvelles stratégies, certaines sont déja développées dans des essais cliniques de phase | a
lll. A ce jour, des résultats encourageants ont été observés dans les études cliniques de phase lll.
Cette revue, fait donc un recensement des connaissances sur la protéine MUC1 en tant qu’antigene
de tumeur, décrivant les résultats actuels des essais cliniques ciblant cette protéine, mais aussi les

nouvelles stratégies actuellement en cours de développement dans les laboratoires.
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MUC1 glycoprotein is often found overexpressed and hypoglycosylated in tumor cells from numerous cancer types. Since its
discovery MUCI has been an attractive target for antitumor immunotherapy. Indeed, in vitro and in vivo experiments have shown
T-cell-specific responses against MUCI in an HLA-restricted and HLA-unrestricted manner, although some animal models have
highlighted the possible development of tolerogenic responses against this antigen. These observations permit the development of
new T-cell vaccine strategies capable of inducing an MUC1-specific cytotoxic T cell response in cancer patients. Some of these
strategies are now being tested in clinical trials against different types of cancer. To date, encouraging clinical responses have
been observed with some MUCI vaccines in phase II/III clinical trials. This paper compiles knowledge regarding MUCI as a
promising tumor antigen for antitumor therapeutic vaccines applicable to numerous cancers. We also summarize the results of

MUC!1-vaccine-based clinical trials.

1. Introduction

With the increasing number of cancers, the development of
innovative cancer therapies is a great challenge. One of these
innovative strategies is immunotherapy. Since the discovery
that the immune system can control cancer progression,
which has been conceptualized in the “three Es” theory
[1] for “elimination, equilibrium, and escape,” supporting
the implications of the immune system in the control and
selection of tumor cells, scientists and clinicians have tried
to exploit this phenomenon to induce an antitumor immune
response in cancer patients. Major goals in the field of
immunotherapy are to understand how the immune system
can be specifically activated against cancer cells and to
identify relevant antigenic cancer targets.

The first human tumor-associated antigen (TAA) to be
discovered, recognized by cytotoxic CD8+ T lymphocytes
(CTL), was MAGE-A1l which was identified from tumor-
infiltrating lymphocytes obtained after culture of amelanoma
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biopsy [2]. Since then, many other TA As have been identified
(for review see [3]). Certain TAAs are restricted to one or
a few cancer types, such as the “mutated TAA” (BCR-ABL
fusion, B-raf, k-ras, N-ras, p53, etc.), or the “differentiation
TAA" (Melan-A/MARTI, gpl00, CEA, PSA, etc.), whereas
others are shared between a wide range of cancers, such
as the “shared tumor-specific TAA® (MAGE, NYESO-1,
SSX, etc.) or the “overexpressed TAA® (HER-2/Neu, p53,
Telomerase, MUCI, etc.) (http://www.archive.cancerimmu-
nity.org/peptidedatabase/ Tcellepitopes.htm).

Mucin 1 (MUC1) belongs to the “overexpressed TAA”
category, even if this overexpression is not the only hallmark
of MUCI in tumor cells, since it is often accompanied by
medification of MUC] glycosylation status. In healthy cells,
MUCI is a glycoprotein expressed at the apical surface of
epithelial cells and characterized by a high glycosylation
level. In cancers, this glycoprotein is often overexpressed
by tumor cells, with a loss of polarity and, interestingly,
a modification of its glycosylation pattern [4]. Both the
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overexpression and the modification of its glycosylation
status make this protein highly immunogenic and, thus, an
interesting target in cancer immunotherapy. In this paper,
we focus on the immunogenic properties of the MUCI
glycoprotein. However, it should be noted that MUCI has
also been described as having an oncogenic role (for review
see: [5, 6]). Firstly, we describe the differences between
MUCI expression in healthy cells and tumor cells which
renders MUC1 more immunogenic when it is expressed by
tumor cells. Secondly, we discuss the problem of induction
of tolerance against MUC1 which can impair the antitumor
immune response. We list the immunotherapy strategies
for inducing an antitumor response in patients, which are
being developed in vitro and in mouse models. Finally, we
discuss MUC1-based immunotherapy clinical trials against
cancers.

2. MUCI: An Overexpressed, Hypoglycosylated,
Tumor-Associated Antigen

The MUCT gene was cloned in the early 1990s [7, 8]. It belongs
to the mucin family, comprising 21 members. MUCI encodes
a highly glycosylated, type I transmembrane glycoprotein,
with a variable number of 20-amino-acid repeat sequences
referred to as “variable number tandem repeat” (VNTR)
(Figure 1). The number of VNTR is variable from one allele to
another, varying from 25 to 120 VNTR per MUC1 molecule,
with the alleles containing 40 and 66 VNTR being the most
frequent in the northern European population [7]. Each
VNTR contains five potential sites of O-glycosylation on
serine or threonine.

Towards the end of the 1980s, differences between
the MUC1 expressed by healthy mammary cells and
by breast cancer cells were observed using the mono-
clonal antibody, SM-3, specific for the MUCI core pro-
tein stripped of sugars [9, 10]. Indeed, SM-3 mAb used
in histology recognized 91% of breast cancer samples,
but showed little or no reactivity with healthy mam-
mary cells [9]. The SM-3 mAb was also reactive against
lung, colon, and ovarian carcinoma, but failed to stain
the healthy cell counterparts [10]. These studies showed
that, in different types of carcinoma, MUCI is hypo-
glycosylated. This hypoglycosylation allows recognition by
the SM-3 mAb. Since then, MUC1 was considered to
be a “tumor-associated antigen” which can be targeted
in immunotherapy using monoclonal antibodies. It has
subsequently been shown that the glycosylation structures
of MUCI1 expressed by normal breast cells and tumor
cells are different. Indeed, in healthy cells MUCI contains
extended, core 2-based glycans that are formed by N-
acetylglucosamine attachment to the GalNAc of core 1, while
on the MUC1 expressed by tumor cells the glycans are
shorter, core 1-based and richer in ST, Tn, and T glycans
[11-13].

These differences observed between MUCI expressed
by tumor cells and healthy cells prompted research on the
capacity of T lymphocytes to recognize tumoral MUCI
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epitopes. T lymphocytes usually recognize, with their T-
cell receptors, peptides from endogenous or exogenous
antigens presented in association with MHC molecules.
Surprisingly, the first report of recognition of MUCI
by T lymphocytes was shown to be non-MHC-restricted
[14]. Indeed the T lymphocytes obtained from a pan-
creatic cancer patient did not recognize an MUCI pep-
tide presented by an MHC molecule, but rather, directly,
the hypoglycosylated core of MUCIL. This unusual anti-
gen recognition was confirmed by other groups [15-18].
The reactivity of these T cells was inhibited by SM-
3 mAb, which showed that these T cells recognize the
hypoglycosylated core of MUCI. Furthermore, these T
cells failed to recognize healthy epithelial cells, which
were not stained by the SM-3 mAb. Finally, Hinoda and
colleagues described an increased recognition of gastric
tumor cells cultured with benzyl-2-acetamido-2-deoxy-a-
D-galactopyranoside (BGN), a competitive inhibitor of O-
glycosylation, by an HLA-unrestricted, MUCI-specific CTL
line [19]. All of these results suggest that a non-MHC-
restricted, hypoglycosylated, MUC1-specific T-cell response
can be present spontaneously in cancer patients.

In the mid 1990s, efforts were made to identify HLA-
restricted, MUCI-specific T-cell responses. Indeed, progress
made in the understanding of the T-lymphocyte response
against tumor cells allowed the development of new strate-
gies to identify TAA, such as “reverse immunology” This
consists of inducing in vitro T-lymphocyte responses against
peptides from a candidate TAA. Peptides are selected for
their capacity to bind a particular HLA allele. The capacity
of peptide-responding T cells to recognize a tumor cell
line which expresses the candidate TAA and the particular
HLA allele is then tested to validate the epitope. Using this
approach, Domenech and colleagues identified a peptide
encoded by the VNTR (STAPPAHGV) with the ability
to bind to several HLA class I alleles: HLA-Al, -A2.1, -
A3, and -All [20]. They were able to generate cytotoxic
CD8+ T lymphocytes specific for HLA-A11/STAPPAHGV,
but did not validate the presentation of this peptide by
HLA-A11+ tumor cells. Using HLA-A"0201/Kb transgenic
mice, Apostolopoulos and colleagues identified two peptides
from the VNTR able to bind HLA-A 0201 molecule, which
are the most common HLA class I allele in the Caucasian
population: the peptide, STAPPAHGV, previously described
by Domenech’s team, and a new peptide, APDTRPA [21].
These peptides were able to induce CDB+ cytotoxic T-
cell responses in HLA-A"0201/Kb mice. The T cells were
able to lyse the HLA-A"0201+ MUCI+ breast cancer cell
line, MCE-7. Brossart and colleagues then selected two
other peptides from MUC1: MUC1(20-28) LLLLTVLTV and
MUCI1(950-958) STAPPVHNYV, which exhibit a good affin-
ity for the HLA-A"0201 molecule [22]. The STAPPVHNV
peptide is not encoded by the VNTR, but by the region
flanking it, whereas the LLLLTVLTV peptide is encoded
by the signal sequence of MUCI. Brossart and colleagues
generated two CD8+ T-cell clones specific for the HLA-
A"0201/MUCI1(20-28) and HLA-A"0201/MUC1(950-958)
complexes. These clones were able to recognize MUCI+
HLA-A"0201+ tumor cell lines from different types of
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cancer: breast, pancreatic, and renal. In another study,
the same researchers showed that these MUCI1-specific T-
cell clones were also able to recognize multiple myeloma
cells and primary acute myelogenous leukemia blasts [23].
More recently, we showed that MUC1(950-958) peptide is
presented to MUC1-specific CD8+ T cells by HLA-A" 0201+
malignant pleural mesothelioma cell lines [24]. In addition,
Ninkovic and colleagues reported that some glycosylated
peptides from the VINTR of MUCI, notably the decamer
SAP10 [SAPDT(GalNAc)RPAPG], can be generated by the
immunoproteasome of dendritic cells [25]. This glycosylated
peptide can be presented by HLA class I molecules and
recognized by CD8+ T cells. The nonglycosylated peptide
was also recognized by CD8+ T cells, whereas a peptide with
a longer sugar chain (Gal-GalNac) did not bind the HLA-
A"0201 molecule. Finally MUCL can also be recognized
by CD4+ T lymphocytes. However, in this case, only one
HLA-DR3-restricted epitope encoded by the VNTR has been
identified by “reverse immunology” [26]. Unfortunately, the
capacity for presentation by tumor cells was not tested since
they do not express HLA class II molecules.

Regarding the recognition of MUCI peptides by HLA-
restricted T lymphocytes, the importance of the MUCI
glycosylation status is not as clear as in the case of HLA-
unrestricted recognition of MUCL. We showed recently
that the MUC1 glycosylation level does not affect the
recognition of mesothelioma tumor cells by an HLA-
A0201/MUC1(950-958)-specific CD8+ T-cell clone [24].
Indeed, we observed that some tumor cell lines recog-
nized by the CD8+ T-cell clone were weakly stained
with the SM-3 antibody and another mAb specific for
hypoglycosylated MUC1, VU-3-Cé. Furthermore, MPM
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cell lines treated with benzyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-
galactopyranoside (BGN), a competitive inhibitor of O-
glycosylation, were not better recognized by the T-cell clone,
despite an increased staining with the SM-3 and VU-3-
C6 mAb. However, other HLA-restricted MUC1 epitopes
seem to be dependent on the hypoglycosylation status of
MUCI, at least for the induction of the MUCI-specific T-
cell response by antigen-presenting cells such as dendritic
cells (DC). Indeed, Hiltbold and Colleagues reported that
glycosylation of long peptides, consisting of five MUCI
tandem-repeat regions, decreased the processing and the
HLA- A1 restricted cross-presentation to CD8+ T cells by DC
of a nine-amino-acid peptide contained in this long peptide
[27]. Furthermore, the modification of MUCI glycosylation
in cancer cells may increase the capacity of DC to acquire
this antigen for cross-presentation. Indeed, in cancer, soluble
MUCI presents an aberrant pattern of glycosylation, notably
the Tn antigen, which can be recognized and internalized
by the C-type lectin receptor macrophage galactose-type
lectin (CLR MGL) present on DC and macrophages [28,
29]. This internalization of the soluble form of this tumoral
form of MUCI antigen by DC has also been shown to
be mediated by the mannose receptor [30]. However, the
retention of internalized MUC] in the early endosome by this
receptor inhibits its presentation to CD4+ T cells, whereas
the nonglycosylated form of the antigen is well presented.
Conversely, Vlad and colleagues reported that DC exposed
to a long-glycosylated MUC1 peptide were able to process
and present a glycosylated shorter peptide, in association with
class IT HLA, to CD4+ T cells suggesting that glycosylated
MUCI peptide can be processed by dendritic cells. [28].
In addition, it has been shown that the glycosylation status
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influences, but does not inhibit, the cleavage of MUC1 by
the immunoproteasome expressed by mature DC [31]. All of
these studies underline the capacity of dendritic cells (DC)
to distinguish normal from aberrant MUCI. This shows the
importance of MUCI glycosylation, which affects differently
the presentation of abnormal MUC1 in MHC class I and II
meolecules according to the MUCI epitope studied.

3. Human MUCI1 Mouse Model and Tolerance

‘With the goal of studying the immunogenicity of MUCI in
vivo and of developing MUC1-based cancer immunotherapy,
human MUCI transgenic mouse (TG mice) tumor models
were set up by the group of Papadimitriou [32]. These authors
reported that the expression of human MUCI in TG mice
was closely similar to that observed in human tissue. Since
then, different teams have used these TG mice to study
tolerance against MUC1 and how to induce in vivoan MUC1
tumor-specific T-cell response [33-35]. Rowse and colleagues
compared tumor growth of MUC1+ tumors in TG or Wt
mice [35]. They also compared the induction of an MUCI-
specific humoral response after immunization with MUC1
peptide. MUC1+ tumors grew in TG mice, whereas they
were rejected in Wt mice, suggesting that a tolerance to
MUCI is present in TG mice. MUCI immunization of Wt
mice also allowed a switch of immunoglobulin to the IgG
subtype, whilst this switch was not observed in TG mice. Two
other studies have also demonstrated the establishment of
tolerance against MUC1 in TG mice [36, 37]. In a first study,
the authors showed that a CD4+ T-cell response against
MUC1 occurred in Wt mice following challenge with MUC1-
expressing B16 tumor cells, whereas this response was absent
in TG mice [37]. When CD4+ T cells were transferred from
Bl6-bearing Wt mice to B16-bearing TG mice, an increase in
survival was observed. Furthermore, Wt mice challenged with
MUCI1-expressing B16 tumors mounted an IgG response
against MUC1, whereas this IgG response was absent in TG
mice [36]. Human MUCI1 TG mice have since been crossed
with conditional-endometriosis transgenic mice, showing the
presence of regulatory Foxp3+ T cells and antibodies against
MUCI during endometriosis, with potential implications
for cancer progression [38]. All of these studies, thus, show
that a certain degree of MUCI tolerance is established in
vivo. MUCI-based immunotherapy strategies should take
into account this phenomenon.

Indeed, these in vive studies highlight the potential
problem of MUCI tolerance in humans. MUCI is naturally
expressed, and tolerogenic responses can occur in patients
leading to tumeor escape against the immune system. The
MUCI TG mouse tumor model seems to back up the idea
of tolerance against MUC] in humans, but the modifications
of MUCI glycosylation observed in human cancer cells were
not taken into account in these studies. In vivo investigations
using vaccination against MUC1 with glycosylated or nong-
lycosylated peptide suggest that tolerance is not established
against epitopes of MUCI carrying a tumor-specific pattern
of glycosylation, such as the Tn antigen [39-41]. Thus,
abnormal glycosylation patterns can be recognized as foreign
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rather than selfantigen, which seems to be important in the
induction of a specific T-cell response [39, 40]. MUCI can,
thus, be considered as an “abnormal selfantigen” when its
glycosylation status is modified in tumor cells and this is an
interesting property that could be exploited in immunother-
apy [42].

4. Strategy to Induce MUCI-Specific
T-Cell Responses

Different approaches have been developed to induce MUC1-
specific T-cell responses in cancer patients. The majority of
these are based on the capacity of DC to activate specific
T-cell immune responses [53]. We have summarized these
approaches in Table 1 and focus on the two most-studied
strategies: MUCI -encoding nucleic acids or peptidic vacci-
nation.

One approach consists of the utilization of MUC1 DNA
as a vaccine [50, 52, 54]. This strategy has the advantage
of activating different populations of lymphocytes, contrary
to the use of MHC class I or class II peptides. In these
studies, injections of MUC1 cDNA vaccine to tumor-bearing
mice were able to induce tumor regressions. However, in
two studies, the effector T cells were identified as CD8+
cytotoxic T cells [52, 54], whereas in the last one, the
antitumor response was attributed to CD4+ T cells [50].
Studies are now being performed to improve this approach,
notably by adding to the MUCI ¢cDNA a maturation signal
for DC. Indeed, one approach consists of coupling MUC1
DNA with DNA corresponding to the expression of a heat
shock protein (HSP70) which has already been reported to
improve the stimulatory properties of DC [55]. In this study,
MUCI/HSP70-coupled DNA increased the capacity of DC
to induce effective cytotoxic T-cell responses and inhibited
tumor cell growth [45]. Another strategy which has been
developed to improve MUCI c¢DNA vaccination consists of
combining the vaccine with a tumor-cell-death inducer, such
as a cDNA interfering with the expression of ANT2, a protein
implicated in carcinogenesis [51]. CD8+ T-cell responses
were more effective using this combination than with the use
of MUC1 cDNA alone. To target MUC1 cDNA expression
only to DC, in vitro transfection of human DC with MUCI1
mRNA has also been developed [46]. These MUCL-mRNA-
transfected DC were able to induce MUCI-specific CD8+
T lymphocytes that can kill pancreatic cancer cells. Finally,
to improve the MUCI cDNA strategies, another interesting
study suggested the use of a modified MUCI sequence, in
order to prevent normal glycosylation of the MUC1 protein
in dendritic and cancer cells [47].

Another vaccination strategy which has been studied
preclinically, in mice, consists of the use of MUC1 peptide
or glycopeptides. For this strategy, the use of glycopeptides
with tumor-specific sugar motifs, such as the Tn antigen,
seems to be more efficient than the use of normal peptides in
eliciting an effective immune response [39, 40]. The MUCI1
peptide can also be modified to increase its penetration into
antigen-presenting cells, for example, the MUC1-MPA(11)P
peptide which improved the induction of tumor regression in
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TaBLE 1: Strategies for the induction of anti-MUC1 T cell responses that are being studied in vitro and in vivo.

Author Strategy Cancer Model Effect
Deguchi et al. [43] a-gal epitope to increase Pancreatic cancer Antibody induction, mouse tumor regression,
g : immunogenicity of MUCI mouse model induction of T cell responses
Kovjazin et al. [44] ImMucin peptide 21mer Mouse/PBMC of CD4+ and CD8+ T lymphocyte responses in vifro
patients and in vivo
cytotoxic T cell response induction/ tumor
Choi et al. [45] DNA vaccine (MUC1/HSP70) B16 mice growth inhibition
Chen et al. [46] MUCI mENA, dendritic cell pancreatic cancer MUC1 mRNA-transfected dendritic cells can
: transfection induce MUC1-specific CD8+ T cell responses
Wright et al. [47] MUCI peptide with substitution of Human O-glycosylation site substitution improves
: O-glycosylation site adenocarcinoma immunogenicity
Kobukai et al. [48] MPALLP vehls:]::jf ;:l]mer MUC1 Mouse Reduction of tumor size, lymphocyte infiltration
Lakshmiarayanan Tripartite MUCI vaccine (TLR2, Mouse model of IgG antibodies, cytotoxic T lymphocytes,
etal. [49] Thelpher, MUCI glycopeptides) mamimary cancer activation of innate immune response
Sugiura et al. [50] MUC1 DNA vaccine Mouse/colon Induction of CD4+ T cell responses, not CD8+
T cell responses against glycosylated peptides, but
Ryan et al. [39, 40] TN MUCI glycopeptide Mouse not unglycosylated peptides
Choi etal. [51] MUC1 DNA vaccination, enhanced Motse melanoma Combination enhanced effects of DNA
: by mANT2 shRNA vaccination, MUC1 CD8+ T cell responses
Jeon et al. [52] DNA vaccination Mouse Tumor growth inhibition, CD8+ IFN-y increased

an animal model [48]. Targeting of MUCI1 peptide to antigen-
presenting cells can also be improved by adding oxidized (T-
cell response, weak antibody level) or reduced mannan (T
cell response, high antibody level) [41]. Another interesting
approach was recently developed using a plant model which
can produce MUC1 glycopeptides that are able to break
tolerance in MUCI Tg mice vaccinated with this peptide
by the production of MUCI -specific antibodies [56]. Some
long MUCI1 peptides containing MHC class I and class II
epitopes (21 mer) have also been developed to induce CD8+
and CD4+ T-cell responses [44]. CD8+ T-cell responses
obtained in mice with the long peptide seem to be stronger
than with an MUC1 9 mer peptide. Peptidic MUCI vaccines
have also been combined with other reagents to improve
their efficiency. For example, MUC1 glycopeptides have been
covalently associated with T-helper peptide and TLR2 agonist
in a multimodal vaccine [49]. This vaccine strategy was
reported to induce a high level of MUC1-specific antibodies
and MUCI-specific cytotoxic T lymphocytes, which showed
superior capability to prevent tumors growth in mice than

unglycosylated peptides.

5. MUCI1-Based Immunotherapy:
Clinical Studies

Some of these preclinical strategies are now being assessed
for MUC1-based immunotherapy in clinical trials for dif-
ferent types of cancers. More than sixty clinical trials
interested in MUCI protein are currently in progress
(http://www.clinicaltrials.gov/). The majority of these are
developing vaccination strategies against MUCI to treat
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cancer. This large number of trials highlights the clinical
interest in MUCI vaccination. Only three clinical studies
have reached the phase IIB/III stage. We have summarized
in Table 2 the strategies which are currently being developed
in these clinical trials. Some of these studies have shown a
possible clinical effect of this vaccine in inducing an MUCI1-
specific T-cell response. Among them, some major strategies
have emerged and reached phase III.

The BLP25 liposome vaccine (stimuvax or L-BLP25)
is a liposomal vaccine containing a 25-amino-acid MUCI
peptide corresponding to the core peptide of MUC1 (STAP-
PAHGVTSAPDTRPAPGSTAPP) and coupled with a palmi-
toyl lysine residue at the C terminus which increases incor-
poration of this lipopeptide into the liposome particle [74,
75]. This strategy is mostly being used in nonsmall-cell
lung carcinoma (NSCLC) and is well tolerated [62, 76].
Even though no immunological response was observed, this
vaccine seems to have enhanced patient survival for stage
IIB/IV NSCLC in a phase II clinical trial [63]. A phase III
study is in progress to confirm this result [64].

Another major strategy is TG4010, from Transgene SA,
which is a recombinant virus of the Modified Vaccinia
Ankara (MVA), encoding MUCI and IL-2 (MVA MUC1-
IL2). Unlike the L-BLP25 which is being used on NSCLC
only, TG4010 is being used against several types of cancer,
including prostate cancer, renal cell carcinoma (RCC), and
NSCLC [58-60]. In prostate cancer, evidence of biological
activity of the vaccine has been observed, with improved
prostate-specific antigen (PSA) level doubling time [59]. In
RCC, preliminary results were encouraging showing that this
vaccine is well tolerated and indicating some evidence of
MUCI-specific CD4+ and CD8+ T-cell responses [60]. The
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TABLE 2: MUCI-based immunotherapy trials.

Author Strategy Clu;l]::i:nal Major observation Cancer type
Apostolopouls et Oxidized
al [57] Mannan-MUCI 111 Breast cancer recurrence prevention Breast
Ramlau et al. [58] TG4010 I TG4010 can be coupled with chemotherapy Lung
Dreicer et al. [59] TG4010 il Increased PSA doubling time Prostate
Oudard et al. [60] TG4010 I MUCI1 T cell responses RCC
Quoix et al. [61] TG4010 1B Improved survival Lung
[(;t;]ramgl etal BLP25 i ‘Well tolerated, low side effects Lung
Butts et al. [63] BLP25 /B Increased survival Lung
WU et al. [64] BLP25 1T inspire In progress/increased survival Lung
Butts et al. [65] BLP25 U1 MNew formulation well tolerated Lung
Wright et al. [66]  MUCI TIL Transfers I Influence of the tumor burden on adoptive transfer of MUC1 Breast
specific T cells
Dendritic cells pulsed
Lepisto et al. [67] with MUCL Ui ‘Well tolerated, induction of T cell responses Pancreas
Dendritic cells and
Kondo et al. [68] CTL transfer I Clinical response Pancreas
Dobrzanski et al.  Adoptive transfer CD4
[69] T cells plus TL-10 I Clinical response Ovarian
?;3;’9"‘331’ etal. PANVAC-VE 1 Clinical effects Breast/ovary
Ibrahim etal [71]  AS1402 + Letrosole I Use of Letrosole uncompatible with AS1402 strategy Breast
Pegram et al. [72] AS1402 1 ‘Well tolerated, need phase I1 to evaluate efficacy Breast
Rittig et al. [73] ARN mucl U1 Induction of CD4+ T cell responses RCC

best clinical responses using TG4010 were observed for lung
cancer. Indeed, TG4010 enhanced the effect of chemother-
apy, with an increase in six-month, progression-free survival
for patients who received chemotherapy in combination with
the vaccine as compared with patients given chemotherapy
only [61]. A phase IIB/IIItrial is currently being performed to
evaluate the clinical advantage of combining chemotherapy
plus TG4010 in NSCLC.

Encouraging results were also obtained in a pilot phase
I1I clinical trial where early-stage breast cancer patients (stage
I1) were immunized with oxidized-mannan MUC1 [57]. No
resurgence of the disease was observed in the sixteen patients
who received the vaccine, whereas four patients among the
fifteen who received a placebo relapsed.

Passive vaccination strategies are not the only way to
exploit MUCI T-cells response for immunotherapy. Adoptive
immunctherapy (AIT) is another approach, which consists
in the purification of patient PBMC (lymphocytes, dendritic
cells in particular), followed by ex vive stimulation of T cells
and/or dendritic cell loaded with MUCI peptides. These
cells are then adoptively transferred back to the patients.
Interest in this strategy is the ability of these T cells to
kill patient tumor cells and the capacity of dendritic cells
to enhance this T-cell response. The first clinical trial of
MUCI1 adoptive T-cells transfers showed no clinical response
[77]. It was followed by combining the transfer of acti-
vated T lymphocytes with MUCI peptides pulsed dendritic

cells. This second clinical trial showed interesting clinical
effects with one patient complete response [68]. At the same
time, Lepisto and colleague reported that transfers of MUC1
peptide-pulsed dendritic cells can elicit specific MUC1 CD8+
and CD4+ response but did not induce benefit for patient
survival [78]. All together, these studies suggest the need
of combining T-cells and dendritic cells transfers to obtain
optimal response in patients. In another study, Wright and
colleague showed that tumor burden influences the quality
of adoptively transferred MUCI specific CTL. Indeed, CTL
prepared from PBMC of treated breast cancer patients with
no evidence of disease can generate CTL that kill cancer cells
and produce type 1 cytokine. Inversely, CTL obtained from
patients with macroscopic disease were infective [79]. More
recently, it was shown that TH1 CD4+ lymphocytes transfers
in combination with IFN-y and IL-10 were effective to induce
clinical response that enhances patient survival [69]. All
these studies show the interest of adoptive transfers strategy
for MUCI-based immunotherapy. However, the adoptive
transfers approach needs ex vivo manipulation of cells which
could be complex to perform compared to other passive
vaccination strategies.

Behind these clinical trials which have reached phase
III, many other MUCI vaccines are being used to explore
other ways of inducing specific MUC1 T-cell responses in
breast, prostate, ovarian, pancreatic, and lung cancer, as
summarized in Table 2. Furthermore, numerous studies have
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described MUCI as an oncogenic protein, advocating the
development of pharmacological studies to counteract this
protein. This is the case for toxins which target the cytoplas-
mic tail (see Figure 1) of MUCI [80, 81] or molecules that
downregulate MUCI protein [82, 83]. Both pharmacological
and immunotherapeutic strategies based on MUCI to treat
cancer should now be actively pursued.

Abbreviations

MPM: Malignant pleural mesothelioma
MUCI: Mucinl
TAA: Tumor associated antigen.
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Annexe 3: Measles virus vaccine-infected tumor cells induce tumor antigen cross-presentation by
human plasmacytoid dendritic cells

Measles virus vaccine-infected tumor cells induce tumor antigen cross-presentation by human
plasmacytoid dendritic cells Jean-Baptiste Guillerme, Nicolas Boisgerault,David Roulois, Jérémie
Ménager, Chantal Combredet, Frédéric Tangy, Jean-Francois Fonteneau, and Marc Gregoire' Clinical
Cancer Research, 2013 Mar 1; 19(5):1147-58.

OBIJECTIFS ET RESULTATS PRINCIPAUX :

L'une des approches thérapeutiques développées par I'équipe du Dr. Marc Grégoire est
I'utilisation d’une souche vaccinale du virus de la rougeole comme agent anticancéreux. En effet, ce
vaccin posséde la capacité d’infecter spécifiquement les cellules tumorales, induisant la mort de ces
derniéeres. L'équipe s’intéresse donc au potentiel immunogéne de cette mort cellulaire. Les cellules
dendritiques plasmacytoides (pDC) sont des cellules présentatrices d’antigénes spécialisées dans la
réponse antivirale. Nous nous sommes donc intéressés a I'impact des cellules tumorales tuées par le
vaccin de la rougeole sur les pDC. Pour cela, la maturation et la présentation d’antigenes de tumeur
par les pDC ont été étudiées lorsque ces cellules sont mises au contact de cellules tumorales tuées
par le vaccin de la rougeole ou des cellules irradiées (mort non immunogene). Nous avons observé
que seules les cellules tuées par le vaccin de la rougeole ont la capacité d’induire la maturation des
pDC. Les cellules tumorales sont également phagocytées par les pDC, rendant alors possible la
présentation croisée d’antigene de tumeur tel que NY-ESO-1 a un clone de lymphocyte T CD8+
spécifique de NY-ESO-1. Une co-culture de ces pDC ayant phagocytées des cellules tumorales avec un
clone T CD8+ spécifique de NY-ESO-1 a en effet permis I'activation de ce dernier, démontrant la

présentation croisée d’antigenes de tumeurs.

Ces résultats suggerent donc que les cellules tumorales tuées par le vaccin du virus de la
rougeole peuvent activer le systeme immunitaire et ainsi permettre I'obtention d’une réponse
immunitaire anticancéreuse efficace, notamment par I'induction de la maturation des pDC et la

présentation croisée d’antigenes de tumeurs.
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Statement of translational relevance

Measles virus vaccme (MV)-based antitumor virotherapy is a new therapeutic approach to
treat cancers. It 1s based on the spontancous capacity of MV to mfect and kill preferennally tumor
cells. Phase-I clinical trials agamnst different malignancies are in progress with encouraging resulis.

This pronusing efficacy of MV antimmor virotherapy is mainly due 1o the lysis of tumor cells
following MV infection. However, 1t 15 likely that a part of this efficacy s due to the effect of MV-
wnfected tumor cells on the antinunor immune response.

In this smdy, we show thar MV-imnfected mmor cells activate human plasmacyioid dendnitic
cells (pDC). a particular subset of DC specialized in the antiviral immune response. Human pDC are
then able to cross-present a tumor antigen from MV-infected tumor cells to specific cytotoxic T cells,
Our work, thus, suggests that MV-based antittmor vivotherapy miggeérs an antfumor mmmune

response, notably by the recrustment of pDC.
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Abstract

Purpose: Plasmacytod dendntic cells (pDC) are antigen-presenting cells speciahzed m antvinal
response. The measles virus vaccine (MV) 15 proposed as an antitumor agent to farget and specifically
kill tumor cells without infecting healthy cells

Experimental design: Here, we mvestigated. in vino, the effects of MV-infected mumor cells on the
phenotype and functions of human pDC. We studied maturation and nunor antigen cross-presentation
by pDC. exposed cither to the virus alone, or to MV-mfected or UV-nmadiated tumor cells.

Results: We found that only MV-infected ¢ells induced pDC mamration with a strong production of
IFN-u. whereas UV-irradiated mmor cells were unable to activate pDC. This IFN-a production was
tnggered by the imteraction of MV ssRNA with TLR7. We observed that MV-infected tumor cells
were phagocytosed by pDC. Interestingly we showed cross-presentation of the mmor antigen NYESO-
1 10 a specific CD8+ T cell clone when pDC were cocultured with MV-infected mumor cells. whereas
pDC were unable 10 cross-present NYESO-1 after coculture with UV-irradiated mumor cells.
Conclusions: Altogether, our results suggest that the use of MV i mtitumor virotherapy mduces
mmunogenic mmor cell death, allowing pDC to mature. produce high amounts of IFN-«, and cross-
present twmor antigen., thus representing a mode of recruiting these antigen presenting cells in the

INUIINE fesponse.
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Introduction

Measles virus vaccine (MV)-based antimumor virotherapy is a new therapeunc approach to
treat cancers (1. 2). It 1s based on the abiliry of a vaccine-attenuared live siramn of measles virus. such
as Edmonston or Schwarz strains, to infect and kll preferentially tumor cells. MV uses mamly CD46
molecules to mfect cells. whereas wild-type measles virus uses preferennially SLAM (CD150) (3, 4),
During cancer development. nunor cells are ofien selected to express high levels of CD46 molecules.
which mhibits the complement system (3. 6). This CD46 overexpression makes the tumor cells less
sensitive to fysis by the complement but renders them sensitive to MV mfection. We and others have
reported that several types of cancer are sensitive to this approach /i virre, such as mesothelioma (7),
ovanan cancer (8). muliiple myeloma (9). breast cancer (10). hepatocellular carcinoma (11) and
melanoma (12). In vive efficacy of this approach has also been reported in models of hwman tunor
xenografts m immunodeficient muce (8-11). Phase-I clinical mals agamst different malignancies are
now m progress. In a first phase-I chinical mal. intratumoral jection of low doses of MV to five
cutaneous-T-cell-lymphoma patients allowed stabilization of the disease m two panients and the
observanon of a partial response in one other (13). Results from a further phase I trial were published
recently. m which patients with chemotherapy-resistant  ovanan cancer were freated  with
intraperitoneal MV (14). Twenty-one patients were treated and improvements in serum tumor markers
were noted in five.

This promising efficacy of MV antitumor virotherapy 1s mainly a result of the Iysis of mmor
cells following MV infection, as shown by in wive studies m immupodeficient mice (15, 16). In these
immunodeficient mice, 1t has also been shown that MV mfection miggers neutrophil mfiltration of
fumors. which probably participates in the efficiency of the antitumor virotherapy (17). Indeed. MV
infection of tumor cells may also be able to rigger the inumune system fo induce an antinunor immune
response. We previously showed, i vinro, that mesothelioma cells killed by MV were able to produce
danger signals. mgger the maturation of myeloid dendritic cells (DC) and cross-present twmnor antigens
to CD&+ T lymphocytes. whereas the same tumor cells killed by ultraviolet (UV) uradiation did not

(7). Sumilar results were recently reported following Iysis of melanoma tumor cells by MV (12).
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Plasmacytoid DC (pDC) are a subset of DC mvolved in the antiviral immune response due to
their expression of Toll-like receptors (TLR) specialized n the recogminien of viral nucleic acids
(TLR7. TLR9) (18), They respond 1o a wide range of viruses (mnter alia influenza A virus. herpes
simplex virus, HIV) m terms of actvation and maturation by producing large amounts of type-1
interferon (IFN-a.-p.-o). They are also able to present viral antigens to CD8+ and CD4+ T cells when
they are mfected by a virus (19) and to cross-present viral antigens from virus-infected cells to CD8+
T lymphocytes (20-23). It has also been shown thar these pDC could play a beneficial role m the
unmune response against tmmors (24, 25). As an example. in @ mouse melanoma model. pDC
activation and antinunor inummne response were observed inside rumors by topical treatment with the
TLR7 ligand, mmiquumnod (24). As MV 15 single-stranded RNA (ssRNA). pDC should be able to detect
the MV mfection of tumor cells, because of thew mtravacuolar TLRT expression which recogmizes
sigle-stranded RNA. In addinion, although 1t has been well described that human pDC are able to
cross-present viral antigens, there is as vet no evidence that these antigen-presenting cells are able to
CIOsS-present umor antigens

In owr study we addressed, inm virro. the effect of mumor cell infection by MV Schwarz on the
activation stams of human pDC and their ability to cross-present a tumor antigen to a specific CD8+ T
cell clone. We showed that. despite CD46 expression. pDC are not sensitive to MV mfection
However, they are able to respond in virro to MV by producing IFN-a with a greater sensitivity when
IL-3 i1s added 1o the culre. We also demonsirated thar MV-infected mmor cells mggered pDC
activation, notably IFN-a production, whereas UV-nradiated tumor cells did not, pDC activation was
probably caused by the single-siranded RNA of MV, which triggers TLR7 in the pDC endocytic
compartment following phagocytosis of MV-mfected tumor cells. Interestingly, we showed for the
first time that human pDC cocultured with MV-mfected tumor cells were able to cross-present the
NYESO-1 nunor antigen 1o a specific CD8+ T cell clone. Our results suggest that, m addition 1o a
direct tumor lysis effect, MV-based antitunior virotherapy may trigger an antitumor UL response

by activating pDC.
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Matervials and Methods
Cell enirive

The mesotheliomn Mesol3 cell line was established and charactenzed m owr laboratory (26,
the melanoma M18 was a kind gift from Dr. Labamiere (INSERM U892, France). and the pulmonary
adenocarcinoma A3549 cell line was purchased from ATCC (Manassas, VA). All cell lines were
cultwred a1 37°C, 5% CO, ammosphere in RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum, 100U/ml penicillin, 100pg/ml strepromycin and 2mM L-glutanune (all
reagents  were purchased from Gibeo-Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Cells were rontinely
checked for mycoplasma contamination, by PCR. A549 is HLA-A*2501+; -A*3001+ (27). MI8 is

HLA-A*2902 homozygous as determined by PCR (data not shown).

MV infecrion and UV lrvadianon

Live-attenuated Schwarz-stram measles virus (MV) and recombinant MV-enhanced green
fluorescent protein (MV-eGFP) were produced as previously described (7). MV infection of tumor
cells was performed for 2 hours at 37°C with a multplicity of infection (MOI) of | nnless otherwise
dicated. Varal moculum was then replaced by fresh cell medivm for 72 hours. For pDC mfection and
mafuration expennments. MV was nor washed and siaved in the medmm throughour the culmre.
Measurcment of infection rate was performed by flow cytometry using MV-¢GFP at 24. 48, and 72
hours post-infection. All other experiments were camed out using MV. Tumor cells were iradiated

with UV-B (312nm - 100Kkj/m?, Stratalinker. Stratagene). Medinm was renewed every 72 hours.

DC isolarion and culnre

pDC were obtammed from healthy donor PBMCs (Etablissement Frangais du Sang. Nantes,
France) as previously described (28). Briefly, pDC were fisst enriched by counterflow centrifugation
and then purified by magnerc bead negative selection as recommended in the manufacturer's protocol
(Stemeell Technologies. Grenoble, France), The purity of untonched pDC was always greater than

96%. pDC (3x10° per ml) were maintained in culture with 20ng'ml thil-3 (Sigma, Samt Quentin

6
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Fallavier. France) or activated in vipo with 3 TLR-7 agomst, R848 (InvivoGen, San Dicgo, USA)
(Spg'ml). pDC were also cocultured with MV alone, MV and IL-3 (MOI=1), or MV-infected or UV-
nradiated tumor cells (pDCtumor cell/1:1) without rhil-3 or maturation agent. After 18 hours, culture
supernatants and pDC were harvested for use. For the TLR-7 mhibinon assay we used
immunoregulatory DNA sequences, which specifically inhibit signaling via TLR-7 [IRS 661]. at
concentrations ranging from 0. lpM to 1pM (Ewrofins, Munich. Germany), As a controf we used CpG-

Aar Spg/ml 10 mduce a TLR-9-dependent IFN-u secretion by pDC (InvivoGen, San Diego, USA)

Immnofluorescence and flow cvtometrv

The phenotypes of pDC were determuned by mmmunofluorescence followed by flow
cytometry. pDC were stamed with monoclonal antibodies specific for CD40, CD86. HLA-DR (BD
Biosciences. San Jose. CA. USA), CD33 (BioLegend. San Diego. CA-USA) and BDCA-4 (Miltenyl
Biotec). pDC were gated as BDCA-4+/HLA-DR+ cells. to differentiate them from tumor cells. Tumor
cell death was measured by TO-PRO®3 (Invitrogen. Saint Aubin, France) staming as recommended
by the manufacturer. TO-PRO®3 is a carbocyanine monomer nucleic acid with far-red fluorescence
that enters only mn dead cells and stams the DNA. Fluorescence was analyzed on FACSCantoll
(Becton Dickinson, New Jersey. USA) using FlowJo sofiware.
Phagocyrosis assay

MV-mfected and UV-irradiated tumor cells were stamed with PKH-67 according to the
manufacturer’s protocol (Sigma, Samt Quentn Fallavier. France) and coculured with pDC, for 18
hours at 4°C or 37°C (1 DC:1I tumor cell). Cocultures were washed with PBS-EDTA to dissociate the
cell-conjugate. pDC were stamned by an HonzonV4350-conjugated. anti-HLA-DR-antibody (BD
Biosciences, SanJose, CA. USA) and analyzed by flow cytometry (FACSCantoll BD) pDC
phagocytosis was observed by confocal nucroscopy (Nikon). MV-mfected and UV-iradiared tumor
cells were stamed with PKH-67 and then cocultured with pDC m 24-well plates contaming poly-lysine

glass slides. for 18 hours (pDC:tumor cell. ratio 1:1). pDC were stained with uncoupled anti-HLA-DR
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(BD Bioscience). HLA-DR staining was revealed with a secondary anti-mouse IgG antibody coupled

10 AlexaFhuor 568,

Cvrokine derection
IFN-g (MabTech. Cincinnati, OH-USA) production was measured by ELISA on pDC culture

supernaiants according to the manufacturer’s instructions.

Cross-preseniarion assay

NYESO-1¥/HLA-A*0201** melanoma (M18) and NYESO-1**HLA-A*0201** pulmonary
adenocarcinoma (A549) cell lines were MV-mfected or UV-B inmadiated and cultured for 72 houss.
They were then coculmred with HLA-A*02017 pDC (pDC:mumor cell ratio 1:1). After 18 hows. pDC
were cocultured with the HLA-A*0201/NYESO-1(156-165 )-specific CD8™ T cell clone, M117.167,
for 6 hours m the presence of Brefeldm-A (Sigma. Samnt Quentin Fallavier. France). The M117.167
clone was obtained by cloning in a lnuting dilution of mmor-mfiltrating Iviphocyies from a
melanoma patient. The clone was cultured as described (29). As control. we used pDC pulsed for 1
hour with 0.1 or IpM NYESO-1(156-165) peptide and washed. Cells were then fixed with PBS
contaming 4% paraformaldehvde. for 10mm at room temperature, and penmeabilized and stamed with
IFN-y and CD8-specific antibodies (BD Biosciences. SanJose. CA. USA). as previously described

(31). IFN-y production was analyzed by flow cytometry with a gate on CD8+ T cells.

Real-rime RT-PCR

One microgram of total RNA was reverse-transcribed using Moloney munne leukemia virus reverse
tanscriptase (InViroGen. Saint Aubin. France). PCR reactions were performed using QuantiTect
primers (Qiagen. Foster City-USA) and RT® Real-Time SYBR-Green ROX PCR mastermux (Tebu-

bio, Le Perray-en-Yvelines, France), according to the manufacturers” instructions
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Staristics
GraphPad Pnsm (Inc., San Diego. CA-USA) software using a nonparametric Mann Whitney

comparison test was used. P values < 0.05 were considered 1o be statistically sigmficant

Results
Sensitivity of umor cells and pDC to MV infection

During infection. MV enters cells mainly via the CD46 and. to a lesser extent, CD150/SLAM
(3. 4). In a first experiment. we stuched the expression of these rwo major MV receptors. CD46 and
CDISO/SLAM. on pDC, melanoma (M18). mesothelioma (Mesol3) and pulmonary adenocarcinoma
(A549) cell hines (Figure 1A). We observed CDA6 expression on all cell types, with higher expression
on Mesol3 and A549. Regarding CD1SO/'SLAM expression. we found a positive expression on the
melanoma cell line, M18. These results suggest thar all these cell rypes may be sensitive 1o MV
infection. as they all express CD46.

We then studied the sensitivity 1o MV mifection of these four cell types using a recombimant
MV encoding the green fluorescent protein (MV-GFP). Seventy-two hours after exposure to MV with
a MOI=1, the three mmor cell lines were productively infected with MV, ranging from 50% of A549
cells positive for GFP to 90% of Mesol3 cells (Figure 1B). Furthermore. we observed syncytia
formation for the three tumor cell lines (Supplemental Figure video 1). pDC were not permissive at
MOI=1 (Supplemental Figure video 2). Without a survival signal such as IL-3, the pDC died during
the 72 hours of culture. Thus. we also performed expenments where we added IL-3 to the pDC
exposed 10 MV (Figure 1C), In the presence of IL-3. they survived dunng the 72 hours. but were not
productively mfected by MV. To confirm this result, we increased the MOI up to 50 i the presence of
1L-3, but we sull failed 1o detect infected pDC (Figure 1D). However, we observed a small shift of
fluorescence at MOI=50, which was probably duc to uptake of soluble GFP during the 72-hour
culture, which contanunates the MV-GFP preparation. as when we used UVe-pradiared MV-GFP

which is nor able to replicate, we sull observed this slighr fluorescence sluft (Supplemental Figure 3).
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Finally. when the MV-GFP was incubated for 2 hours at MOI=50 with pDC and washed. we failed to
detect the small shift of fluorescence 70 howrs latet (Supplemental Figuge 3).

We then measured mumeor cell death 72 hours after infection. We found thar nearly half of MV-
mfected tumor cells were TO-PRO+ after 72 howrs (Figure 1E). A sumlar level of cell death was
observed by mradiating the tumor cells with UV-B. Thus, MV infection induces tumor cell death for

approximately half of the tumor cells 72 hours afier infection.

MV-infected nimor cells induce maruration of pDC

We next investigated the effects of MV alone and MV-infected cells on pDC maturation
(Figure 2). In these experiments, we evaluated how MV infection of tumor cells i comparison with
UV imadiation. another inducer of tumor cell death, affects pDC maturation. As a control for
manation, we exposed pDC 1o the TLR7/8 agomst. R848 (Figures 2A and 2B).

We previously demonstrated that the MV-infected MPM tumor cell line. Mesol3. induced
maturation of monocyte-denved DC, withont addinonal adjuvants, whereas the virus alone or UV-
irradiated Mesol13 did not (7). We presently performed a set of expernuents on pDC 1o determine the
effects of MV alone, MV-nfected or UV-immadiated tumor cells on pDC maturation stams. We
compared the effect of MVanfected and UV-radiated twmor cells on the maturation status of pDC
(Figure 2). We observed maturation of pDC cocultured with MV -infected tumor cells, whereas UV-
iradiated rumor cells failed 1o activate pDC. Indeed. CD83 maruration marker expression was induced
by MV-mnfected cells to a sumular level as that observed when the pDC were exposed to R848. We also
noted an nduction of the expression of the costimulation molecules, CDI0 and CD86, on pDC
exposed to MV-mfected tumor cells, althonght this induction was low compared with the levels
tnggered by R848 alone.

Two studies have been reported which descnbe conflicting results on the ability of MV alone
10 mgger pDC manuation (30, 31). However the study from Dubien et Coll, reporting that MV
activates pDC. was performed in the presence of IL-3. a pDC survival factor (30), whereas the other
study, from Schlender and Coll. who observed that pDC cultured with MV does not induce pDC

10
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maturation. was carried out without IL-3. Thus, we performed and compared the two conditions and
found similar results to those descnibed by these authors. Indeed, MV ar MOI=1 mduced pDC
manuaiion only m the presence of IL-3 (Figure 2). As observed for R848 alone. MV 1 the presence of
IL? induced pDC maturation. mainly characterized by a significant mcrease of CDS3 and. to a lesser
extent, CD40 and CDS6 expression. We also observed survival and maturation of pDC in the absence
of IL-3 only when we exposed them to a high quantity of MV (MOI=50) (data not shown). At a lower
viral concentration in the absence of IL-3, the pDC died,

In the last set of experiments, we tested whether MV infection and replication m pDC were
needed to induce therr activation. We exposed pDC to UV-irradiated MV (MV*), which is unable to
replicate. and we observed a similar level of manwation (CD83. CD80 and CD86 expressions) and
IFN-a production as with non-irradiated MV (Supplemental Figure 4A and 4C). The presence of a
blocking anu-CD46-specific antibody i the culture of pDC exposed to IL-3 and MV did not affect
maturation of pDC (Supplemental Figure 4A). The same experiment was performed with pDC
exposed to MV-infected mmmor cells. We sull observed maturation and IFN-a production when MV-
infected mmor cells were UV-irradiated before exposure 10 pDC (Supplemenial Figure 4B and 4C).
Finally. we tested whether a CD46-specific monoclonal antibody was able to inhibit pDC matration
in response to MV-mfected mumor cells (Supplemental Figure 4B and 4C), We did not observe
mhibition, whereas the anti-CD46 antibody completely mhibited mfection of Mesol3 as a control
(Supplemental Figure 4D). Altogether. these results suggest that MV mfection and replication m pDC

are not necessary for pDC acuvation in response to MV,

pDC caprure cellvlar components from MV-infecied nomor cells

Due 10 endo/lysosomal expression of TLR-7 and TLR-9. pDC are specialized in viral nueleic
acid detection (18). These two receptors are the major mnate recepiors that actuvate pDC (32). Simnce
MV. in the presence of IL-3 or MV-infected rumor cells. are able to induce pDC mamration. it 18
Iikely that the mammation stmmulus 15 MV ssRNA which activates TLR7 in the endo/lysosomal
compartent. This hypothesis 1s swengthened by the fact that MV alone does not mduce DC

11
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maturation. as these cells do mot express TLR7 in humans. This implies that some MV are
endocytosed by pDC when they are culmred with MV and IL-3 or with MV-infected cancer cells. We
then mvestigated whether pDC efficiently take up cellular matenial from MV-infected and UV-
mmadited mumor cells (Figure 3). MV-mfected and UVarradiated M18 and AS49 mmor cells were
Inbeled with PKH67 and cocultured with pDC. We observed that pDCs efficiently take up MV-
infected mumor cells at 37°C, whereas UV-imadiated mmor cells were less efficiently taken up (Figures
3A and 3B). In two additional experiments, we observed that the presence of the CD46 monoclonal
antibody m the cultre dad not infubit phagocytosis of MVeanfected nunor cells (data not shown)

These results were confirmed by confocal nucroscopy (Figure 3C). pDC were cocultured for
18 hours with PKH-67-labeled, MV-infected tumor cells. The optical sections showed fluorescent
fragments of MV-mfected tumor cells inside the pDC. confinning the mtemalization of MV-nfected
tumor cell pieces by pDC. Interestingly. we never observed svncina fonuation between pDC and
mumor cells. Altogether, these results suggest that some MV comained m infected mmor cells could

access compartments where TLR7 15 located

MV-infected tumor cells induce strong npe-I IFN secretion by wiggering TLR7.

pDCs are known to be the strongest producers of type-1 IFN, notably against virus. upon TLR-
7 or TLR-9 activation (18). Thus, we measured IFN-a production by pDC following exposure to MV,
MV-infected or UV-rradiated tumor cells. by ELISA (Figure 4A). Direct exposure to MV induced
IFN-a secretion by pDC only m the presence of IL-3, matching the cell maturation observed earhier in
Figure 2. The amount of IFN-a produced in response to MV in the presence of IL-3 was comparable
with the amount mduced by R848 alone, a potent TLR7/8 agomist. Strikingly, we found high amounts
of IFN-a m coculture supernatants after exposure of pPC to MV-mfected tunor cells (20-40 times
more than observed in response t0 MV in the presence of IL-3 or R348 alone). These high quantities
of [FN-a were produced by the pDC. since tumor cells did not produce IFN-a or a very low amount
(pg'ml range) after MV infection (data not shown), UV-uradiated AS49 or M18 mmor cells did not

induce IFN-a production by pDC. These results show that MV-mfected nunor cells are able to rgger
12
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the production of high levels of [FN-a by pDC. considerably higher than the levels produced by pDC
exposed to MV m the presence of IL-3 or to R848 alone.

We have previously shown that, three days after mfection of the Mesol3 tumor cell Ime. a
large amount of virus is produced. reaching 1x10° TCIDs/ml corresponding to an MOI greater than
100 from a starting dose of virus of 1x10° TCIDgy/ml. corresponding 1o an MOI=1 (7). It is thus likely
that the huge quantity of IFN-« produced by pDC m response to MV-infected tumor cells 1s the result
of the infense MV replication in these mmor cells. To test this hyvpothesis. we cultured pDC in the
presence of increasing MOI ranging from 1 to 50. with or without IL-3 (Figure 4B). In the presence of
IL-3, we observed that IFN-a production by pDC increased with the MOL On the contrary. pDC did
not produce IFN-¢ in the absence of IL-3, except for the highest MOI (MOI=50). These results
suggest that the level of IFN-u production by pDC is dependent on the quantity of MV and the
presence of enther IL-3 or other survival sigmals. explaming the huge quantry of IFN-a produced in
response to the hugh titer of virus after mfection of mmor cells,

Since MV and MV-infected tumor cells contain viral ssRNA. 1t 1s likely that IFN-a production
by pDC 15 maimly due to the mggering of TLR-7. Thus, we camed out an inhibition of TLR7. We
used specific immunoregulatory DNA sequences (IRS) that inhibir IFN-o expression mediated by
TLR-7 (IRS661) (33). We showed that IFN-o production by pDC cultured in the presence of MV and
IL-3 was mhibited when we added the IRS661 (Figure 4C). We also observed a simlar IFN-a
inhibition when IRS661 was added 1o pDC exposed 10 MV-infected munor cells. As a control, we
showed thar IRS661 did nor inhibit the CpG-A-induced IFN-u production by pDC. which 15 TLRY
dependent. Altogether. these results demonstrate that IFN-a production mduced by MV or MV-

infected cells 1s TLR7 dependent.

pDC are able te cross-present a tumor-associared antigen from MV-infected numor cells.
The capacity of human pDC to cross-present viral antigens has been reported (20-22), but
cross-presentation of mmor-associated antigens (TAA) has not yet been described. We wondered

whether human pDC exposed to MV-nfected nunor cells would be able 1o cross-present a human
13
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TAA spontancously expressed by mmor cells. We showed by RT-PCR that the HLA-A®0201™* M18
melanoma cell line expresses the cancer festis antigen, NYESO-1, whereas the AS49 lung
adenocarcinoma cell hine does not (Figure 5A).

To deternune whether HLA-A*02017" pDC are able to cross-present this TAA after exposure
to an MV-infected or UV-irmadiated HLA-A*0201**NYESO-1"* M18 tumor cell line, we used the
CD8+ T cell clone. M117.167. which 15 specific for HLA-A*0201/NYESO-1(157-165) complexes
(Figures 5B-D). A schematic of this experiment 1s shown in Supplemental Figure 5. The M117.167 T
cell clone did not produce IFN-y, alone or in the presence of IL-3 pDC, but was activated m the
presence of pDC pulsed with NYESO-1 [157-161] peptides (Figure SB). The clone was activated as
soon as 0.1pM peptide was loaded onto pDC (16.3% IFN-y+ cells) and was more mrensely activared
by pDC pulsed with 1M peptide (77.5%). In the presence of pDC cultured with MV-infected M18
mumor cells. 11.5% of the clone population was activated. whereas the clone did not produce IFN-y i
response to pDC cultured with UV-iradiated MI18 tumor cells (Figure 5B). In response to pDC
cocultured with MV-infected MI£. the clone had an IFN-y production profile comparable with that
observed in response to pDC pulsed with 0. 1pM NYESO-1(157-165) peptide.

As a control, we failed to derect activation of the M117 167 T cell clone in response to MV-
infected or UV-irradiated M18 tumor cells alone (Figure 5C). This result was expected, as the M18
tumor cell line is HLA-A®0201*% thus unable 1o directly present NYESQ-1(157-165) peptide 1o the
clone. This demonstrates that IFN-y production by the clone in response to HLA-A*0201"™ pDC
cocultured with MVemfected MI8 mmor cells 15 due to cross-presentation. We also did not observe
IFN-y production in response to pDC cocultured with MV-mufected NYESO-1™F A549 tumor cells. In
thas representative experiment. the clone produced IFN-y mn response to pDC cocultured with MV-
infected MI18 (6.5% IFN-y" cells). a production rate close to the on< observed in response to pDC
pulsed with 0.1pM NYESO-1(157-165) peptide (10.8% IFN-y™ cells). In a final set of expenments, we
compared NYESO-1 cross-presentation by pDC with cross-presentation by Mo-DC (Supplemental

Figure 6). We found a sumilar level of cross-presentation berween the two types of DC when they were

14
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cocultured with MV-nfected M18 tumor cells, whereas no cross-presentation was observed in
response to pDC or Mo-DC cocultured with UV-madiated M18

Altogether. our results show that pDC are able to cross-present tumor antigen such as
NYESO-1 from MV-infected mumor cells, but not from UV-iradiated omes. Thus. MV-based
antinunor virotherapy should be able to hure pDC in the antitumor immune response by activating their
ability to produce lugh quantities of IFN-a and to cross-present TAA from MV-infected tumor cells to

tumor-specific CD8+ T lymphocyres.

Discussion

In this study, we charactenzed, i vipro, the consequences of MV-based antitumor virotherapy
on human pDC functions. Fustly. we showed that pDC are not sensitive to MV nfection despite
expression of CD46, However, they are able to detect the virus by producing IFN-a in response to
high vins quantity in the absence of a survival signal. and to low vius quantity when a survival
signal, such as IL-3. 1s added 1o the culture. Secondly, when the pDC were cocultured with MV-
mfected tumor cells, they underwent a maturation charactenized by the mduction of CD83 expression
and strong production of [FN-a. with a shightly mcreased expression of costimulatory molecules,
Conversely. the pDC cocultured with UV-iradiated mumor cells retained an immarure phenotype
sumilar to that observed when they were cocultured with IL-3 alone, We then wenufied TLR7 as the
pDC receptor responsible for their activation. probably due to the presence of single-stranded viral
RNA in the endocytic compartment of pDC followmng internalization of MV-infected tumor cell
fragments. Finally, using an HLA-A*0201/NYESO-1(157-165)-specific CD8+ T cell clone, we
showed thar HLA-A*02017 pDC were able 10 cross-present this numor-associated anngen (TAA) from
NYESO-1" HLA-A*0201™* MV-infected tumor cells, but not from UV-irradiated ones. This is the
first time, to our knowledge. that the capacity of human pDC 10 cross-present a TAA from dead numor
cells 1o CD8+ T cells has been demonstrated. Altogether. these results suggest that MV-based

antitmuor virotherapy. m addition to its direct bysis of infected tumor cells, 1s able to recrut pDC
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the anununor immune response. 1o activate their ability to produce high Ievels of type-I IFN and to
cross-present TAA

In the first part of our work, we showed that human pDC exposed in virro to MV at an MOI=1
did not undergo maturation without IL-3. In this condition, with no survival signal, pDC undergo
apoptosis and fail to acquire MV in the endosomal compartment to cngage in 3 maturation process by
the ligation of viral $sSRNA to TLR7. When pDC were exposed to MV i the presence of IL-3. they
survived and maturation was observed (low IFN-a production and mduction of CD83 expression). We
observed the actuvation of pDC by MV in the absence of IL-3. only when we used a lugh quanury of
MV (MOI=50). At this high MV concentration, we think that enough MV reached the endocyric
compartment of pDC 1o provide a swvival'maturation signal. before their apoptosis program was
engaged, Thus, when pDC are exposed to MV in the presence of IL-3. the pDC survive and MV 15
mrernalized and allows mggenng of TLR7 by the viral ssRNA. When pDC are exposed ro MV 1 the
absence of IL-3. they undergo apoprosis unless enough MV reaches the endocytic comparument o
activare and mature them. Our resulis explain the contradictory reports in the hreranue. due 1o
differences i experimental settings. Indeed. we obtamed similar results to Schlender and collaborators
who reported thar a low quanuty of MV Schwarz failed o mnduce IFN-a by pDC cultured n the
absence of IL-3 (31). and to Duhen and colleagues who clammed that MV Schwarz mdunces high
quantitics of IFN-« production by pDC in the presence of IL-3 (30). However, our study does not
support the claim that MV Schwarz mhibits IFN-o production by pDC (31), as pDC produce IFN-a in
the presence of IL-3. Finally, both groups described stamng of pDC by a monoclonal antibody to MV
hemagglutinin (H). but interpreied the resulr differently. One group claimed that pDC were nfecred
and amphified the virus (31). while the other group concluded that. despite the H protein staimng on
pDC, MV replication was low. Our results support this latter conclusion, as we did not obscrve
productive mfection using MV-¢GFP, even at high MOI, m the absence nor presence of IL-3

We also showed that. in the presence of MV or MV-infected mumor cells. pDC undergo
maturation characterized by the upregulation of CDS83 molecule expression ar the cell surface. In the

presence of MV or MV-mfected tumor cells, the pDC produce higher quantinies of IFN-a in response
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to high viral load than pDC stimulated with R348 alone. However, these cells do not express as much
of the CD40 and CD86 costimulatory molecules. Thus. this maturation phenotype resembles the
maturation phenotype mduced by HIV mfection (34, 35), which activates pDC by the TLR7, as does
MV (36). Indeed. 1t is now clear that. depending on the nature of the TLR agonist used. rwo main
pathways of activation can be triggered in human pDC. This dichotomy was fust reported by
Kerkmann and colleagues, who showed that two TLRY agomsts, CpG-A and CpG-B. activate pDC
maruration nsing two different pathways (37). More recently. the same dichotomy has been observed
for TLRT agonists (35). Indeed. HIV behaves like CpG-A by triggening TLR7 and the IRF7 signaling
pathway n the emrly endosome of pDC, and by inducing strong production of IFN-¢¢, Our results show
that the maturation induced by MV+IL-3 ar MV-infected cells ts sumilar to the activation induced by
HIV, suggesting an early endosomal miggering of TLRT by MV ssRNA. This early endosome
activation pathway 1s compatible with antigen cross-presentation expressed by virus-mfected cells. as
cross-presentation of vikal antigens from mfected cells has been demonstrated (21) and cross-
presentation of the TAA from MV-infected cells, m our present study. Conversely, Schmur and
colleagues reported that. in vitro, pDC. contrary to myeloid DC. were not able to cross-present a TAA
from a full-fength protem alone or as an mmune complex form (38). However, these authors used a
soluble protein and did not use NYESO-l-expressing tumor cells as the antigen sowrce. I vivo,
anfigen cross-presentation by pDC is also controversial. Salio and colleagues reported that murine
pDC stmulated by CpG are not able to cross-present anngens, whereas they can mount a T cell
response aganst endogenous antigens (39). Mouries and colleagues showed, in vive and in virro, also
i o murine model. that soluble OVA protem and TLR agonists (CpG or R848) acuvate pDC 1o cross-
prime OVA to specific CD8+ T cells (23). Suilarly. presentation and cross-presentation of soluble
OVA peptide or whole protein. following TLR9 stimulation by CpG or by nfection with mfluenza
vinus containing OVA epitopes. was confirmed recently, #ir virre, by Kool and colleagues (40), Finally,
Lin and colleagues reported that mtrammoral imection of CpG-A-stmulated pDC to mice bearing B16
melanema induced a mumor anftigen cross-prinuing. but this cross-primmng was performed by CDI e+
DC. not by pDC (25), We have shown here that, #n viro. human pDC exposed to MV-infected tumor
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cells are able to cross-present NYESO-1 to a CD8+ T cell clone specific for this TAA. We
demionstrated that MV-infected tumor cells undergo cell death and are then phagocytosed by pDC
These MV-infected cells are capable of activanng pDC without the addition of adjuvants or TLR
agonists. It remaims to be detenmined whether this cross-presentation would result i cross-priming in
vive since MV activates pDC by the early endosomal pathway, which is thought to be more mplicated
n IFN-a production than in T cell stunulatory capacity (41)

The efMciency of MV-based anutumor virotherapy has been demonsirated in vivo m different
models of human tumor xenografts in mmunodeficient mice (8-11). The first clinical trials of MV-
based virotherapy have shiown encouraging results (13, 14). The efficiency of MV-based virotherapy
15 likely due to the lysis of tumor cells by the virus. However, a part of its efficiency may also be due
1o the capacity of MV-nfected mmor cells to activate cells of the mmune system, notably pDC.
Indeed. activation of pDC by TLR agomist m tumor-bearing mice has been shown to mduce an
antimunior immune response and mmor regression (24, 25, 42). Liu and colleagues showed that murine
pDC stimulated by a TLR9 agonist mduced NK cell activation and recruitment to the fumor, tmggering
tumor antigen cross-presentation by CD11e+ DC (25). Drobits and colleagues showed that topical
treatment of melanoma mmors m mice with the TLRT agomst. imquimod, nduced activation and
recruitment of pDC into the tumor and cansed mmor regression (24). They demonstrated that pDC
acquire a cyrotoxic activity agamnst rumor cells by secreting TRAIL and granzyme B. in an IFNAR-
dependent mechanism, [FN-o secretion by pDC not only induces an anfitumor cytotoxic activity on
pDC by an antocrine loop. but can also act directly on mumor cells o induce apoptosis (43). Type-I
IFN also plays a role in the NK activation and 15 required m 8 mouse model of NK-cell-dependent
tumor rejection (44), Finally, these NK cells probably also participate m the mitiation of the antitumor
response by stimulanng myeloid DC. since in IFNARI- and STAT I-deficient mice the antitumor T
cell response failed ro develop (45. 46). Thus. our stdy shows that MV-nfecred numor cells induce a
lugh quantity of IFN-a by pDC, which may be favorable for the development of multicell subsets
wmvolved m an antitunor mumune response. Furthenmore. other oncolytic vinuses known to activate

pDC are being used 1 clincal tnals of antinunor virotherapy. such as vaccinia (47), Herpes Simplex
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Virus (48) and adenovirus (49). Tumor cells infected by these viruses may also be able to mduce IFN-
o production and nunor antigen cross-presentation by pDC.

MV-based antitumor virotherapy is a promising approach for treating cancer through the
oncolytic activity of the virus. Furthermore, we show here that MV-infected tumor cells activate the
maturation and tumor antigen cross-presentation capacities of human pDC. Thus, MV-based antitumor
virotherapy may represent an mteresting approach to the recruitment of pDC in the antitumor immune
response
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Figure Legends

Figure I: MV veceprar expression, MV infecrion sensitiviry and survival of noor cells and pDC. (A}
Expression of CD46 and CD150/SLAM on the surface of tumor cell lines (MI8. Mesol3 and A549)
and pDC (mAb staming: grev histogram. Isotype control : white histogram: the values on histograms
are the R-MFL relative mean fluorescence intensity, defined as the mAb staining MFI divided by
Isotype control MFID). (B} Infection of tumor cell lmes (M8, Mesol3 and A549) and pDC by MV-
eGFP (MOI=1). (C) Infection of pDC by MV-eGFP (MOI=1). in the presence or absence of IL-3. (D)
Infection of pDC by MV-eGFP with increasing MOL in the presence or absence of IL-3. (E) Survival
of mmor cell lines following MV infection or UV irradiation. Three days after mfection or UV
iradiation, cells were meubated with TO-PRO®3 which stams dead cells. Fluorescence was analyzed
by flow cytometry. Results m Figures 1A, 1C and IE are representauve of three independent
experiments. Results m Figures 1B and 1E reflect the mean of three independent experiments. Error

bars represent the standard deviation.

Figure 2: MV-infected wmor cells induce pDC maturation, pDC were culmired for 18 hours with
either IL-3. MV (MOI=1}), MV and IL-3, R848. UV-imadiated- or MV-nfected mmor cells. (A)
Expression of CD83, CDS86 and CDA0 by pDC was measwred by flow cytometry with a gate on
CDI123/BDCA-4" cells. (B) Histograms were obtamed from three mdependent expeniments. A
nonparametric Mann Whitney comparison test was nsed to determune the P value, which was obtained

by companson of the sample result with the IL-3 pDC result (* p <0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001).

Figure 3: Phagocviasis of MV-infected or Ul-irradiated tumor cells by pDC. (A) MV-infected and
UVamadiated tumor cells were stamed with PKH-67 and coculmred with pDC for 18 hows at 4°C' or
37°C (1 DC:1 tamor ¢ell). Cells were stamed with HLA-DR-specific mAb. Fluorescence was analyzed
by flow cyvtomeny. This expenment is representative of fowr expermments. (B} Scatter plot
representation of the four phagocytosis experiments. Ervor bars represent the standard deviation, (C)
MVinfected tumor cells were stained with PKH-67 (green) and cocultured with pDC for 18 hours.
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Cells were stained with HLA-DR-specific mAb (red). Fluorescence was analyzed by confocal

UHCTOSCOPY.

Figure 4: Production of IFN-¢ by pDC in response 1o MV is TLR7 dependent. (A) pDC were cultured
for 18 howrs with IL-3. MV (MOI=1). MV and IL-3. R848. UV-uradiated- or MV-infected M18 or
A549 mmor cells. IFN-a production was measured by ELISA i the culture supernatants. (B) pDC
were cultured for 18 hours with or without IL-3 and increasmg quantties of MV. [FN-a production
was measured by ELISA m the culture supematants. (C) pDC were cultured for 18 hours with IL-3
and MV (MOI=10), CpG-A or MV-mfected MI8. m the absence or presence of different
concentrations of IRS661 (TLR7 inhibitor). IFN-o production was measured by ELISA m the culre

supematants. Results were obtamed from three independent experiments

Figure 5: Cross-presentation of NYESO-1 by HLA-A%0201+ pDC after cocuiture with NYESO-
1+/HLA-A0201- M18 tumor cells infected with MV. (A) Expression of NYESO-1 by M18 and A549
nmnor cell lmes determined by real-time PCR (n=3). (B) pDC were culmred for 18 hours with IL-3,
R848, or UV-nradiated- or MV-mfected M18 rumor cells. Some pDC cultured with R848 were pulsed
with NYESO-1(157-165) peptide for | hour and washed. pDC were then cocultured for 6 hours with
the M117.167 CD8+ T cell clone specific for HLA-AY020I/NYESO-1(157-165) (defined as LT) m
the presence of brefeldin A, Production of IFN=y by the M117,167 T cell clone was analvzed by flow
cytomerry affter staming with CDS and IFN-y-specific mAb. (C) pDC were culiured for 18 hours with
R848. or UV-radiated- or MV-infected M18 (NYESO-17HLA-A*0201") or A549 (NYESO-17HLA-
A*02017) mumor cells. Some pDC cultured with R348 were pulsed with NYESO-1(157-165) peptide
for 1 hour and washed. pDC were then cocultured for 6 hours with the M117.167 CD8+ T cell clone
specific for HLA-A*0201/NYESO-1(157-165) 1 the presence of brefeldin A. The production of IFN-
¥ by the M117.167 T cell clone was analyzed by flow cytometry after staiming with CD8- and IFN-

y-specific mAb. (D) Scatter plot representation of cross-presentation experiments. “n” represent the
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uumber of experiments performed. “n” is different from one condition to another. since we were not

able 1o perform all controls m each expermment due ro the limited quannty of available pDC.

Supplemental Figure Legends

Supplemental Figure 1 infection of the mesothelioma cell line Mesol3 by MV-eGFP. Mesol3
mesothchoma cell line was cocultured 2 hours with MV-eGFP and then washed (MOI=1). Sixteen
rours later, fluorescence microscopy video was performed with a picture taken every 15 munutes with

a nme-lapse confocal microscope (Nikon),

Supplemental Figure 2: absence of infection of pDC by MV-eGFP. pDC were cocultured with MV-
eGFP (MOI=1) m the presence of [L-3. Fluorescence microscopy video-recording was performed with
a picture taken every 15 minutes with a time lapse confocal microscope {Nikon). One cell becomes

infected after 12 hours
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Supplemental Figure 1: infection of the mesothelioma cell line
Meso13 by MV-eGFP. Mesol3 mesothelioma cell line was co-
cultured with MV-eGFP (MOI=1). 16 hours later, fluorescence
microscopy video was performed with a picture taken every 15
minutes with a time lapse confocal microscope (Nikon).

VIDEO

Supplemental Figure 2: absence of infection of pDC by MV-eGFP.
pDC were co-cultured with MV-eGFP (MOI=1) in presence of IL-3.
Fluorescence microscopy video was performed with a picture
taken every 15 minutes with a time lapse confocal microscope
(Nikon)

VIDEO.
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Supplemental Figure 3

pDC Meso13
NI (Black)
MV (Grey)
- - MV'
72H
2H

Supplemental figure 3: Infection of pDC by MV-eGFP or UV-irradiated MV-eGFP;

pDC In presence of IL-3 or Meso13 cells were cultured alone (NI) or with MV-eGFP
(MV) or UV-irradiated (312nm - 100kj/m?) MV-eGFP (MV*) at MOI=50 during 72hrs
(upper panel) or during 2hrs and then cultured during 70hrs (lower panel).
Fluorescence was analyzed by flow cytometry.
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Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 4: Activation of pDC in response to MV-infected tumor cells is
independent of MV replication in pDC and infection by CD46. (A) pDC were cultured
with IL-3 alone, R848, IL-3/MV-eGFP (MV), IL-3/MV-eGFP with 10ug/ml of anti-CD46
or IL-3/UV-irradiated MV-eGFP (MV*) at MOI=1 during 18hrs. Expression of CD83,
CD80 and CD86 by pDC was determined by flow cytometry. (B) pDC were cultured
with IL-3, UV-irradiated M18, MV-infected M18 (M18MV) in presence or absence of
10ug/ml of anti-CD46 (Hycult biotech), or MV-infected M18 irradiated by UV before
exposition to pDC (M18MV*). Expression of CD83, CD80 and CD86 by pDC (gate on
BDCA-4+/HLA-DR+ cells) was determined by flow cytometry. (C) IFN-« production by
pDC measured by ELISA. (D) MV-eGFP infection inhibition of M18 by 10ug/ml of anti-
CD46 monoclonal antibody after 72hrs of culture.
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Supplemental Figure 5

Infection or UV-irradiation of tumor cells
M18 (NYESO-1#+ HLA-A*0201"%)
A549 (NYESO-1m9 HLA-A*020179)

T2hrs SOhrs
Coculture with HLA-A*0201rs pDC cultured with IL-3 or R848
HLA-A*0201» pDC pulsed with 0, 0.1 or 1u M of NYESO-1(157-165) peptide
18hrs l 18hrs
Coculture with LT
(HLA-A*0201/NYESO-1(157-165) specific CD8+ T cell clone).

Bhrs

CD8 staining, Iixation. permeabilisation, IFN-y staining

Flow cytometry analysis

Supplemental Figure 5: shematic of the culture conditions used in the cross-presentation
experiments.
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Supplemental Figure 6
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Supplemental Figure 6: Monocyte-derived DC exhibit a similar level of NYESO-1 cross-
presentation compared to pDC. (A) on day0, pDC and monocytes from a single donor were
purified. pDC were frozen and monocytes cultured with IL-4 and GM-CSF. On day 5, pDC were
thawed. pDC and monocyte-dervied DC were cultured alone or with UV-irradiated M18
(M18UV) or MV-infected M18 (M18MV) for 18hrs. On day6, DC were cultured with the
NYESO-1 specific CD8+ T cell clone during 6hrs in presence of brefeldinA. Cells were then
stained with anti-CD8+ antibody, fixed, permeabilized and stained with IFN-y specific
antibody. IFN-y secretion by the the T cell clone was analyzed by flow cytometry. We conclude
that level of cross-presentation was somewhat similar between the two cell types. It was a
little bit weaker for pDC, but these cells have been frozen, whereas Monocyte-derived DC
were not. (8) scatter plot representation of three cross-presentation experiments performed
with monocyte-derived DC. Error bars represent standard deviation
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Etude et modulation des réponses T dirigées contre le Mésothéliome Pleural Malin

Le mésothéliome pleural malin (MPM) est un cancer trés agressif. Les traitements usuels
restent inefficaces. Il y a donc un besoin de nouvelles stratégies thérapeutiques. Parmi elles,
limmunothérapie est une nouvelle piste de recherche. Afin de développer cette approche de maniére
spécifique, il est nécessaire d’identifier des cibles antigéniques. La protéine MUC1 surexprimée dans
le MPM est un antigéne candidat d’intérét. J’ai montré que toutes les lignées HLA-A*0201+ de MPM
expriment cet antigéne et peuvent étre reconnues et tuées par un clone T CD8+ spécifique de MUCL1.
J'ai également démontré que le niveau de glycosylation de MUC1, n’est pas impliqué dans la
reconnaissance de cet epitope. En paralléle, I'équipe du Dr. Marc Grégoire travaille sur des drogues
épigénétiques permettant de tuer spécifiguement les cellules tumorales, mais également de moduler
I'expression des antigénes de tumeur. L'impact de ces drogues sur I'expression de MUC1 a alors été
étudié. Jai démontré que ces drogues épigénétiques, en particulier les IHDAC, provoquaient
l'inhibition de I'expression de MUC1, au contraire de NY-ESO-1 qui lui était induit. Cette modulation de
'expression des antigénes de tumeurs, conduit alors a une modulation de la reconnaissance des
cellules de MPM traitées par les clones T spécifiques de MUC1 ou NY-ESO-1. Ces résultats
démontrent 1) que la protéine MUC1 est un antigéne du MPM pouvant étre ciblé en immunothérapie,
2) que les agents épigénétigues peuvent moduler positivement ou négativement I'expression
d’antigénes de tumeurs d’ou I'importance du choix de I'antigéne cible si ces traitements épigénétiques
sont combinés a de 'immunothérapie spécifique.

Mots-clés : Cancer ; immunothérapie ; MUC1 ; drogues épigénétiques, NY-ESO-1, iHDAC,
mésothéliome

Study and modulation of T cell response against Pleural Mesothelioma

Malignant pleural mesothelioma (MPM) is a highly aggressive cancer. The usual treatments
are ineffective. Therefore there is a need to find new therapeutic strategies. Among them,
immunotherapy is an interesting approach. To develop this strategy, it is necessary to identify
antigenic targets. The MUCL protein is overexpressed in MPM and an interesting candidate antigen. |
showed that all MPM cell lines express this antigen and can be recognized and killed by a specific
CD8 + T clone. | also found that glycosylation level of MUCL1 is not involved in the recognition of this
epitope. Dr. Marc Grégoire team works on epigenetic drugs, to specifically kill tumor cells, but also to
modulate tumor antigens expression. | studied the impact of these drugs on the expression of MUCL. |
showed that these epigenetic drugs, especially iHDAC inhibit the expression of MUC1, in contrast to
NY-ESO-1 that was induced. This modulation of tumor antigens expression then leads to a modulation
of the treated MPM cell lines recognition by MUC1 or NY-ESO-1 specific T cell clones. These results
demonstrate 1) that MUCL1 is an antigen of MPM that can be targeted in immunotherapy 2) epigenetic
agents can modulate positively or negatively the expression of tumor antigens highlighting the
importance of the choice of targeted antigen if these epigenetic drugs are combined with specific
immunotherapy treatment.

Key words: Cancer; immunotherapy; MUC1; epigenetic drugs, NY-ESO-1, iHDAC, mesothelioma
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