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5-azaCdR : 5-aza-2’-désoxycytidine
5-azaCR : 5-azacytidine

ADCC : Cytotoxicité dépendante des anticorps (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity)
ADNCc: ADN complémentaire

AAT: Antigenes associés aux tumeurs

aGalCer: a-GalactosylCeramide

ARNM: ARN messager

2M: Beta2-microglobuline
bp: paires de bases

BSA: Albumine de sérum bovin (Bovine Serum albumine)

CA: Antigéne carbohydrate (Carbohydrate Antigen)

CARD: Domaine de recrutement et d’activation des caspases (Caspase Activation and Recruitment
Domain)

CCL: Protéines chimiotactiques des monocytes (Chemokine CC-motif)

Ligand CCR: Ligand du récepteur des CCL (Chemokine CC-motif Receptor)

CDK : Kinase cycline-dépendante (Cyclin-dependent kinase)

CEA: Antigéne carcino-embryonnaire (Carcino Embryonic Antigen)
CK 5/6: Cytokératines 5/6

CLR: Récepteur de lectine de type C (C-type Lectin Receptors)
CP: Présentation croisée (Cross-presentation)
CPA: Cellules présentatrices d'antigénes

CR: Récepteurs du complément

cSMAC: central Supramolecular Activation Cluster

Ct : cycle-seuil (cycle-threshold)

CTA : Antigenes testiculaires du cancer (Cancer Testis Antigens)
CTL: Lymphocyte T cytotoxique

DC-SIGN: Dendritic Cell-Specific ICAM3-Grabbing Nonintegrin
DO: Densité optique
dNTPs : désoxynucléotides

EGF: Facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor)

EMA: Antigéne de membrane épithéliale (Epithelial Membrane Antigen)

ER: Réticulum endoplasmique

ERK: Signal extracellulaire de régulation des kinases (Extracellular signal-Regulated Kinases)
E:T: Ratio effecteur/cible (Effector/Target)

Fas-L: ligand de Fas
Fc: Fragment constant des immunoglobulines

FcR: Récepteurs aux fragments constants des immunoglobulines
FGF: Facteur de croissance du fibroblaste (Fibroblast Growth Factor)

GPI: GlycosylPhosphatidyl Inositol

HDACI: Inhibiteur d’activité histone désacétylase
HGF: Facteur de croissance des hépatocytes (Hepatocyte Growth Factor)



HLA: Antigene des leucocytes humains (Human Leucocyte Antigen)

HPV: Papillomavirus humain (Human PapillomaVirus)

HSP: Protéines de choc thermique (heat shock proteins)

HSVtk: thymidine kinase de I'nerpex simplex virus (Herpes Simplex Virus)

ICAM: Molécule d’adhérence intra-cellulaire (IntraCellular Adhesion Molecule)

IFN: Interféron

IGF: Facteur de croissance analogue de 1’insuline (Insulin-like growth factor)

IgG: Immunoglobuline de type G

IKDC: Cellule dendritique productrice d’IFN (Interferon-producing Killer Dendritic Cell)

IL: Interleukine
IPP: isopentenyl pyrophosphonate

LEF: Facteur de transcription lymphoide (Lymphoid Enhancer Factor)

LFA: Antigene associé a la fonction lymphocytaire (Leucocyte Function Antigen)
LPS: Lipopolysaccharide

LRR: Motif riche en leucine (Leucin-Rich-Repeat)

LT: Lymphocytes T

LTh: Lymphocyte T auxiliaire

MAGE: Antigénes associés au mélanome (Melanoma Associated Genes).

MAP: Protéine activatrice de mitose (Mitogen Activated Protein)

Melan-A/MARTL1: Antigéne de mélanome A / Antigéne de mélanome reconnu par les cellules T 1
(Melanoma antigen A / melanoma antigen recognized by T cells 1)

MICA/B: CMH-IMHC class I-related Chain A/B

MM: Mésothéliome malin

MMP: Matrix métalloprotéinases

MMR: Récepteur mannose des macrophages (Macrophage Mannose Receptor)

MPF: Facteur de potentialisation des mégacaryocytes (Megakaryocyte-Potentiating Factor)
MPM: Mésothéliome pleural malin

MSLN: Mésothéline

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-23-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

MUC: Mucine

M-MLV RT: Enzyme reverse transcriptase (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase)

NAT2: N-Acétyltransférases 2

NF2: NeuroFibromatosis type 2

NOD: Domaine de liaison aux nucléotides (Nucleotide binding Oligomerization Domain)
NK: Cellule naturelle tueuse (Natural Killer)

NKG2D: Natural Killer Group protein 2 D

NSE: Enolase spécifique de neurone (Neuron-Specific Enolase)
NY-ESO-1: New-York ESO-1

PAMP: Molécule signature pathogene (Pathogen Associated Molecular Patterns)

PBMCs: Cellules mononuclées du sang périphérique (Peripheral Blood Mononuclear Cells)
PBS: Tampon phosphate salin (Phosphate Buffered-Saline)

PCR: Réaction d’amplification génique (Polymerase Chain Reaction)

PDGF: Facteur de croissance dérivé des plaquettes (Platelet-Derived Growth Factor)

pRb: Protéine du rétinoblastome

PRR: Récepteur de molécule signature pathogénique (Pattern Recognition Receptor)
pSMAC: peripheral Supramolecular Activation Cluster

gPCR: PCR quantitative

ROX : carboxy-X-rhodamine



RPLPO : Protéine ribosomale (large ribosomal protein)
RCAL: Receptor-binding Cancer Antigen expressed on SiSo cells 1

RPM: Tours par minute
RT : Transcription inverse (Reverse Transcription)

SEREX: SERological identification of antigens by recombinant EXpression cloning

SFRP: Protéines sécrétées apparentées aux frizzled (Secreted Frizzled-Related Proteins)
SH: Sérum humain

SMRP: Protéine soluble apparentée a la mésothéline (Soluble Mesothelin Related Proteins)
SR: Récepteur scavenger (Scavenger Receptor)

SV: Simian Virus

SVF: Sérum de veau fétal

Tag: Antigéne Grand T (large T antigen)

TAP: Transporteur de peptides (Transporter associated with Antigen Processing)
TCF: Facteur de transcription de cellule T (T-cell Factor)

TERT: Transcription inverse de la télomérase (TElomerase Reverse Transcriptase)
TGF: Facteur de croissance transformant (Transforming Growth Factor)

TILs: Lymphocytes infiltrants la tumeur (Tumor Infiltrating Lymphocyte)

TIR: Toll/IL-1R homology domain

TLR: Toll-Like Receptor

TNF: Facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor)

TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand

Treg: Lymphocyte T régulateur

TSA: Acide sialique total (Total Sialic Acid)

TTF1: Facteur de transcription thyroidien 1 (Thyroid Transcription Factor 1)

UV: Ultra-violet

VEGF: Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (Vascular Endothelial Growth Factor)
VNTR: Nombre variable de répétitions en tandem (Variable Number of Tandem Repeats)

WT1: Gene suppresseur de tumeur de wilm (Wilms' Tumour 1 gene)

Par convention, le nom des transcrits sera not¢ en italique, a I’inverse des protéines.

Par exemple : NY-ESO-1 correspond au transcrit et NY-ESO-1 désigne la protéine correspondante.
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Premiere partie :

introduction générale
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I. Le mésothéliome pleural malin

I. 1. Définition et situation anatomique

Le mésothéliome est une tumeur primitive agressive résultant de la transformation maligne
des cellules mésothéliales qui tapissent les cavités séreuses de I'organisme, telles que la plévre, le
péricarde et le péritoine, ainsi que les organes internes. Le type de mésothéliome le plus
fréquemment rencontré se développe au niveau de la plévre et est qualifié de mésothéliome pleural

malin (MPM). Il représente environ 80% des cas de mésothéliome.

La plevre est constituée d'un double feuillet qui isole les poumons de la paroi interne du
thorax (Fig. 1). Ces deux feuillets, dont I'un adhére a la paroi thoracique (feuillet pariétal), et
l'autre au poumon (feuillet viscéral), glissent I'un sur l'autre lors des mouvements respiratoires
grace notamment a la présence d'un liquide aux propriétés surfactantes dans la cavité pleurale,
délimitée par les deux feuillets. Le liquide pleural est produit par la monocouche de cellules
mésothéliales qui tapissent chacun des deux feuillets (Mutsaers et al, 2004 ; Mutsaers et al,
2007).

Feuillet pariétal

Feuillet viscéral

Cavite pleurale

Figure 1: Repreésentation de la plevre.

Dans les conditions physiologiques, I'espace pleural délimité par les deux feuillets (viscéral et
pariétal) est quasiment virtuel et ne contient que peu de liquide pleural).

Source: http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/presentations/100008_1.htm (21.06.2008)

Lors du développement d'un MPM, la cavité pleurale est envahie a la fois par les cellules
mésothéliales tumorales et par du liquide pleural présent en quantité anormalement élevée. Si le
volume normal du liquide pleural est de I'ordre de quelques millilitres, il peut atteindre plusieurs

litres en cas d'atteinte par un cancer.
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I. 2. Données épidémiologiques

La relation entre 1’exposition a I’amiante et le MPM a été établie il y a 40 ans par une
étude portant sur des personnes qui travaillaient dans des mines d’amiante (Wagner et al, 1960).
Une exposition & 1’amiante pouvant étre retrouvée dans 70 a 80% des cas de MPM (Gross-
Goupil et al, 1999), ces dérivés asbestosiques sont considérés comme les principaux agents
responsables de I’apparition de MPM. D’autres facteurs (radiations ionisantes, prédispositions
génetiques ou virus) font 1’objet de controverses et leur réle dans I'étiologie du mésothéliome
n’est pas clairement déterminé.

L’utilisation massive de lI'amiante et de ses dérivés dans différents secteurs de I'industrie et du
batiment a partir du début du XXM ainsi que D’application tardive des mesures d’interdiction
concernant I’utilisation de I’amiante (1997 en France) ont abouti a des expositions importantes a
ces fibres dans de nombreux secteurs d'activités. De plus, le délai qui sépare I’exposition de la
survenue d'un mésothéliome est long (30 a 40 ans). L'ensemble de ces facteurs explique
l'augmentation constante de I’incidence du mésothéliome dans les pays industrialisés depuis les
annees 1970 (Fig. 2 et Tableau 1) (Montanaro et al, 2003 ; Bianchi et al, 2007). Une étude récente
prédisait un doublement du nombre de déces annuel en Europe d'ici 2020 (incidence annuelle
estimée en France en 2020 : 3 cas pour 10° habitants) (Peto et al, 1999). Toutefois, cette équipe a
depuis étudié les données cliniques devenues disponibles pour les années 1995 a 1999 et il s'est
avéré que l'incidence réelle était inférieure a leurs prévisions (Pelucchi et al, 2004). Malgré
tout, on s‘attend a voir apparaitre de plus en plus de cas de mésothéliome au cours des

prochaines décennies.

e
-

Figure 2 : Estimation de I'incidence du mésothéliome dans le monde
La couleur des pays indique l'incidence estimée: gris foncé > 20 cas par million ; gris intermédiaire: 11- 20
cas par million ; gris clair < 11 cas par million ; en blanc, données non disponibles. D'aprés Bianchi et al,

2007.
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PERIODE
PAYS 1970-74 1975-79 1980-84 1965-89 1990-94
Angleterre 0,33 0,52 0,69 1,05 1,20
France 0,68 0,87 1,08 1,36 1,42
Allemagne 0,52 0,60 0,79 0,93 1,14
Italie 0,74 0,75 0,98 1,14 1,24
Pays-Bas 0,84 1,13 1,71 2,02 2,39
Suisse 0,63 0,69 0,97 1,17 1,35
Hongrie 0,32 0,39 0,49 0,52 0,70

Tableau I : Evolution de I’incidence du mésothéliome en Europe.
Les valeurs correspondent & I’incidence pour 10° Habitants. D’aprés Peto et al, 1999

I. 3. Facteurs étiologiques et mécanismes pathogéniques
Si la relation entre I'exposition a certaines fibres minérales et le développement d'un
mésothéliome semble clairement établie (Robinson et al, 2005), d'autres facteurs pourraient aussi

étre impliqués dans I'étiologie de ce cancer.

L3.1. Les fibres minérales

Comme nous l'avons déja vu, la relation entre une exposition aux fibres d'amiante et
I'apparition d'un MPM est connue depuis plus de 50 ans déja (Wagner et al, 1960).
L’amiante est un terme industriel désignant des minéraux a texture fibreuse utilisés dans
I’industrie. Ce sont des silicates magnésiens ou calciques. Les diverses catégories d’amiante
correspondent a plusieurs espéces minérales. Deux groupes de fibres minérales existent. Le
groupe de la serpentine dont fait partie 1’amiante blanc ou chrysolite qui est censé étre le moins
dangereux de tous. La serpentine est un minéral de la famille des phyllosilicates. Elle cristallise
dans le systeme orthorhombique. Le deuxiéme groupe est celui des amphiboles dont font parties
la crocidolite et I’aminosite. Les amphiboles sont des silicates de fer, de calcium ou de
magnésium. Elles cristallisent dans les systemes orthorhombique et monoclinique en prismes trés
allongés, avec un clivage typique selon les faces du prisme. Trés largement répandus dans la

nature, elles sont généralement de couleur sombre, mais peuvent varier du blanc au noir. En
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général, ce sont des minéraux durs et lourds. Ils entrent en partie dans la constitution des roches
magmatiques et métamorphiques. Les fibres d’amiante sont des minéraux aux propriétés
physiques et chimiques exceptionnelles : ils ne brdlent pas, résistent remarquablement aux
diverses agressions chimiques et présentent une résistance meécanique élevee a la traction. Ces
propriétés ont favorisé le développement de 1’utilisation des fibres d’amiante sous de
multiples formes, que ce soit pour la fabrication de nombreux produits industriels de
grande consommation ou dans la construction des batiments.

Une fois inhalées, les fibres d’amiante pénétrent et s'accumulent dans les poumons et le
tissu pleural (Sebastien et al, 1980). Elles sont parfois responsables de I'apparition de
pathologies bénignes (plaques pleurales, épanchements pleuraux bénins) ou malignes
(mésothéliome, cancer du poumon) (Chapman et al, 2003 ; Cugell et al, 2004). Plusieurs
mécanismes semblent impliqués dans I'oncogenese du MPM (Jaurand et al, 2005 ; Spugnini et al,
2006) :

o L'effet de la longueur des fibres, de leur épaisseur ou encore du ratio entre les deux sur le
développement ultérieur de cancers a fait I'objet de nombreuses études. 1l semblerait qu'un
ratio longueur/diametre élevé soit favorable a la pénétration des fibres dans la cavité pleurale
et donc au développement ultérieur d'un mésothéliome (Dodson et al, 2003 ; Zucali et al,
2006). Ce ratio varie de 5/1 a 10/1 en fonction du type de fibres d’amiante.

o Les fibres d'amiante sont capables d'interagir de maniére directe avec les chromosomes des
cellules. Elles interférent ainsi avec le processus de mitose, générant des modifications
importantes dans le caryotype des cellules (aneuploidie, réarrangements chromosomiques)
(Lechner et al, 1985 ; Yegles et al, 1993 ; Ault et al, 1995). Certaines de ces modifications
sont fréqguemment rencontrées et semblent nécessaires au développement du mésothéliome
(Sandberg et al, 2001).

o Des derivés oxygénes ou des radicaux libres formés par oxydoréduction a la surface de la
fibre ou au cours de processus de phagocytose exerceraient un effet génotoxique (rupture de
I'ADN et mutations) sur les cellules (Kamp et al, 1992 ; Dong et al, 1994 ; Jaurand et al,
1997 ; Upadhyay et al, 2003).

o Enfin, les fibres damiante entrainent la phosphorylation de certaines MAP kinases,
notamment ERK1 et ERK2 (Zanella et al, 1996 ; Berken et al, 2003). La phosphorylation des

protéines ERK induit I'activation du programme de division cellulaire.
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Bien que tous les mécanismes impliqués dans la carcinogenése ne soient pas encore
completement élucidés, et que les effets varient d'un type de fibre a l'autre (Jaurand et al,
1997), la causalité des fibres d'amiante dans le développement du MPM est bien établie. Cette
prise de conscience a abouti a un abandon progressif de l'utilisation des derivés asbestosiques
dans l'industrie et le batiment. Cependant, 20% des patients porteurs de MPM n'ont a priori
pas été exposés a l'amiante. D'autres agents étiologiques non asbestosiques sont donc

régulierement recherchés dans la physiopathogénie du MPM.

L1.3.2. Le virus SV40

Le SV40 appartient a la famille des Papovaviridae (genre Polyomavirus). Son réle éventuel
dans le développement du mésothéliome est trés controversé, et ce, depuis de nombreuses
anneées. Le débat quant au rbéle du SV40 dans l'oncogenése du MPM reste ouvert puisque
certains arguments semble indiquer que le SV40 est impliqué dans I'étiologie du MPM tandis

que d'autres indiquent le contraire (Tableau II).

Arguments positifs Arguments négatifs

Le SV40 est capable d'induire Il'immortalisation et la | Certaines études incriminant le SV40 dans I'étiologie du MPM
transformation maligne de cellules humaines malgré des | sont basées sur des modeles animaux (Cicala et al, 1993). Or, le
variations en fonction du type cellulaire infecté ( Saenz- | type cellulaire et l'espéce a laquelle appartiennent les cellules
Robles et al, 2001; Carbone et al, 2003). Les cellules | modifient considérablement I'impact de l'infection virale. Il parait
mésothéliales sont particuliérement  sensibles a4 une | donc difficile de se fier a de telles expérimentations pour affirmer
transformation par le SV40 car elles sont peu lysées suite | ou infirmer le réle éventuel du SV40 en tant que facteur
a une infection et parmi les cellules survivantes, la fréquence | responsable de I'apparition du MPM.

de transformation est élevée (Bocchetta et al, 2000 ; Carbone et
al, 2003). Action sur la transformation des cellules via la
protéine Tag qui a la capacité d'inactiver des protéines
inhibitrices de tumeur (protéine p53 et la protéine du
rétinoblastome (pRb)) ou encore d'induire I'activité télomérase
(Carbone et al, 1997 ; Foddis et al, 2002).
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Arguments positifs Arguments négatifs

De nombreuses personnes ont pu étre infectées par ce virus de | La prévalence des personnes contaminées n'est pas clairement

par lutilisation entre 1955 et 1963 de vaccins | établie a ce jour (Gazdar et al, 2002). La cohorte de
antipoliomyélitiques contaminés et ce, dans de nombreux pays personnes  potentiellement infectées correspond a celle qui
développe des MPM, mais il s'agit aussi d'une population

exposée a l'amiante. Aucune étude n'a apporté la preuve
irréfutable de I'implication du SV40 dans le développement d'un
MPM chez ces personnes (Leithner et al, 2006).

Depuis les années 1970, la présence de séquences de I'ADN
ou de produits de génes du SV40 a été fréqguemment détectée
dans différents types de tumeurs humaines, et en particulier
dans le mésothéliome (Carbone et al, 2003 ; Gazdar et al,
2002).

D'autres équipes n'ont en revanche pas pu mettre en
évidence la présence du SV40 dans les tumeurs (Jasani et
al, 2001 ; Carbone et al, 2003). L'existence de faux positifs et de
faux négatifs peuvent expliquer les divergences observées
(Jasani et al, 2001 ; Leithner et al, 2006). Les anticorps ainsi que
les amorces utilisés ne sont pas tous équivalents (Pilatte et al,
2000 ; Hubner et al, 2002) et sont source d'erreurs pour

l'interprétation.

Tableau Il : Les principaux arguments en faveur ou contre le réle potentiel du SV40
dans I'étiologie du MPM.

L.3.3. Autres facteurs étiologiques

Certaines anomalies génétiques contribueraient aussi a I'étiologie du MPM. Dans une
région de la Turquie, deux villages exposés aux fibres d'érionites présentent des fréquences de
mésothéliome tres différentes : dans un des deux villages, la moitié des hommes sont morts suite
a un mésothéliome alors que dans l'autre, un seul cas a été rapporté (Roushdy-Hammady et al,
2001). La realisation d'arbres généalogiques dans ces populations a permis de mettre en
évidence une prédisposition génétique au developpement de MPM (Roushdy-Hammady et al,
2001 ; Dogan et al, 2006). Des pertes chromosomiques ont été détectées dans des familles
avec plusieurs cas de mésothéliomes mais les genes associés n'ont pas été identifiés (Ascoli et al,
2001). Une équipe a démontré que les sujets présentant une délétion homozygote du gene
GSTM1 (codant la glutathion S-transférase M1) ou possédant des alleles de la N-
acetyltransférases 2 a I'origine d'un phénotype « acétylateur lent » présenteraient un risque accru
de survenue de mésothéliome malin (Hirvonen et al, 1995 ; Hirvonen et al, 1996). Une autre

étude a au contraire permis d'observer une proportion plus importante de sujets « acétylateurs
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rapides » chez les patients atteints de mésothéliome que chez les sujets normaux (Neri et al,
2005). Pour l'instant, on ne dispose d'aucune explication concernant ces différences. Ces
exemples illustrent le fait qu'il existe des marqueurs de susceptibilité génétique, présents chez

des populations a risque accru, mais qu'il est nécessaire de les étudier encore.

L'exposition a des radiations ionisantes ou des séquelles d’infection pleurale (inflammation
chronique) ont aussi été rapportées comme pouvant jouer un role dans la survenue ultérieure d'un
MPM (Brenner et al, 1982 ; van Kaick et al, 1999). Les radiations ionisantes représentent des
cancérogenes certains chez I'homme et il semble donc logique de considérer des irradiations
importantes de la plevre comme une cause de mesothéliome. Cependant, il n'existe pas de
preuve irréfutable que les radiations ionisantes induisent le développement dun MPM chez

I'homme a I'neure actuelle.

1.3.4. Mécanismes moléculaires

Les mecanismes par lesquels les cellules mesothéliales donnent naissance a des cellules
malignes de mésothéliome sont eux aussi loin d'étre complétement élucidés. Néanmoins, la
durée élevée de la période de latence (30-35ans) (Selikoff et al, 1980) laisse a penser que
le processus de transformation résulte de I'acquisition de nombreuses particularités biologiques
par les cellules avant qu'elles ne deviennent des cellules de MPM (Fig. 3, page 20) (Hanahan et
al, 2000 ; Robinson et al, 2005 ; Spugnini et al, 2006 ; Zitvogel et al, 2006). Ces cellules

présentent en effet I'ensemble des caractéristiques suivantes :

o Capacité a induire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenése). Les
cellules de mésothéliome, comme toutes les cellules tumorales qui se multiplient de
maniere importante, ont des besoins en nutriments élevés. Elles produisent des facteurs
angiogéniques puissants tels que le VEGF (Masood et al, 2003) ou 1’IL-8 (Galffy et al,
1999).

o Autosuffisance en facteurs de croissance. Ces cellules produisent et répondent & de
nombreux facteurs de croissance comme le PDGF A et B (Versnel et al, 1991 ; Langerak et
al, 1996), I'EGF (Dazzi et al, 1990), le TGF-B (Fitzpatrick et al, 1994 ; Marzo et al, 1997) ou
encore I'lGF (Lee et al, 1993).
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o Perte de sensibilité vis-a-vis des signaux d'inhibition de la croissance cellulaire. Les
génes pl6 et pl4, impliqués dans les voies de signalisation de Rb et p53, ne sont
généralement plus exprimés par les cellules de MPM (Cheng et al, 1994 ; Hirao et al, 2002 ;
Wong et al, 2002). La conséquence qui en résulte se traduit par une perte de la régulation du

cycle cellulaire et I'acquisition de mécanismes de résistance a l'apoptose.

o Possibilité de se diviser indéfiniment (immortalisation). Environ 90% des mésothéliomes
présentent une activité télomérase qui participe a leur immortalisation (Dhaene et al, 2000 ;
Kumaki et al, 2002). La TERT est une enzyme dont la fonction est de rajouter des motifs
d'acides nucléiques (TTAGGG) a l'extrémité des chromosomes et maintient ainsi leur
intégrité au cours des divisions cellulaires (Stewart et al, 2006). Les cellules somatiques
saines perdent I'expression de la TERT, et, a partir d'un certain nombre de division, entrent
dans un processus de dégénérescence di au raccourcissement des chromosomes. De plus, la
transcription de nombreux génes impliqués dans le controle de la prolifération cellulaire et
du développement tumoral sont sous contrdle de la voie Wnt, une voie activée dans les

cellules de mésothéliome (Uematsu et al, 2003 ; Lee et al, 2004).

o Acquisition de mécanismes de résistance a I'apoptose. Certaines protéines anti-
apoptotiques, comme la protéine Bcl-xL, sont surexprimées par le mésothéliome (Soini et al,
1999) et conférent a ces cellules une résistance vis-a-vis des signaux inducteurs de I'apoptose
(dommages sur I'ADN, retrait de facteurs de croissance, stress hypoxique ou thermique,

systeme perforine / granzyme B, ligation de Fas ou TNFa) (Riedl et al, 2004).

o Invasion des tissus voisins et interactions avec la matrice extracellulaire. Les
cellules du MPM sont caractérisées par une invasion rapide des structures intra-thoraciques.
L'expression de protéases leur permet de moduler la matrice extracellulaire riche en
collagéne qui constitue leur environnement (Harvey et al, 2000 ; Liu et al, 2001 ; Edwards et
al, 2003).
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Figure 3 : Principales caractéristiques biologiques des cellules de mésothéliome.

L'approvisionnement des cellules de mésothéliome en nutriments indispensables a leur croissance
est assuré par la formation de vaisseaux sanguins (angiogenése). La matrice extracellulaire fournit un
support au développement de la tumeur. La prolifération cellulaire est aussi assurée par des facteurs de
croissance (PDGF, TGFp) et la perte d'expression de génes suppresseurs de tumeur comme pl6, p14 et NF2
(NeuroFibromatosis type 2). L'activation de la télomérase et de mécanismes de résistance a l'apoptose les
rend résistantes a la mort cellulaire ainsi qu'a I'élimination par I'n6te. D'aprés Robinson et al, 2005.

I. 4. Etablissement du diagnostic

Les principaux symptdmes du MPM sont assez peu spécifiques et apparaissent
tardivement (Scherpereel et al, 2007). Difficulté respiratoire, douleur thoracique, toux, anorexie,
faiblesse généralisée, perte de poids et fievre font partie du tableau clinique du MPM. Devant
I'absence de signes spécifiques, on comprend aisément que le diagnostic de MPM n'est pas fondé
sur les seuls critéres cliniques. Le contexte épidémiologique doit aussi étre pris en compte mais il
n'apporte pas toujours suffisamment d'informations pour affirmer qu'on se trouve face a un
MPM. Les techniques d'imagerie ne permettent pas non plus d'établir un diagnostic de certitude
car elles ne différencient pas le MPM des autres affections pouvant se développer a cette
localisation. Pour établir un diagnostic de MPM, il est nécessaire de réaliser des marquages sur
des cellules et/ou des biopsies issues de patients. Doser certaines protéines dans le sang ou les

liquides pleuraux pourrait aussi représenter une alternative intéressante.
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1.4.1. Analyses immunocytochimiques

L’immunocytochimie est une méthode d’analyse des cellules, in situ, par une technique
d’immunofluorescence, dont I'échantillon est une préparation cytologique. Les analyses
immunocytochimiques consistent a réaliser des marquages sur les cellules présentes dans les
liquides d'épanchement. Malgré I'amélioration des techniques et des appareillages disponibles,
ces marquages ne permettent pas toujours de conclure sur la nature des cellules. Il est en effet
tres difficile de faire la distinction entre des cellules de MPM et des cellules mésothéliales
bénignes. De plus, il arrive qu'il n'y ait pas de cellule dans I'épanchement, ce qui rend bien
évidemment impossible la mise en ccuvre de ce type d'analyse. Il est donc souvent nécessaire
de recourir a des techniques plus invasives pour prélever des échantillons de tissus en vue de

réaliser des marquages sur ces derniers.

L1.4.2. Analyses immunohistochimiques

L'immunohistochimie est le processus de détection d'antigénes dans les tissus au moyen
d'anticorps Ce type d'analyse représente a I'heure actuelle un des meilleurs outils diagnostiques
dans le cadre du MPM. Il permet notamment de différencier un mésothéliome d'autres
affections malignes (adénocarcinomes, carcinomes et méme sarcomes) ou bénignes (hyperplasie
mésothéliale). C'est en 1979 que l'utilitt de faire de marquages histologiques afin de
différencier les MPM d'autres types de cancers a été démontrée pour la premiere fois (Wang et
al, 1979). Dans cette étude, les auteurs ont démontré qu'un marquage sur le CEA exprimé par
les adénomes carcinomes mais pas par les MPM, peut s'avérer utile pour établir un diagnostic
différentiel entre ces deux pathologies. Depuis, de nombreux marqueurs ont été décrits. Les
marqueurs dits négatifs (exprimés par des cancers comme les adénomes carcinomes par exemple
mais pas par le mésothéliome) ont été identifiés en premier. Puis, dans les années 1990, des
marqueurs dits positifs (exprimés par le mésothéliome cette fois) ont a leur tour fait leur
apparition (Ordonez et al, 2002). De nombreux marqueurs sont maintenant disponibles
(Tableau I11, page 22).

Devant le nombre croissant de marqueurs disponibles et afin dhomogéneiser les

procédures de diagnostic en France, un groupe dexperts, le MESOPATH, a défini les

marqueurs a utiliser pour établir le diagnostic de MPM.
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Marqueurs positifs

Marqueurs négatifs

Podoplanine Epithelial cell adhesion molecule
Calretinine MOC-31
CK 5/6 ou kératines large spectre Ber-Ep4
WT1 HEA 125
Thrombomoduline AUAL
N-cadherine CEA
Meésothéline B72.3
EMA (marqguage membranaire) BG-8
CD15
CA 19-9

EMA (marquage cytoplasmique)
TTF1

E-cadherine

CD34

Bcl-2

Desmine

Tableau 111 : Les différents marqueurs disponibles pour le diagnostic
immunohistochimique du mésothéliome.

Les marqueurs dont [l'utilisation est recommandée par le groupe d'experts MESOPATH
apparaissent en rouge. Deux marqueurs positifs et deux marqueurs négatifs doivent étre associés
pour établir un diagnostic de certitude. (Ordonez et al, 2002 ; Scherpereel et al, 2006 ; Ordonez et al,
2006 ; Ordonez et al, 2007).

Bien qu'il y ait de nombreux marqueurs disponibles a I'heure actuelle, il est parfois
impossible d'établir le diagnostic par cette technique. Des recherches sont donc toujours en
cours afin d'identifier un marqueur qui serait plus sensible et plus spécifique du mésothéliome
mais du fait de I'hétérogéneité de ce cancer, qui peut étre différencié en plusieurs sous-types
histologiques (épithélioide, sarcomatoide, biphasique et desmoplastique), il semble peu
probable qu'on identifie un jour un tel marqueur. Le dosage de protéines présentes dans le
sang ou dans le liquide d'épanchement, semble prometteur pour aider a établir le diagnostic et

éventuellement tester des populations a risque (individus exposés a I'asbestose).
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1.4.3. Dosage de marqueurs solubles

Le dosage de marqueurs sériques est fréquemment réalisé pour aider a établir le diagnostic,
ou pour suivre les réponses aux traitements dans différents types de cancers (Perkins et al, 2003 ;
Seregni et al, 2004 ; Tarro et al, 2005 ; Yuen et al, 2005 ; Duffy et al, 2006 ; Steinbach et al,
2006) Les marqueurs tels que CEA, CA19-9, CYFRA21-1 (cytokeratine fragment 19), acide
hyaluronique, CA125 ont été dosés dans les sérums et/ou les liquides pleuraux de patients
(Frebourg et al, 1987 ; Lee et al, 1999 ; Schouwink et al, 1999 ; Miedouge et al, 1999 ; Fuhrman
et al, 2000 ; alata et al, 2001 ; Paganuzzi et al, 2001 ; Thylen et al, 2001 ; Hedman et al M, 2003 ;
Villena et al, 2003). Cependant leur manque de sensibilité ou de spécificité vis-a-vis du MPM
a pour conséquence que leur utilisation semble peu pertinente dans le cadre de ce cancer. La
recherche de nouveaux marqueurs est toujours d'actualité et des techniques allant de I'analyse des
protéines sériques par spectrométrie de masse a l'analyse des génes exprimés par les cellules
tumorales sont actuellement employées a cette fin (Posadas et al, 2005). Malgré les efforts
intensifs fournis ces derniéres années pour identifier le marqueur idéal, il n'y a finalement que
peu de protéines qui pourraient s'avérer intéressantes pour établir le diagnostic de MPM, donner
un pronostic ou encore suivre la réponse tumorale suite a la mise en ceuvre d'un traitement chez
les patients. Parmi les marqueurs les plus étudiés figurent I'ostéopontine, le CA125, RCAS], le
MPF et surtout, les formes solubles de la mésothéline qui semblent de loin étre les plus

prometteuses.

1.4.3.a. Dosage de formes solubles de la mésothéline

La mésothéline (MSLN) est une glycoprotéine de 40 kDa exprimée a la surface des
cellules mésothéliales qui tapissent la plevre, le péricarde et le péritoine. Cette protéine est
surexprimée par les cellules du mésothéliome, du cancer pancréatique et du cancer de l'ovaire
(Chang et al, 1996 ; Hassan et al, 2004 ; Hassan et al, 2007). La protéine codée par le géne de la
mésothéline est synthétisée sous la forme d'un précurseur de 69 kDa clivé par la furine en deux
protéines distinctes : une protéine soluble de 31 kDa, le MPF (Megakaryocyte-Potentiating
Factor), et la mésothéline, attachée a la membrane par le biais d'un groupement GPI (Fig. 4,
page 24) (Hassan et al, 2004).
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Figure 4: Processus de maturation de la mésothéline.

La protéine codée par le géne de la MSLN est un précurseur de 622 A.A., possédant 4 sites de
glycosylation (CHO) et un site de clivage furine (RR). Aprés élimination de la séquence signal du
peptide (SP en bleu) et de la séquence d’ancrage glycosylphosphatidyl inositol (GASS en gris), la
protéine est clivée au niveau du site RR. La mésothéline se retrouve donc attachée a la membrane
tandis que le MPF est libéré dans I’environnement de la cellule. D'aprés Hassan et al, 2004.

Des formes solubles de protéines apparentées a la mésothéline, ou SMRPs, ont été détectées
pour la premiere fois dans des sérums de patients atteints de carcinomes ovariens (23/30
sérums positifs, soit 77%) et pulmonaires (6/9 sérums positifs, soit 66%) (Scholler et al,
1999). En 2003, une équipe australienne a publié des résultats de dosages sériques de protéines
apparentées a la mésothéline chez des patients atteints de MPM ou dautres types de
pathologie pleurale ou pulmonaire (Robinson et al, 2003). 84% des patients atteints de
MPM présentaient un taux de SMRPs élevé contre 4% pour les autres patients. Des
patients sains exposés a l'amiante ont également été inclus dans cette étude et il s'est averé
que 7/40 possédaient un taux sérique important de SMRP. Parmi ces 7 patients, 3 ont développé
un MPM et un autre un cancer du poumon, suggérant ainsi un intérét potentiel du dosage des
SMRPs chez des individus exposées a des dérivés asbestosiques. Plusieurs études ont par la suite
confirmé ces résultats et apporté quelques précisions sur les dosages de SMRPs dans le cas du
MPM (Scherpereel et al, 2006 ; Creaney et al, 2007 ; Pass et al, 2008 ; Amati et al, 2008).
Ainsi, deux etudes réalisées sur des cohortes importantes ont montré que les taux de SMRPs
contenues dans les liquides pleuraux sont plus élevés que ceux des sérums, ce qui explique
que des analyses réalisées sur ce type de préléevements soient plus sensible pour détecter un
MPM (Scherpereel et al, 2006 ; Creaney et al, 2007). En revanche, doser les SMRPs ne
présenterait aucun intérét pronostique (Creaney et al, 2007). Cesrésultats ne sont valables que
pour les mésothéliomes épithélioides car les préléevements issus de patients atteints de
mésothéliome de type sarcomatoide ne contiennent pas ou trées peu de SMRP (Robinson et
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al, 2003 ; Scherpereel et al, 2006). Malgré tout, les SMRP représentent actuellement le marqueur
le plus intéressant dans le diagnostic et éventuellement le suivi des patients du MPM.

La question des mécanismes responsables du relargage de ces formes solubles a été soulevée
tres rapidement. Deux hypotheses ont été proposées : la synthése d'une protéine incapable de
s'ancrer a la membrane cellulaire suite a un défaut d'épissage (Hellstrom et al, 1999) ou bien

le relargage de formes membranaires suite a I'intervention de protéases (Hassan et al, 2004).

1.4.3.b. L'ostéopontine

Cette proteine a été récemment suggérée comme pouvant étre utile dans le suivi de patients
exposés a l'amiante (Pass et al, 2005). En effet, dans cette étude, les taux d'ostéopontine sériques
étaient plus élevés chez les patients atteints de MPM que chez les patients exposés a l'asbestose ;
ce qui a été par ailleurs confirmé par Grigoriu et al (2007). Cependant, I'ostéopontine est décrite
dans de nombreux autres types de cancers, comme les cancers de I'ovaire, du poumon, du sein,
etc. (Fedarko et al, 2001 ; Rittling et al, 2004). Elle n'est donc a priori pas spécifique du MPM.
Le dosage de l'ostéopontine semble par conséquent peu pertinent dans le cadre du diagnostic
différentiel du MPM.

1.4.3.c. Le CA125

Cette protéine transmembranaire de grande taille, appartenant a la famille des mucines,
est exprimée a la surface des cellules des trompes de Fallope, de I'endometre et des cellules
mésothéliales (Kabawat et al, 1983). Son intérét diagnostique et pronostique qui avait été évoqué
par Hedman et al (2003) a été écarté par une étude portant sur une cohorte constituée de plus
de 200 patients (dont 117 atteints de MPM, 33 exposés a I'amiante mais n'ayant développé
aucune pathologie au moment de I'étude et 83 souffrant de pathologies bénignes ou non liées a
I'asbestose) qui a démontré que ce marqueur ne présentait que peu d'intérét dans le diagnostic
du MPM du fait de sa trop faible sensibilité (Creaney et al, 2007).

1.4.3.d. Les formes solubles de RCAS1
Une étude réalisée sur 38 patients atteints de MPM a montré que la plupart des cellules

de meésotheliome exprimaient RCASL et qu'une forme soluble de cette proteine était détectee
dans les liquides pleuraux de patients atteints de MPM (Hiraki et al, 2005). Cette protéine est
aussi détectée dans des liquides pleuraux de patients atteints de cancers du poumon a une
concentration significativement plus élevée. D'autres études sur ce marqueur sont nécessaires

afin de préciser et valider son utilité en clinique dans le cadre du MPM.
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1.4.3.e. Le MPF

Pour l'instant, la seule étude réalisée sur ce marqueur a montré que dans 91% des cas, les
taux sériques de MPF des patients atteints de mésothéliome étaient plus élevés que ceux des
patients sains (Onda et al, 2005). De plus, ce taux diminuait apres une chirurgie, suggérant un
intérét potentiel de ce marqueur dans le suivi des patients suite a un traitement (Onda et al,

2005) mais d'autres études sont necessaires pour le confirmer.

1.4.3.f. Autres marqueurs en cours de développement
Une étude a récemment montré que les dosages sériques de facteurs impliqués dans

I'angiogénese, telles que VEGFP, HGF ou FGF ainsi que de la 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
(80OHdG), un indicateur des dommages subis par I'ADN suite a l'action de radicaux
oxygenes, permettaient d'évaluer le risque de développement d'un mésothéliome chez des
patients exposés a l'amiante (Amati et al, 2008). Ces résultats nécessitent encore d'étre validés

a une plus grande échelle avant de pouvoir étre utilisés en routine.

I. 5. Modalités thérapeutiques

Le pronostic du MPM est extrémement sombre car, sans traitement, la survie est en
général inférieure a 12 mois (Edwards et al, 2000). A I’heure actuelle, les modalités
thérapeutiques classiques représentées par la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie
ne sont pas réellement satisfaisantes. Devant I'absence de moyens efficaces contre le MPM, il

est impératif de mettre au point de nouveaux traitements.

L5.1. La chirurgie

Différents protocoles de chirurgie sont disponibles, certains plus invasifs que d'autres. Ils
sont généralement utilisés a des fins palliatives (réduction de la masse tumorale et des
signes cliniques) plutét que curatives. Une pleurectomie (exérése compléte de plévre) ne
peut étre envisagée qu'en cas de stade précoce de développement de MPM (Scherpereel et al,
2007). 1l a été rapporté que la réduction chirurgicale par pleuro-pneumonectomie extrapleurale
(exérése « en bloc » de la coupole diaphragmatique, du péricarde, de la plévre et du poumon
touchés par le processus tumoral) apportait un bénéfice aux patients traités (Sugarbaker et al,
1999). Cependant, d'autres équipes n'ont pu confirmer ces résultats (Maziak et al, 2005). Plus

d'études seraient donc nécessaire afin de conclure sur le bénéfice apporté. Le taux de mortalité lié
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a l'intervention chirurgicale n'est pas négligeable et a pour conséquence de limiter le nombre de
candidats potentiels ainsi que le nombre de centres capables de proposer cette thérapie. Enfin, il
est admis qu'un tel traitement doit s'accompagner d'une thérapie adjuvante ayant pour but de

détruire les cellules tumorales résiduelles.

L5.2. La chimiothérapie

Dans de nombreux essais, I'emploi simultané de plusieurs drogues donne de meilleurs
résultats que lors de I'utilisation d'une seule (Steele et al, 2005). Pour le moment, le seul
traitement recommandé en France est I'association de pemetrexed et de cisplatine (Scherpereel et
al, 2006). La cisplatine (Cisplatine®) est une drogue utilisée depuis presque 30 ans en thérapie
anti-cancéreuse. Elle se lie a I'ADN nucléaire et interfere ainsi avec les mécanismes de
transcription et de réplication de I'ADN. L'activité toxique de la cisplatine s'exercerait également
via des interactions avec d'autres cibles, comme des protéines cytoplasmiques. Le pemetrexed
(Alimta®) appartient & la famille des anti-folates. Il inhibe des enzymes impliquées dans la
synthese des groupements purine et pyrimidine. Les cellules du mésothéliome pourraient étre
particulierement sensibles a cette molécule puisqu'elles expriment toutes, quelle que soit
leur nature histologique, un récepteur de haute affinité aux alpha-folates (Wang et al, 2002).
L'association de ces deux drogues a été étudiée naguere dans le cadre du MPM au cours

notamment d'un essai de phase 11l réalisé avec 448 patients (Vogelzang et al, 2003).

Avec des taux de réponses avoisinant les 40% et une médiane de survie de 12,1 mois,
I'association pemetrexed — cisplatine s'est révélée plus efficace que la cisplatine utilisée seule
(taux de réponse de 17% et 9,3 mois de médiane de survie.) (Vogelzang et al, 2003). Une étude
plus récente réalisée sur plus de 1000 patients a en partie confirmé ces résultats avec une
médiane de survie de 11 mois environ mais des taux de réponses inférieurs (de I'ordre de 20%)
(Obasaju et al, 2007). L'emploi d'un autre anti-folate, le raltitrexed, combiné a la cisplatine a
démontré une efficacité a peu prés équivalente en terme d'allongement de médiane de survie
au cours d'un autre essai clinique de phase Il (Van Meerbeeck et al, 2004). Ainsi,
l'association cisplatine et anti-folates, et plus particulierement le pemetrexed, semble
intéressante dans le cadre du MPM. Cependant les effets secondaires sont importants puisque la
toxicité de cette association est de grade 3/4. Les plus fréquents sont les affections
hématologiques (neutropénie, granulocytopénie), gastro-intestinales, du systéme nerveux

(neuropathie sensorielle), du rein et des voies urinaires.
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D'autres associations sont en cours d'étude, par exemple, les associations gemcitabine
— cisplatine (Byrne et al, 1999 ; Van haarst et al, 2002 ; Nowak et al, 2002 ; Kalmadi et al, 2007 ;
Utkan et al, 2006 ; Castagento et al, 2003), oxaliplatine et raltitrexed (Fizazi et al, 2003) ou
encore oxaliplatine et gemcitabine (Schutte et al, 2003), mais leur emploi n'est pas encore validé
pour le traitement du MPM (Steele et al, 2006 ; Garcia-Carbonero et al, 2006). Seule I'association
cisplatine — pemetrexed est recommandée en premiere intention. L'administration simultanée
de dexaméthasone, d'acide folique et de vitamine B12 réduirait les effets secondaires et la
toxicité liés a ce protocole de chimiothérapie (Vogelzang et al,2003). La limite de la
chimiothérapie apparait donc puisque ce protocole, qui est le meilleur dont on dispose
actuellement, ne permet qu'un allongement limité de la durée de survie des patients et moins de
la moitié d'entre eux répondent partiellement a ce traitement. De plus, en cas d'absence de

réponse, aucun autre protocole de chimiothérapie ne peut étre préconisé.

L.5.3. La radiothérapie

Les résultats obtenus par I'emploi de la radiothérapie se sont révélés décevants et cette
alternative ne peut étre utilisée qu'a des fins palliatives (Waite et al, 2007) afin de diminuer
la douleur ressentie par les patients souffrant d'un MPM. La radiothérapie ne peut étre utilisée
seule dans le traitement des patients atteints de ce cancer du fait de la nature diffuse de la tumeur
et de l'importance des doses a utiliser : des effets secondaires importants, allant jusqu'a des
complications parfois fatales, ont été décrits suite a un tel traitement.

II. L'immunité anti-tumorale

I.1. Emergence d'une théorie : de I'immunosurveillance a
I'immunoédition

Paul Ehrlich fut le premier & envisager que le systeme immunitaire pouvait réprimer
le développement de cancers (Ehrlich et al, 1909). Toutefois, I’hypothése initialement formulée
par Ehrlich nécessitait le développement de I’immunologie fondamentale et I’idée que le
systéeme immunitaire puisse exercer un contréle sur le développement tumoral n’a pas été
réellement poursuivie jusqu’a la moitié du XX®™ siecle. Le concept de surveillance
immunitaire fut repris par Sir Mac Farlane Burnet en 1957 (Burnet et al, 1957). Au méme
moment, Lewis Thomas suggéra qu’une des fonctions principales de I’'immunité cellulaire
était de maintenir I’homéostasie des organismes multicellulaires complexes en les protégeant

des éventuels développements de maladies néoplasiques (Thomas et al, 1959). L'ensemble de
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ces idées a finalement abouti a la théorie selon laquelle les lymphocytes pouvaient agir telles des
sentinelles dans la reconnaissance et I’¢limination des cellules transformées de 1’organisme
(Burnet et al, 1970).

Cette théorie a cependant fait I’objet de nombreuses critiques, notamment a cause de
données expérimentales démontrant que des souris nude, bien que défaillantes sur le plan
immunitaire, ne présentaient pas une incidence plus élevée de tumeurs que des souris normales.
Ce n'est que plus tard que les défauts de ce modele et des études réalisées ont été identifiés.
En particulier, les souris nude se sont avérées ne pas étre totalement dépourvues de lymphocytes
T. En outre, elles possédent des composants de I'immunité innée capables de compenser, dans
une certaine mesure, leur déficit immunitaire. Finalement, plusieurs preuves ont permis
d'établir le fait que plusieurs types cellulaires et molécules effectrices du systéme immunitaire
jouaient un réle dans le contrdle du développement tumoral chez I'animal : des souris
déficientes en composants essentiels du systéme immunitaire inné ou acquis sont plus
sensibles au développement de tumeurs spontanees ou induites (Dunn et al, 2004). Des
expériences similaires réalisées a l'aide d'anticorps afin d’éliminer les populations de cellules
NK ou NKT, et de neutraliser les molécules TRAIL (Takeda et al, 2002) ou le NKG2D exprimés
par ces cellules (Raulet et al, 2003) ont confirmé ces résultats. Enfin, I'activation de certains
composants du systeme immunitaire comme les cellules NK ou NKT (Smyth et al, 2005) ou
une sous-population de cellules dendritiques particulieres produisant de I'lFNy (Taieb et al, 2006)

ont abouti a réduire le développement de tumeurs dans des modéles murins.

Chez I’homme, plusieurs observations cliniques permettent de confirmer un réle actif
de la surveillance immunitaire contre les tumeurs. Par exemple, des patients transplantés et
sous traitement immunosuppresseur présentent une fréquence plus importante de cancers par
rapport a la population générale (Euvrard et al, 2003 ; Hollenbeak et al, 2005). De plus, une
infiltration lymphocytaire peut étre associée a une meilleure survie des patients atteints de cancer.
La présence de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) au sein de certains types de tumeurs, tels
que les mélanomes (Clark et al, 1989 ; Clemente et al, 1996), les cancers pulmonaires (Villegas
et al, 2002), ovariens (Zhang et al, 2003), ou encore les tumeurs du tractus gastro-intestinal
(Ishigami et al, 2000 ; Schumacher et al, 2001), a en effet &té associee a une survie plus élevée
des patients. Malgré l'existence de ce processus dimmunosurveillance, des cancers peuvent se
développer chez des individus immunocompétents. Plusieurs travaux réalisés sur divers modeles

murins ont démontré que des tumeurs qui se développent chez des hdtes sans pression
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du systeme immunitaire sont globalement plus immunogénes que des tumeurs issues d'hotes
immunocompétents (Smyth et al, 2000 ; Shankaran et al, 2001 ; Street et al, 2002 ; Dunn et al,
2005). Ainsi, bien que le systeme immunitaire soit dans certains cas capable de lutter contre le
développement tumoral, il semble aussi étre a l'origine de la sélection de tumeurs moins

immunogenes.

L'équipe de Schreiber a récemment proposé un concept, I'immunoédition, qui tient compte
du fait que l'immunosurveillance ne constitue qu'une partie des relations entre le systeme
immunitaire et les cancers (Dunn et al, 2002 ; Dunn et al, 2004). L'immunoédition est décrite
comme étant la résultante de trois processus: élimination, équilibre et échappement (Fig. 5).
L'immunosurveillance proprement dite correspond a la phase d’élimination. La sélection des
variant tumoraux se passe pendant la phase dite d’équilibre. Ceci pouvant conduire a

I’échappement, et par conséquent, a 1’apparition clinique de tumeurs.
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Figure 5 : Les trois phases de I'immunoédition.

Sous l'influence de divers facteurs, des cellules cancéreuses peuvent apparaitre dans l'organisme. La
phase d'élimination correspond & l'immunosurveillance, pendant laquelle le systeme immunitaire
reconnait et lutte contre ces cellules. L'équilibre est le processus au cours duquel des variants tumoraux,
résistants au systéme immunitaire, sont sélectionnés (immunosélection). Au cours de la phase
d'échappement, la croissance tumorale n'est plus maitrisée par le systéme immunitaire. (Dunn et al,
2004)
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I1.2. Les effecteurs de la surveillance immunitaire anti-tumorale
Les données disponibles dans la littérature ont permis d'établir que de nombreux types
de cellules ou de molécules effectrices, appartenant aussi bien au versant inné qu'acquis

de I'immunite, étaient impliquées dans I'immunosurveillance des cancers.

11.2.1. Les lymphocytes T cytotoxiques

La partie adaptative du systeme immunitaire est constituée d'une branche cellulaire, médiée
par les lymphocytes T, et d'une branche humorale, qui fait intervenir les lymphocytes B. Les
lymphocytes T subissent une étape de maturation dans le thymus : seuls les lymphocytes T
capables de reconnaitre les molécules du CMH (Complexe Majeur d'Histocompatibilité, aussi
appelé HLA chez I'hnomme) du soi sont sélectionnés (sélection positive). Les lymphocytes T
présentant une haute affinité pour un peptide du soi associé aux molécules du CMH sont quant
a eux éliminés (sélection négative). A l'issue de cette maturation, les lymphocytes T entrent
dans la circulation et gagnent les organes lymphoides secondaires. Ils ne sont pas encore
capables de lyser les cellules cibles: pour cela, ils doivent d'abord étre activés par des cellules

présentatrices d'antigenes (CPA).

IL. 2.1. a. Activation des lymphocytes T CD8, synapse immunologique et
signaux d'activation

Le contact entre cellules dendritiques et lymphocytes T conduit a une polarisation du
cytosquelette d’actine et des microtubules des cellules en contact et aboutit a la concentration
de molécules de présentation, de co-stimulation et d’adhérence au sein d’une Synapse
immunologique (Fig. 6). La synapse immunologique s’organise en régions concentriques. La
partie centrale appelée ¢cSMAC comprend principalement le TCR, interagissant avec les
complexes pCMH et les molécules de costimulation. A la périphérie se trouve la région pSMAC

composee des molécules d’adhérences, notamment ICAM et LFAL (Friedl et al, 2005).
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Le TCR des lymphocytes T CD8 peut reconnaitre un complexe formé par un peptide de 8 a
10 acides aminés en association avec une molécule de CMH de classe | (Germain et al, 1994).
Il s'agit du premier signal de stimulation. A lui seul, I'engagement du TCR est insuffisant pour
activer une cellule T naive. Pour induire son expansion clonale et sa différenciation en
cellules effectrices efficaces, des signaux de costimulation doivent étre délivrés simultanément
a la présentation de l'antigene par la CPA (Mescher et al, 2006). Quand le TCR d'une cellule
T naive se fixe a un complexe pCMH présent a la surface d'une cellule qui n'exprime pas de
signaux de costimulation, la cellule T perd alors sa capacité de réponse immunologique et entre
dans un état qualifié d'anergie. Une cellule T dans cet état ne peut alors plus étre activée,
méme si l'antigéne vient a lui étre présenté par la suite par des cellules présentatrices d’antigénes

professionnelles.

Le deuxiéme signal de costimulation des CTLs consiste en l'interaction entre des
molécules exprimées & la surface des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) et leurs ligands
exprimés par les lymphocytes T CD8. C'est le cas par exemple de la liaison entre des
molécules de la famille B7 (CD80 ou CD86), exprimées par la CPA, au CD28, exprime par la
cellule T (Fig. 7, page 33) (Andersen et al, 2006 ; Mescher et al, 2006). Une étude réalisée sur
des cellules humaines a cependant montré que des CPA exprimant des niveaux eélevés
d'antigénes et de molécules de costimulation de la famille de B7 n'étaient pas pour autant
capables d'induire des CTLs efficaces (Albert et al, 2001). D'autres signaux doivent étre
apportés par les CPA et/ou les lymphocytes T CD4 pour éviter I'induction d'un état de tolérance
(Fig. 7, page 33) (Mescher et al, 2006). Parmi les mécanismes impliqués dans ce troisieme
signal, des interactions entre molécules appartenant a la famille TNF/ TNFR sont impliquées
(Croft et al, 2003 ; O'Neill et al, 2004 ; Watts et al, 2005). Les molécules CD28 et HVEM,
présentes sur les lymphocytes T naifs, seraient les premieres a intervenir dans 1’interaction avec
les cellules dendritiques (Croft et al, 2003). L’expansion clonale nécessiterait ensuite des
interactions via les protéines CD28 et CD27 et ultérieurement, 1’expression des molécules 4-1BB
et OX40 procurerait des signaux de survie aux lymphocytes T.

Le troisieme signal fait aussi intervenir des communications entre cellules par le biais
de la sécrétion de cytokines. En effet, une équipe a démontré que I'IL-12 (Curtsinger et
al, 1999) ainsi que les IFN de type | (Curtsinger et al, 2005) sont des cytokines nécessaires a la

différenciation et a I'amplification clonale des CTLs (Fig. 7, page 33).
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Figure 7 : Signaux de costimulation et activation des LT CD8.

Trois signaux d'activation sont nécessaires afin d'induire la génération de CTLs efficaces a partir de
lymphocytes T CD8 naifs. La stimulation du CD8 via le TCR et le CD28 induit une prolifération des
cellules mais pas l'acquisition des fonctions effectrices. A long terme, les cellules se révélent étre
tolérantes. Le troisiéme signal, qui peut étre apporté par I'lL-12 ou des IFN de type | produits par la
cellule dendritique, est nécessaire a I'expansion clonale ainsi qu'a la différenciation des CTLs. (Mescher
et al, 2006)

I. 2.1. b. Mécanismes d'action des CTLs

La présentation de I'antigéne et les signaux de costimulation déclenchent I'expression de I'lL-
2 et de son récepteur de haute affinité par les cellules T CD8. L'IL-2 a pour effet d'induire
I'expansion clonale de la cellule T naive puis la différenciation d'une partie de sa descendance
en cellules effectrices, capables de synthétiser les protéines requises pour leur fonction
spécialisée de cellules T cytotoxiques. Lorsqu'un CTL reconnait I'antigéne pour lequel il est
spécifique a la surface d'une cellule cible, il n'a plus besoin de recevoir de signaux de
costimulation pour remplir son réle.

Les cellules effectrices migrent de l'organe lymphoide ou elles ont recu les signaux
de stimulation vers les tissus périphériques. La migration peut se faire grace a un ensemble
de molécules d'adhésion, exprimés a la surface du lymphocyte T, qui reconnaissent un ensemble
de molécules complémentaires situées sur des cellules avec lesquelles les lymphocytes T
entrent en interaction. Les principales classes de molécules d'adhésion sont les sélectines, les
intégrines, certains membres de la famille des immunoglobulines (CD2) et certaines molécules

semblables a la mucine. Certaines de ses molécules sont plus importantes pour la migration
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des Ilymphocytes T alors que dautres interviennent dans 1’interactions avec leurs cibles

cellulaires.(Janeway & Travers, 1997).

Les CTLs sont capables de détruire les cellules cibles par trois mécanismes (Andersen et al,
2006). Le premier d'entre eux est médié par des cytokines, comme I'TFNy et le TNF, qui sont
produites et sécrétées tant que la stimulation via le TCR est maintenue (Fig. 8a). Ces cytokines
affectent a la fois la cellule en contact avec le CTL mais aussi les cellules situées a distance. Le
TNF se fixe sur son récepteur situé sur la cellule cible et induit son entrée en apoptose.
L'IFNy, quant & lui, est a l'origine de l'augmentation de la présentation de peptides endogénes
par les molécules de CMH de classe | et de la synthése de Fas (CD95) par les cellules cibles. En
outre, il exerce une action anti-proliférative sur les cellules tumorales, effet qui a été décrit dans
certaines lignées cellulaires humaines de MPM (Buard et al, 1998), il inhibe l'angiogénése,
ce qui limite la croissance tumorale (lkeda et al, 2002), et enfin, il agit sur d'autres

effecteurs de la réponse immunitaire.
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Les deux autres mécanismes agissent par contact direct. Le premier implique le ligand de
Fas (Fas-L), exprimé a la surface des CTLs. Il se lie a son récepteur (Fas ou CD95) situe a la
surface de la cellule cible (Fig. 8b, page 34) et induit le recrutement de molécules
adaptatrices qui aboutit a l'activation de la caspase 8 et a I'induction de I'apoptose de la cellule
cible (Krammer et al, 2000). Dans le second cas, le CTL relargue des protéines (perforines et
granzymes) dans l'espace intercellulaire (Fig. 8c, page 34). Le mécanisme d'action du systéme
perforines / granzymes repose lui aussi sur l'induction de la cascade apoptotique via l'activation
de la caspase 10 (Talanian et al, 1997). Les perforines et granzymes sont pré-synthétisées par les
CTLs, stockées dans des lysosomes et relarguées tres rapidement des que la rencontre entre
un CTL et une cellule cible a lieu. Le contenu des lysosomes n'est pas relargué au hasard
mais en un point précis. Ainsi, ces protéines cytotoxiques sont concentrées au niveau de la
surface de la cellule cible, ce qui améliore leur efficacité et limite leur diffusion dans le milieu

environnant, protégeant ainsi les autres cellules de leur action cytotoxique.

IL. 2. 2. Les cellules dendritiques

Parmi les trois types de cellules présentatrices d’antigenes décrits (macrophages,
lymphocytes B et cellules dendritiques), seules les cellules dendritiques sont spécialisées dans la
fonction de présentation et sont capables de stimuler des lymphocytes T naifs. C'est pourquoi
elles ont été qualifiées de cellules présentatrices d’antigenes professionnelles. Comme nous
allons le voir, les cellules dendritiques sont caractérisees par une extréme plasticité
phénotypique et fonctionnelle, ce qui leur permet d'intervenir aussi bien dans le développement
de réponses immunitaires acquises comme innées, ainsi que dans l'induction de la tolérance
(Banchereau et al, 2000 ; Steinman et al, 2003 ; Sousa et al, 2006).

I1.2.2.a. Les différentes populations de cellules dendritiques
Différents types de cellules dendritiques ont été décrits depuis la découverte des cellules de

Langherhans en 1868, et le terme cellules dendritiques regroupe aujourdhui plusieurs
populations cellulaires issues de voies d'ontogenése distinctes (Fig. 9, page 36) (Schott et al,
2006). La voie myéloide donne naissance, sous l'influence du Granulocyte Macrophage-
Colony- Stimulating Factor (GM-CSF) et du TNFa, aux cellules dendritiques dites
conventionnelles ou myéloides: les cellules de Langherhans, situées au niveau des épitheliums
stratifies, et les cellules dendritiques interstitielles, situées dans les autres tissus. Ces deux
populations expriment de nombreux marqueurs en commun, dont la molécule CD11c, mais
different quant a I'expression d'autres marqueurs comme le CDla (Caux et al, 1996). Les

MoDC, apparentées aux cellules dendritiques myéloides et plus particulierement a la population
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des cellules dendritiques interstitielles, sont quant a elles dérivées de monocytes in vitro. Bien
que les contributions relatives de ces sous-populations de cellules dendritiques au cours de la
réponse immunitaire anti- tumorale ne soient pas clairement établies, leurs capacités a capturer
puis présenter les antigenes aux cellules effectrices de I'immunité en font des acteurs centraux
dans I'établissement d'une telle réponse (Banchereau et al, 2000). Les cellules dendritiques
plasmacytoides sont issues de la voie lymphoide et leur localisation est généralement
restreinte aux tissus lymphatiques et au sang périphérique. La principale caractéristique de ces
cellules est qu'elles sont capables de produire d'importantes quantités d'IFN de type | suite a une
infection virale (Siegal et al, 1999 ; Cella et al, 1999). Les cellules dendritiques plasmacytoides
ont été considérées comme étant impliquées quasi-exclusivement dans la réponse antivirale
(Barchet et al, 2005 ; Liu et al, 2005). Cependant, une équipe a récemment démontré chez la
souris que cette population de cellules dendritiques plasmacytoides était capable d'induire
I'expansion de CTLs spécifiques d'antigenes in vivo, le rejet de tumeurs et d'agir en synergie
avec les cellules dendritiques myéloides (Lou et al, 2007). Une autre population de cellules
dendritiques a été identifiée récemment chez la souris : il s'agit des IKDC, ce sont des cellules
dendritiques produisant de I’interferon et pouvant tuer les cellules cancéreuses par apoptose.
(Chan et al, 2006 ; Taieb et al, 2006). Elles semblent jouer un réle dans le cadre de I'immunité
anti-tumorale mais celui-ci reste encore a préciser, notamment chez I'homme. Leur origine

ontogénique n'est pas encore identifiée.
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Figure 9: Voies d'ontogenése des cellules dendritiques.
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Toutes ces populations mettent en évidence la diversité des cellules dendritiques rencontrées
chez I'hnomme. L'existence de sous-populations complémentaires n'est pas exclue. En outre, bien
gu'on commence a entrevoir certaines inter-relations existant entre différentes sous-populations

de cellules dendritiques celles-ci restent encore largement meconnues.

I1.2.2.b. Capacités de migration des cellules dendritiques
Les cellules dendritiques sont des sentinelles disseminées dans tout I'organisme. Le fait

gu'elles soient capables de se déplacer leur permet de se diriger vers les tissus périphériques
ou elles internalisent des antigenes puis de transporter ces antigenes jusqu'aux lymphocytes
situées dans les ganglions périphériques. Les cellules tumorales sécrétent des molécules dans
leur environnement (Rollins et al, 2006). Or, les cellules dendritiques sont attirées par ces
molécules au niveau du site tumoral. Par exemple, le CCL20 attire des cellules de
Langherhans grace a une interaction avec le récepteur de chimiokine 6 (CCR6) qu'elles
expriment (Dieu-Nosjean et al, 2000). Arrivees sur le site tumoral, les cellules dendritiques
peuvent prélever des antigénes. Les signaux qu'elles recoivent dans cet environnement (voir plus
loin) induiraient entre autre des modifications du profil de CCR qu'elles expriment, ce qui leur
permettrait d'atteindre les ganglions lymphatiques (Dieu et al 1998 ; Sallusto et al, 1998 ;
Sozzani et al, 1998). Les différentes sous-populations de cellules dendritiques ne possédent pas
les mémes capacités de réponse vis-a- vis de certaines chimiokines car elles n'expriment pas par
exemple les mémes CCR fonctionnels (Penna et al, 2001). D'autres types de récepteurs, comme
les CLR (Figdor et al, 2002), ou la capacité a sécréter des MMP (Ratzinger et al, 2002) sont
aussi impliqués dans la migration des cellules dendritiques.

La migration des cellules dendritiques des tissus périphériques vers les organes lymphoides
secondaires se ferait principalement par les vaisseaux lymphatiques mais les mécanismes par
lesquels les cellules dendritiques entrent dans ces vaisseaux puis migrent jusqu'aux ganglions
sont loin d'étre totalement élucidés (Randolph et al, 2005). De la méme maniére que dans
I'attraction des cellules dendritiques vers les sites inflammatoires, les capacités des cellules
dendritiques a retourner dans les ganglions lymphatiques reposent sur l'expression de
molécules qui varient d'une sous-population de cellules dendritiques a l'autre. Par exemple, on a
démontré que le CCR7 (Martin-Fontecha et al, 2003) était nécessaire a la migration des cellules
dendritiques interstitielles et des cellules de Langherhans. En revanche, une autre étude a montré
que si le CCR7 intervient effectivement dans les capacités de migration des MoDC, c'est en
réalitt le CCR8 qui a un rble prépondérant pour cette population de cellules dendritiques
(Qu et al, 2004).
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I1.2.2.c. Capture des antigénes et intégration des signaux environnementaux
La nature du matériel antigénique préleve par les cellules dendritiques est variée et

comprend : des micro- organismes (virus et bactéries), des particules opsonisées, des protéines
ou encore des cellules vivantes ou mortes. La capacité d'internalisation des cellules dendritiques
repose sur les mécanismes d'endocytose, de phagocytose et de pinocytose qui se distinguent par
les récepteurs utilises, les mécanismes cellulaires mis en jeu, ainsi que par la nature du matériel
internalisé. Les récepteurs intervenant dans la capture des antigénes assurent la reconnaissance
des structures antigéniques, le recrutement des éléments du cytosquelette pour réaliser
I'internalisation et la transduction de signaux en vue de moduler I'activité cellulaire.

Parmi ces récepteurs, certains appartiennent a la famille des lectines comme le DC-SIGN
(CD209), le CD205, le MMR (CD206) (Geijtenbeek et al, 2004); des récepteur scavenger comme
le CD36 (Peiser et al, 2002); ou encore des intégrines (CD11lb, CD18). Les particules
pathogénes opsonisées peuvent aussi étre internalisées par des récepteurs au complément
(Bajtay et al, 2006). Ces récepteurs interviennent non seulement dans [linternalisation de
pathogenes mais aussi dans celle de matériel du soi, comme des composants de cellules
tumorales. Par exemple, les lectines permettent aux cellules dendritiques de reconnaitre des
motifs de glycosylation présents sur des structures antigéniques comme les glycoprotéines
d'origine tumorale. Elles permettent leur internalisation (Figdor et al, 2002 ; Aarnoudse et al,
2006) et transmettent des signaux qui dépendent du récepteur impliqué (et plus particulierement
de son domaine intracellulaire) (Mahnke et al, 2003). Les integrines avP3 et avps et certains
récepteurs du complément sont capables de reconnaitre des composants spécifiques des
cellules apoptotiques (Albert et al, 1998 ; Morelli et al, 2003 ; Nauta et al, 2004). Les récepteurs
aux fragments constants des immunoglobulines permettent quant a eux linternalisation de
complexes immuns et interviennent au niveau des mécanismes d'apprétement de ces antigenes,
en particulier sur le phénomeéne de présentation croisée (Dhodapkar et al, 2002 ; Cioca et al,
2006).

Tous ces exemples montrent a quel point la diversité des récepteurs exprimés a la surface des
cellules dendritiques est importante. En outre, les différentes sous-populations de cellules
dendritiques expriment des batteries de récepteurs qui sont différents. Toutes les cellules
dendritiques ne présentent donc pas des capacités de capture antigénique équivalente dans la

mesure ou elles n'ont pas la méme affinité pour les antigenes.

I1.2.2.d. Apprétement et présentation des antigenes internalisés
Les cellules dendritiques présentent des antigenes peptidiques par les voies classiques des

molécules de CMH de classe | et 1l mais effectuent aussi I'apprétement de peptides exogéenes
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pour une présentation sur les molécules du CMH-I, c'est la présentation croisée. Les antigenes
lipidiques sont présentés en association avec des molécules CD1.

Dans les voies classiques de présentation, les peptides endogénes sont dégradés par un
complexe protéasique constitué de 28 sous-unités: le protéasome. (Janeway et al, 1997 ;
Trombetta et al, 2005) (Fig. 10).
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Figure 10 : Origines possibles des peptides présentes sur les molécules du CMH - 1.

Il peut s'agir (1) de protéines du cytosol, (2) de produits d'épissage alternatifs ou de protéines
défectueuses, (3) protéines retrotransloquées du réticulum endoplasmique au cytosol. La présentation
croisée permet de présenter sur le CMH-1 (4) des protéines internalisées transférées au cytosol par
une voie dépendant du transporteur TAP ou (5) d'une fagon indépendante de TAP, directement
dans les vésicules d'endocytose, dans lesquelles les molécules de CMH de classe | seraient recyclées a
partir de la membrane plasmique. (Trombetta et al, 2005).

Les protéines destinées a étre dégradées par le protéasome sont marquées par des
multimeéres constitués de molécules d'ubiquitine (Nandi et al, 2006). Les peptides issus de la
dégradation du peptide accedent ensuite au réticulum endoplasmique via le transporteur TAP
IIs sont clivés en peptides de 8 a 10 acides aminés par la protéase ERAAP (Endoplasmic
Reticulum Aminopeptidase Associated with Antigen Processing) puis apprétes sur les molécules
du CMH-I (Serwold et al, 2002). Les complexes p-CMH-1 exportés a la surface de la cellule

sont reconnus par les lymphocytes T CD8. Ce mécanisme est commun a toutes les cellules
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de l'organisme qui présentent ainsi a leur surface un échantillon des protéines qu'elles
synthétisent (protéines du cytosol, protéines anormales ou encore certaines protéines normalement
destinées a étre exprimées a la surface de la cellule ou a étre exportées rétrotransloquées du
reticulum endoplasmique vers le cytosol).

Certaines protéines, notamment les protéines se trouvant dans des vésicules intracellulaires
suite a leur internalisation, ne sont pas prises en charge par le protéasome ce qui entraine
I’activation des protéases contenues dans ces vésicules qui s‘acidifient progressivement car
les protéases qu'elles contiennent ne sont actives qu'a pH bas. Les peptides générés sont pris en
charge par les molécules du CMH de classe Il (Neijssen et al, 2005) (Fig. 11). Néanmoins,
certaines protéines endogenes cytosoliques ont aussi acces aux lysosomes et donc au chargement
sur les molécules du CMH-II et la dichotomie initialement établie entre la présentation de
protéines endogenes par les molécules du CMH-1 et la présentation de protéines exogeénes par
les molécules du CMH-II n'est donc pas valable pour toutes les protéines. Les complexes
pCMH-II servent a présenter des épitopes aux lymphocytes T CD4 et, tandis que toutes les
cellules de I'organisme présentent des peptides en association avec leur CMH-I, seules les CPA
qui interagiront avec des lymphocytes T CD4 possedent ce mécanisme de présentation par les
molécules du CMH-I11 (Germain et al, 1994).
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Figure 11: Origines des peptides présentés par le CMH-11.

Les antigénes internalisés par les cellules dendritiques pourraient atteindre des compartiments
lysosomiaux ou endosomiaux dans lesquels ils seraient pris en charge par des protéases et chargés sur
les molécules du CMH-II. D'apres Trombetta et al, 2005.
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Les cellules dendritiques ont une particularité: elles sont capables de présenter des peptides .
exogeénes internalises par les molécules du CMH-I gréce au processus de présentation croisée
(Albert et al, 1998). Les différents mécanismes permettant aux antigenes internalisés d’accéder
au CMH-I ne sont pas tous identifiés. Les antigénes peuvent étre transférés des vésicules
d’endocytose vers le cytoplasme des cellules dendritiques (Inaba et al, 2005) ou transiter de
cellules a cellules (Neijssen et al, 2005). Une fois dans le cytoplasme, ils suivent alors la voie
classique protéasome / TAP / ER précedemment décrite (Fig. 11). Un autre processus repose
sur la fusion des vésicules d’endocytose avec le réticulum endoplasmique (Guermonprez et al,
2003 ; Tewari et al, 2005), procurant ainsi aux antigénes internalisés toute la machinerie
nécessaire pour le chargement sur les molécules de CMH-I. La contribution de cette voie dans le
processus de présentation croisée reste controversée (Groothuis et al, 2005 ; Touret et al, 2005).
D'autres modalités sont envisageables mais encore peu explicitées, comme I'échange d’exosomes
(vésicules sécrétées par de nombreux types cellulaires dont les cellules tumorales) (Wolfers et
al, 2001 ; Neijssen et al, 2005). Chez I'homme, les molécules du CMH sont dénommées HLA.
Les molécules HLA de classe | et Il sont constituées de deux sous-unités glycoprotéiques
appartenant a la famille des immunoglobulines. Les molécules de classe | du HLA sont formees
par l'association d'une chaine lourde transmembranaire comprenant trois domaines
d’immunoglobulines, al, a2 et a3, et d'une sous-unité soluble: la B2-microglobuline (Fig. 12).
Les molécules HLA de classe Il sont constituées de deux chaines transmembranaires o et f3
associées de facon non covalente et comprenant chacune deux domaines immunoglobulines
(al, o2, Bl et B2) (Fig. 12). Les domaines al et a2 des molécules HLA de classe | et les
domaines ol et B1 des HLA de classe Il forment un sillon dans lequel les peptides se nichent
par l'intermédiaire de liaisons non- covalente avec les acides aminés situés au bord et au fond de
ce sillon. Les molécules HLA de classe | se lient avec des peptides de 8 a 10 acides aminés
tandis que les molécules HLA de classe 1l se lient avec des peptides de 12 a 24 acides aminés.
(Germain et al, 1994)
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Figure 12: Représentation schématique des molécules du CMH de classe | et 1.
Source : http://www.kb.u-psud.fr/niveau2/enseignements/niveau3/etudmed/cours
immunologie/Figures/chap03-fig07.jpg (03/07/2008).
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Afin de lutter efficacement contre des agents pathogenes ou I'apparition de cellules
tumorales, il est essentiel que les molécules du CMH présentent une gamme de peptides variés.
Or, les molécules HLA sont extrémement variables d'un individu a l'autre car elles sont
polygéniques, c'est-a-dire qu'il existe plusieurs génes codant pour les chaines lourdes des
molécules HLA de classe | (HLA-A, -B, -C etc.) ainsi que pour les chaines o et B des
molécules de classe Il (HLA-DPa, -DPB, -DQa, -DQP, -DRa, -DRp, etc...). En outre, ces
génes sont pour la plupart polymorphes: plusieurs alleles codent pour les différents sous-types
de molécules HLA (HLA-A*0201, HLA- A*0205 par exemple). Le principe de fixation du
peptide est le méme pour toutes les molécules HLA mais chaque sous-type s'associe
préférentiellement a une série différente de peptides ayant des motifs communs (Doytchinova
et al, 2004). Ces acides aminés, qui rentrent dans les poches du sillon des molécules HLA
sont ceux qui sont responsables de I'ancrage des peptides (Matsumura et al, 1992 ; Parham et
al, 1992 ; Rammensee et al, 1995). Parmi ces acides aminés d'ancrages, certains sont trés
importants et sont qualifiés de résidus d'ancrage dominants. D'autres ont un role plus modeste, ce

sont les résidus d'ancrage secondaires et les résidus favorables a I'ancrage.

La majorité des molécules HLA de classe | posséde deux sites de fixation pour des résidus
d'ancrage dominants. Ces sites correspondent généralement aux poches ou se fixent les résidus se
situant en position 2 et 9 ou 10 du peptide. Ainsi, la Leucine en position 2 et la Valine en position 9
pour le HLA- A2 représentent des résidus d'ancrage dominants. Les motifs d'ancrage des peptides
se liant a la molécule HLA-A*0201, qui est un des alléles les plus fréquemment exprimés dans la
population caucasienne, ont été largement étudiés et malgré quelques divergences dans les
résultats, probablement dues aux techniques employées, ils sont maintenant bien caractérisés
(Falk et al, 1991 ; Ruppert et al, 1993 ; Rammensee et al, 1995). Cela signifie que les séquences
peptidiques des antigenes présentées sont variables et dépendent de la molécule de HLA a
laquelle ils sont liés (Barouch et al, 1995). Les motifs d'ancrage pour une molécule HLA,
lorsqu'ils sont connus, permettent de prédire la capacité d'un peptide a se lier ou non sur cette
molécule. C'est ce principe qui est utilisé pour des bases de données comme SYFPEITHI

(http://www.syfpeithi.de/) et BIMAS (http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/hla bind/) afin de

prédire l'affinité de la fixation d'un peptide sur une molécule HLA.

I1.2.2.f. Activation / maturation des cellules dendritiques
Afin expliquer les différences de propriétés existant entre les cellules dendritiques, une

hypothese selon laquelle les cellules dendritiques existent sous deux états, immature et mature, a
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été proposée (Steinman et al, 1991) et a abouti au paradigme suivant : les cellules dendritiques
immatures, résidant en périphérie, sont douées de capacité de phagocytose importante et
recoivent des signaux de maturation qui induisent leur migration dans les organes lymphoides
secondaires ainsi que l'acquisition de la capacité a stimuler les lymphocytes T naifs. Selon ce
modéle, de profonds changements morphologiques, phénotypiques et fonctionnels
interviennent et expliquent les différences entre les cellules dendritiques immatures et
matures. Comme nous venons de le voir, simultanément a l'internalisation des antigénes, la
cellules dendritiques immature percoit des signaux du type cytokines inflammatoires (TNFa, IL-
1B), produits microbiens, ARN double brin, motifs CpG) ou des signaux délivrés par
cellules du systeme immunitaire qui vont avoir une influence sur I'activation de la cellules
dendritiques. Tout d’abord, sur le plan morphologique, les cellules dendritiques subissent une
réorganisation du cytosquelette, perdent leur capacité d’adhérence et acquiérent les longs
prolongements cytoplasmiques qui leur conferent une tres forte mobilité. Sur le plan
phénotypique, on assiste a une augmentation de I’expression des molécules de costimulation
(CD80, CD86...) et des molécules d’adhérences telles que CD54, CD58. Les molécules du
CMH de classe I et Il sont également exprimées de maniere plus importante a la surface
des cellules dendritiques matures. Sur le plan fonctionnel, ces cellules dendritiques
acquiérent une importante capacité de présentation de 1’antigéne, mais perdent leur potentiel

de capture et d’apprétement de 1’antigéne.

En résumé, on peut dire que les cellules dendritiques activées acquiérent les moyens de
communiquer avec les autres effecteurs du systéme immunitaire en vue d'induire un certain
type de réponse, allant du rejet des antigénes internalisés a I'induction d'une tolérance (Steinman
et al, 2003).

I1.2.2.g. Activation des effecteurs par les cellules dendritiques
Du fait de leur r6le central dans le déclenchement de réponses immunes, les cellules

dendritiques communiquent avec de nombreux types cellulaires de I'immunité, allant des
effecteurs de I'immunité adaptative & ceux de I'immunité innée. Elles peuvent soit les stimuler
de fagon a induire une réaction de lutte contre les antigénes internalisés, soit au contraire

fournir des signaux qui induisent une tolérance vis-a-vis de ces antigéenes.
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Comme décrit précédemment, l'induction d'une réponse lymphocytaire T par les cellules
dendritiques nécessite un ensemble d'événements comportant la collecte et I'apprétement
d'antigénes, l'intégration du contexte environnemental, la migration vers les ganglions
lymphatiques,  l'acquisition  de propriétés de stimulation accrues et la rencontre avec les
lymphocytes. Une fois en contact avec les lymphocytes T spécifiques des épitopes qu'elles
présentent, les cellules dendritiques sont capables de les activer efficacement. La seule
reconnaissance d'un complexe formé par un eépitope associé a une molécule du CMH ne
suffit pas a activer les lymphocytes naifs mais définit leur speécificité (par exemple, les
lymphocytes T CD8 reconnaissent les pCMH-I et les lymphocytes T CD4 les pCMH-II). La
cellule dendritique fournit en paralléle des signaux aux cellules effectrices afin d'induire leur
activation (O'Neill et al, 2004 ; Friedl et al, 2005). Afin que la réponse CTL dirigée contre la
tumeur soit optimale, les lymphocytes T CD8 doivent recevoir une coopération des lymphocytes
T CD4 auxiliaires (LTh) (Baxevanis et al, 2000). Les cytokines les plus favorables au maintien
de l'activité des CTL sont sécrétées par les lymphocytes T CD4 dits Th; (IL-12, INFy...) alors
que les lymphocytes Thy, sécréteurs d'lL-4 et d'IL-10 par exemple, favorisent le développement
de réponses humorales en stimulant les lymphocytes B (Hung et al, 1998). Comme pour
I'activation des lymphocytes T en CTL, l'activation des lymphocytes T CD4 auxiliaires
nécessite des interactions intenses. Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer le
recrutement de lymphocytes T CD4 avec un profil Thy; ou Th; par les cellules dendritiques (Reis e
Sousa et al 2006) (Fig. 13, page 45). Le modéle de la lignée stipule que chaque sous-population
de cellules dendritiques est spécialisée, aprés activation, dans I'induction d'une immunité soit de
type Th; soit de type Th, (Liu et al, 2001) (Fig. 13a, page 45). Le modele temporel propose
gu'une méme cellule dendritique puisse induire successivement une polarisation Thy puis Thy,
en fonction de ses propriétés de présentation et de stimulation qui different suivant son
avancée dans son programme d'activation (Langenkamp et al, 2000) (Fig. 13b, page 45). Enfin,
dans le modele de la plasticité, les cellules dendritiques immatures peuvent donner naissance a
des cellules capables d'orienter les lymphocytes vers une réponse de type Th; ou bien Th;
(Kalinski et al, 1999 ; Vieira et al, 2000) (Fig. 13c, page 45). Il est probable que la capacité des
cellules dendritiques a orienter une réponse de type Thy ou Th, tienne compte a la fois des
propriétés intrinseques de la cellules dendritiques et des signaux qu'elle a pergus ainsi que de

son stade d'activation.
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Figure 13 : Théories de polarisation Th;/Th;, par les cellules dendritiques.

Le modeéle de la lignée (a), le modéle temporel (b) et le modéle de la plasticité (c) font partie des modeles
qui ont été proposés pour expliquer la capacité des cellules dendritiques a induire la polarisation de la
réponse lymphocytaire vers un type Th; ou Th,. D'aprés Reis e Sousa et al, 2006.

Par le biais des lymphocytes T CD4 différenciés en lymphocytes Th,, les cellules
dendritiques activent les lymphocytes B de maniére indirecte. Cependant, les cellules
dendritiques agissent directement sur divers aspects de la biologie des lymphocytes B: elles ont
un impact sur leur survie, leur prolifération, ainsi que leur différenciation en plasmocytes. La
communication entre ces deux types cellulaires se ferait soit par contact cellulaire via des
récepteurs d'activation et de survie (Litinskiy et al, 2002 ; MacLennan et al, 2002 ; Balazs et al,
2002), soit par le biais de la sécrétion de cytokines (IFN de type | et IL-6) (Jego et al, 2003).

L'essentiel de ces communications a été étudié dans le cadre de la réponse immunitaire contre
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des agents infectieux mais il est probable que les cellules dendritiques interagissent aussi de
cette maniére avec les lymphocytes B dans le cadre d'une réponse anti-tumorale.

L’immunité anti-tumorale n'implique pas que des effecteurs de I'immunité adaptative et les
cellules dendritiques communiquent aussi avec les effecteurs la branche innée de l'immunité.
Les interactions entre cellules NK et cellules dendritiques ont été beaucoup étudiées. Nous avons
déja vu que ces deux types cellulaires pouvaient communiquer sur le site périphérique ou
I'organisme est agresse, ce qui aboutissait a I'activation ou a la lyse des cellules dendritiques. Les
cellules dendritiques activées, une fois arrivées dans les organes lymphoides secondaires,
interagiraient avec les cellules NK résidant dans ces organes (Moretta et al, 2006). En effet, il
a été montré que les cellules dendritiques peuvent activer les NK et induire chez ces derniéres
I'acquisition de meécanismes de cytotoxicité in vitro (Yu et al, 2001 ; Nishioka et al, 2001 ;
Ferlazzo et al, 2002 ; Gerosa et al, 2002) et lI'augmentation de leur activité anti-tumorale in
vivo (Fernandez et al, 1999 ; Turner et al, 2001). Cette activation a lieu par le biais de la
sécretion de cytokines (IL-12, IL-18, IL-15 ou IFN de type 1) (Borg et al, 2004 ; Walzer et al,
2005) ou par des contacts cellulaires via des interactions entre les molécules MICA/B exprimées
par les cellules dendritiques et le récepteur activateur NKG2D par les NK (Jinushi et al, 2003).
Les communications entre les cellules dendritiques et les cellules NK nécessitent méme

I'établissement d'une synapse (Borg et al, 2004)

I1.2.3. Les autres cellules effectrices de 'immunité anti-tumorales
Outre les CTL et les cellules dendritiques, de nombreux autres types cellulaires
interviennent dans la réponse anti- tumorale. Parmi ceux-ci, on retrouve des effecteurs de

I'immunité acquise (lymphocytes B, lymphocytes T) comme innée (NK, macrophages...)

II.2.3.a. Les lymphocytes T CD4
De nombreuses études ont montré que, tout comme les CTL, les lymphocytes T CD4

ont un réle tres important dans I'établissement et le maintien d'une réponse anti-tumorale (Hung
et al, 1998 ; Wang et al, 2001 ; Assudani et al, 2007). Les lymphocytes T CD4 naifs s'activent de
fagcon comparable aux lymphocytes T CD8 : parallelement & la présentation d'un complexe
pCMH-II, ils regoivent des signaux de costimulation et d'orientation. Une fois activés, les
cellules T CD4 se différencient en cellules T auxiliaires ayant une faible capacité cytotoxique,
bien qu'il ait été décrit qu'ils pouvaient induire la lyse de cellules par les mécanismes suivants :

TRAIL, FasL ou encore le systéme perforine / granzyme (Ju et al, 1994 ; Thomas et al, 1998 ;
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Echchakir et al, 2000) (Fig. 14c). Cependant, dans la mesure ou la plupart des tumeurs
n'expriment pas de molécules de CMH-II a leur surface, il ne s'agit probablement pas du
mécanisme d'action principal des lymphocytes T CDA4.

Leur role consiste en réalité a orchestrer les différents effecteurs de la réponse immunitaire.
Les lymphocytes T CD4 de type Th; produisent des cytokines favorables & I'activité des
CTL (Fig. 14b) ou des macrophages (Hung et al, 1998). On a longtemps supposé que la
capacité des lymphocytes T CD4 a induire la génération de CTL était médiee par la secrétion
de cytokines uniqguement mais des études ont par la suite montré que les lymphocytes T CD4
pouvaient agir directement sur les cellules dendritiques, par l'intermédiaire de l'interaction
CD40 / CD40 L (Schoenberger et al, 1998 ; Bennett et al, 1998 ; Ridge et al, 1998). Ce type de
contact a pour effet d'activer la cellule dendritique a présenter des antigenes aux lymphocytes T
CD8 et a les stimuler (Fig. 14a). Les lymphocytes Th, favorisent le développement de réponses
humorales en stimulant les lymphocytes B (Fig. 14d). Ainsi, les lymphocytes T CD4, cellules
spécialisées dans l'orientation de la réponse immunitaire, communiquent avec les différents

effecteurs impliqués dans la réponse anti-tumorale.
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Figure 14 : Implication des lymphocytes T CD4 dans I'élimination des tumeurs.

Les lymphocytes T CD4 jouent un role central dans l'induction de la réponse anti-tumorale (a)
en fournissant aux CPA des signaux nécessaires a l'activation des lymphocytes T CD8 ; (b) en
sécrétant des cytokines nécessaires a la fonction des lymphocytes T CD8 ; (c) en agissant de maniére
directe sur la tumeur ou encore (d) en stimulant les cellules B a produire des anticorps. D'aprés Wang et
al, 2001.
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En plus des voies de différenciation Th; ou Th,, les lymphocytes T CD4 peuvent étre
activés en lymphocytes T régulateurs (Treg). Les Treg ne jouent pas un réle dans I'élimination
des cellules tumorales, bien au contraire, puisqu'ils sont a l'origine d'un état de tolérance
(Assudani et al, 2007). Nous reparlerons de cette population de lymphocytes T CD4
ultérieurement, dans le chapitre concernant les mécanismes d'échappement des tumeurs a la

réponse immunitaire.

I11.2.3.b. Les cellules NK
Les cellules NK sont des cellules effectrices de I’immunité innée capables de reconnaitre,

et de répondre trés rapidement a des agressions constituées par des agents pathogenes ou des
cellules tumorales. Les cellules NK expriment a leur surface une panoplie de récepteurs
activateurs et inhibiteurs (Lanier et al, 2005; Arnon et al, 2006) qui leur permettent de
distinguer une cellule normale d'une cellule anormale, c'est-a-dire infectée par un virus ou
ayant subi un processus de transformation maligne. Comme leur nom [lindique, les
récepteurs activateurs, lorsqu'ils se lient a leur(s) ligand(s) exprimés seulement par des cellules
anormales, transmettent des signaux d'activation qui aboutissent a une action cytotoxique de la
cellule NK sur la cellule cible exprimant de tels ligands. Les récepteurs inhibiteurs, détectent
des ligands de type CMH ou non, exprimés par les cellules normales, et préviennent une
attaque des cellules saines via la transmission de signaux qui inhibent les cellules NK (Karre et
al, 1986). Ainsi, les NK intégrent simultanément un grand nombre de signaux activateurs et
inhibiteurs et en fonction de la « force » respective de ces signaux, ils vont étre activés ou non
(Fig. 15, page 49) (Lanier et al, 2005).

Nous avons vu précédemment que les interactions avec les autres types de cellules du
systeme immunitaire étaient aussi prises en compte et pouvaient influer sur le devenir des

cellules NK. Une fois activées, les cellules NK sont capables de tuer une cellule cible :

+ Par cytotoxicité naturelle, la cellule NK reconnaissant directement la cellule a tuer.
La cytotoxicité des cellules NK est médiée par des mécanismes communs aux CTLS :
exocytose de granules de perforines et granzymes ou interaction directe entre Fas-L (sur
NK) / Fas (sur la cellule cible) par exemple.

+ Par cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC), au cours de laquelle les cellules
NK, exprimant la molécule CD16 capable de reconnaitre les IgG, lysent les cellules
recouvertes d’anticorps.

+ Par la sécrétion de cytokines comme I'lFNy, les IFN de type I, le GM-CSF, etc...
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Figure 15 : Activation des cellules NK par les cellules cibles.

En I'absence de signaux activateurs (A et B), les cellules NK ne sont pas activées. (C) Dans le cas ou
seuls des signaux activateurs (et pas inhibiteurs) sont exprimés, la cellule NK exerce une action
cytotoxique sur la cellule qu'elle reconnait comme étant une cible. (D) Quand des signaux activateurs
et inhibiteurs sont exprimés par la cellule avec laquelle la cellule NK interagit, Iissue de l'interaction
dépend des forces respectives des deux types de signaux. D'aprés Lanier et al, 2005.

I1.2.3.c. Les lymphocytes B
Les lymphocytes B sont les effecteurs de la réponse immunitaire humorale. Une fois

activés, ils sont en mesure de se différencier en plasmocytes producteurs d'anticorps dirigés
contre des antigenes solubles ou portés par des agents pathogenes et des cellules cibles. Des
anticorps spécifiquement dirigés contre des antigénes tumoraux ont été mis en évidence chez des
patients porteurs de tumeurs, y compris dans le cas du MPM (Robinson et al, 1998 ; Ho et al,
2005). Ces anticorps permettent aux CPA de capter des antigénes de tumeur par l'intermédiaire
de leur récepteur puis de présenter ces antigénes aux lymphocytes T. Les cellules tumorales
recouvertes d'anticorps peuvent aussi étre phagocytées par des CPA par opsonisation,
lysées par des cellules NK et des macrophages par ADCC ou encore lysees par action du
complément (Fig. 16, page 50). Cependant, l'importance de ces lymphocytes B spécifiques
dans la réponse anti-tumorale n'a pas été clairement établie. Si la présence danticorps

49



dirigés contre des antigenes tumoraux est relativement fréquente dans les sérums de
patients atteints de cancer, la corrélation avec une meilleure survie n'est pas évidente et on ne
sait pas trop a quel point l'induction d'une réponse humorale est bénéfique pour le patient
(Canevari et al, 1996 ; Gilboa et al, 1999).
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Figure 16: Implication des lymphocytes B dans I'immunité anti-tumorale.

Les anticorps produits par les lymphocytes B pourraient étre a I'origine de la lyse des cellules tumorales de
plusieurs maniéres. (a) Ils peuvent avoir un effet direct sur la tumeur, faire intervenir le systéme
du complément (b) ou bien des effecteurs comme les NK ou les macrophages (c). D'aprés Zitvogel
et al, 2006.

I1.2.3.d. Les macrophages

Ces CPA ont une grande capacité a capturer et a présenter des antigénes en association avec
des molécules du CMH-I1 aux lymphocytes T CD4 (Lesimple et al, 1998) qui produisent alors
des cytokines et orientent la réponse immunitaire. Les macrophages activés par des cytokines
inflammatoires peuvent provoquer la lyse de cellules tumorales directement par ADCC ou via
la production de molécules a activité anti-tumorale comme le TNFa ou I'oxyde nitrique (NO).
Ils peuvent aussi attirer d'autres cellules du systéme immunitaire sur le site par la sécrétion de
molécules chimiotactiques (Maric et al, 1997) et du fait qu'ils peuvent phagocyter les cellules
tumorales mortes, ils peuvent présenter les antigénes tumoraux aux lymphocytes T sur le site
tumoral (Lesimple et al, 1998). La présence de macrophages peut toutefois avoir un effet
défavorable chez des patients atteints de tumeurs : la sécrétion de NO pourrait en effet avoir une
action mutagene et faciliterait la prolifération et la dissémination des cellules tumorales (Lala

et al, 1998).
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I1.3. Les antigenes de tumeurs

Au cours de la transformation maligne, I'expression protéique est modifiée: les cellules
tumorales expriment des protéines qui sont peu exprimées, voire pas du tout, pas les cellules
normales. Ces protéines deviennent les sources de peptides antigéniques qui, lorsqu'ils sont
associés aux molécules HLA de classe I, permettent aux lymphocytes T de distinguer les
cellules tumorales des cellules normales. Nous avons déja évoqué le principe du chargement des
peptides sur les molécules du CMH-1 dans le chapitre concernant I'apprétement des antigénes par
les cellules dendritiques. Des réponses immunitaires anti-tumorales ont été mises en évidence
chez I'hnomme depuis les années 70. Cependant, il faudra attendre les années 90 pour identifier

une structure exprimée par les cellules cancéreuses et reconnue par le systtme immunitaire.

IL.3.1. Les différentes techniques d'identification d'antigénes de tumeurs

Des équipes ont entrepris d'identifier les antigenes de tumeur et les épitopes dérivés de ces
antigénes. Ainsi, différentes techniques ont été développées et permettent de caractériser les
structures reconnues par les lymphocytes T et B.

II. 3.1.a. L'approche génétique
Cette technique a permis d'identifier le premier antigéne de tumeur humain, MAGE-1

(Van-der-Bruggen et al, 1991). Elle consiste a tester l'activation de CTL en réponse & une
bangque d'’ADNCc obtenue a partir de cellules tumorales reconnues par ces CTL et transfectée dans

des cellules cibles exprimant I'allele HLA approprié.

Plusieurs étapes sont nécessaires avant d'aboutir a I'identification d'un antigene. Tout d'abord,
il faut obtenir un clone de CTL répondant spécifiguement a des cellules tumorales
autologues (provenant du méme patient). La restriction HLA des CTL peut étre définie en
testant la réactivité du clone en réponse a des cellules tumorales allogéniques exprimant
certains alleles HLA de classe | en commun avec les cellules tumorales autologues et/ou
en utilisant des anticorps dirigés contre certains alleles HLA de classe I. Une banque d’ADNc
est constituée a partir des cellules tumorales autologues reconnues puis divisée en plusieurs
groupes contenant chacun plusieurs ADNc. Chaque groupe est alors transfecté dans des
cellules cibles exprimant l'allele HLA de restriction mais pas l'antigéne reconnu. Ces cellules
cibles peuvent étre un variant de la cellule tumorale autologue qui a perdu I'expression de
I'antigéne (Van-der-Bruggen et al, 1991) ou des cellules COS transfectées avec lallele HLA
de restriction (Brichard et al, 1993). Les CTL sont alors mis en contact avec les cellules cibles

transfectées et testés par analyse du relarguage de TNF. Lorsque les CTL sont activés et qu'ils
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ont produit du TNF, les ADNc contenus dans le groupe sont isolés et transfectés séparément dans
les cellules cibles pour un nouveau test. L'ADNc responsable de [l'activation des CTL est
séquencé et c'est ainsi que l'antigéne reconnu est identifié. L'épitope peptidique reconnu au sein
de cet antigene reste encore a déterminer. Pour cela, plusieurs ADNc codant des parties distinctes
de l'antigene sont transfectés dans les cellules cibles, ce qui permet de localiser la région
de la protéine dans laquelle I'épitope se situe. Différents peptides de cette région sont ensuite
synthétises puis testés séparément pour leur capacité a induire une réponse des CTL par
chargement sur cellules cibles. Les antigenes caractérisés de cette facon sont généralement
reconnus par des CTL spécifiques mais certains peuvent étre reconnus par des lymphocytes T
CD4, la méthode étant alors adaptée a ce type de cellules (Topalian et al, 1996).

I1.3.1.b. L'approche biochimique

C'est par cette technique qu'un épitope d'un antigéne de mélanome a été caractérisé
pour la premiére fois (Cox et al, 1994). Elle permet également d'identifier des structures
reconnues par les CTL et les lymphocytes T CD4 (Halder et al, 1997). Comme dans l'approche
précédente, des CTL répondant spécifiquement aux cellules tumorales autologues doivent étre
disponibles et il faut en déterminer la restriction HLA. Les molécules HLA obtenues a partir de
lysats de cellules tumorales sont purifiées par chromatographie d'affinité sur colonne grace a des
anticorps dirigés contre une classe de molécules HLA. Une élution acide permet ensuite de
décrocher les peptides logés dans ces molécules HLA. Ces peptides sont ensuite purifiés par
chromatographie en phase liquide a haute performance. Chaque fraction de peptide est testée
pour sa capacité a activer les lymphocytes T spécifiques et ceux qui ont été a l'origine d'une
réaction de ces lymphocytes T sont séquencés. Il faut ensuite tester séparément la capacité a
stimuler les CTLs de chaque épitope ainsi identifié. Il reste encore a déterminer I'antigene d'ou
provient I'épitope. Pour cela, la séquence peptidique peut étre comparée aux séquences de
génes stockés dans des bases de données. Il est aussi possible de préparer a partir de la
séquence peptidique, un mélange d'oligonucléotides dégénérés qui servira a cribler une banque
d'’ADNC.

II.3.1.c. L'approche immunologique inverse
Il n'est pas nécessaire dans ce cas de disposer des lignées tumorales et des CTL autologues.

Le principe consiste a induire in vitro des lymphocytes T spécifiques d'une protéine dont on
soupconne qu'elle pourrait étre antigénique. L'existence de bases de données de séquences

génomiques completes autorise une analyse encore plus systématique des cancers et permet
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d'identifier des génes préférentiellement exprimés par les tumeurs. Des approches de biologie
moléculaire ou de protéomique permettent d'étudier simultanément I'expression de nombreux
antigenes potentiels. Cependant, dans I'nypothése ou une protéine s'avérerait étre exprimée par
une tumeur, sa pertinence en tant qu'antigéne de tumeur resterait a verifier. Pour ce faire, des
CPA chargées avec cet antigene sont utilisees pour stimuler les lymphocytes T. Il existe
plusieurs manieres de charger les CPA : le géne correspondant a l'antigéne peut étre transfecté
dans les CPA; il est aussi possible de charger directement des peptides sur les CPA. Ces
peptides peuvent étre isolés a partir des molécules HLA par élution ou bien sélectionnés a

partir de I'antigéne candidat par des logiciels de prédiction (Viatte et al, 2006).

I1.3.1.d. L'approche sérologique
Cette approche permet l'identification d'antigenes exprimés par les cellules tumorales et

reconnus par les anticorps produits par les lymphocytes B. La méthode SEREX (SERological
identification of antigens by recombinant EXpression cloning) utilise ces anticorps pour
identifier dans un systéeme d'expression in vitro les génes dont sont issus les antigénes
(Sahin et al, 1995 ; Gunawardana et al, 2007). Néanmoins, pour chaque protéine identifiée, un
important travail est encore nécessaire pour caractériser son profil d'expression et son intérét
potentiel en tant que cible d'une réponse anti-tumorale. Ce type d'approche a permis d'identifier
des centaines d'antigénes de tumeurs (Preuss et al, 2002). En particulier, des anticorps dirigés
contre la topoisomerase TIB, retrouvé dans un nombre important de patients atteints de
mésothéliome (Robinson et al, 2000).

I1.3.2. Classification des antigénes

Historiquement, les premiers antigénes de tumeurs identifiés étaient exprimés par les
cellules de mélanome. Depuis, de nombreuses études ont été réalisées dans d'autres types de
cancers et la liste des antigénes de tumeurs humains connus ne cesse de s'allonger (bases de

données : http://www.cancerimmunity.org/statics/databases.htm (03.02.08)). Il est possible de

classer les antigenes tumoraux de nombreuses fagons, par exemple, en tenant compte de leur

profil d'expression dans les tumeurs et les tissus (Fig. 17, page 54).
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Antigénes tumoraux humains

Propres au patient Communs
Spécifique de tumeur Expression tissulaire restreinte
Groupe | Groupe Il Groupe Il Groupe IV
Tolérance Non Non Non/partielle Partielle
Affinité Elevée Elevée Elevée/intermédiaire  Intermédiaire/basse
Rejet de tumeur Fort Fort Fort/intermédiaire Intermédiaire/faible

Figure 17 : Classification des antigénes de tumeur reconnus par les CTL.
D'aprés Gilboa et al, 1999.

I1.3.2.a. Les antigenes du groupe I propres aux patients
Ces antigenes sont issus de produits synthétisés a partir d'un géne ayant subi une mutation

ponctuelle. Ils résultent des processus d'oncogenese et plus particulierement de [linstabilité
génétique des cellules tumorales. De tels antigénes ne sont pas censés induire des phénomenes de
tolérance et représentent donc des antigenes de rejet de tumeur intéressants d'un point de
vue immunologique. Néanmoins, ils sont propres a un patient et c'est la leur limite: il n'est pas

envisageable d'isoler et d'identifier de tels antigenes pour chaque patient.

I1.3.2.b. Les antigénes du groupe II spécifiques de tumeurs
Les antigenes appartenant a ce groupe sont caractérisés par le fait qu'ils sont exprimeés

uniguement par les tumeurs, contrairement aux autres tissus de l'organisme. En outre, les
cellules tumorales de plusieurs patients différents expriment ces antigénes. A priori, de tels
antigenes représentent de bons candidats pour I'immunothérapie car ils ne sont pas a l'origine

d'une tolérance. Deux catégories peuvent étre distinguées :
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1) Les antigenes issus de mutations participant au processus oncogénique et donc
susceptibles d'étre partagées par plusieurs individus. Par exemple, des mutations affectant le
géne codant pour la PB-caténine, une protéine impliquée dans I'adhérence cellulaire et
dans la voie de signalisation Wnt, sont décrites dans différents types de cancers humains
(llyas et al, 1997 ; Morin et al, 1997 ; Rubinfeld et al, 1997). Les mutations décrites
concernent des sites de phosphorylation et sont a l'origine d'une augmentation de la
stabilité de la protéine mutée. Elle forme alors de maniére constitutive des complexes avec
des facteurs de transcription comme le TCF/LEF-1 (Eastman- et al, 1999) et induisent la
transcription de nombreux génes impliqués dans le contréle de la prolifération cellulaire et
du développement tumoral (une liste de génes cibles est disponible

http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html (18.06.2008)

2) Les antigénes viraux dérivés des virus oncogénes. Ils constituent une autre catégorie
d’antigénes de tumeurs potentiellement pertinents pour I’immunothérapie anti-tumorale. Un
certain nombre d’antigeénes viraux a été étudié en détail dans des modéles de tumeurs viro-
induites chez la souris et ils se sont avérés pertinents dans le rejet tumoral (Plata
et al, 1987 ; Kast et al, 1989 ; Klarnet et al, 1989 ; Kast et al, 1991). Chez I’homme, des
CTL spécifiques de tumeur peuvent étre induits in vitro via des sensibilisations de
lymphocytes T CD8 naifs par des peptides E7 du HPV16 (Human PapillomaVirus,
présents dans la plupart des carcinomes cervicaux) présentés dans le contexte HLA-A2
(Ressing et al, 1995).

I1.3.2.c. Les antigenes du groupe III partagés a expression tissulaire restreinte
La famille des CTA (Cancer Testis Antigens), a laquelle appartiennent les antigénes codés

par les familles multigéniques MAGE ou NY-ESO-1 par exemple, en sont les principaux
représentants. Ces antigénes sont codés par des genes silencieux dans les tissus sains, a
I'exception des testicules et pour certains, du placenta, mais ré-exprimés dans de nombreux
types de tumeurs (Scanlan et al, 2004). Dans la mesure ou les cellules germinales testiculaires
et les cellules du trophoblaste n'expriment pas de molécule du CMH-1 (Haas et al, 1988),
I'expression de ces antigenes peut étre considérée comme spécifique de tumeur. L'activation des
genes de la famille MAGE résulte généralement d'une déméthylation de leurs promoteurs (De
Smet et al, 1996 ; Serrano et al, 1996) et est partagée par différents types de tumeurs
(mélanomes, carcinomes ovarien et rénal, cancer de la vessie). De plus, ces antigénes sont
reconnus par les lymphocytes T CD4 et/ou CD8 dans des contextes HLA de classe | et Il

differents. Ainsi, ces antigénes representent des cibles intéressantes en immunothérapie.
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I1.3.2.d. Les antigenes du groupe IV différenciés et surexprimés
Les antigenes de différenciation sont exprimés par des tissus sains et par plusieurs types

de tumeurs. La plupart des antigénes de différenciation ont été identifies dans le mélanome
(tyrosinase, gp100, Melan-1/MART1) mais il en existe un qui a été décrit dans le mésothéliome :
il s'agit de la mésothéline (MSLN). L'expression tissulaire relativement limitée (plévre,
péricarde et péritoine) de cet antigene en fait une cible idéale pour l'immunothérapie. La
MSLN est utilisée en tant que cible d'une immunotoxine, appelée SS1P. Il s'agit d'une molécule
constituée d'une toxine bactérienne tronquée (I'exotoxine A de Pseudomonas) et d'un fragment
variable d'un anticorps spécifique de la MSLN (Hassan et al, 2004). L'immunotoxine se fixe
donc sur les cellules qui expriment la MSLN et permet a I'exotoxine d'exercer son action toxique
sur ces cellules. L'activité de SS1P a été testée in vivo chez la souris (Fan et al, 2002) et in vitro
sur des lignées tumorales humaines (cancer de I'ovaire et mésothéliome péritonéal) (Hassan et al,
2002 ; Li et al, 2004). De plus, un essai clinique est en cours chez I'hnomme. La MSLN est une
protéine assez immunogéne puisque des réponses humorales et cellulaires ont été détectées vis-
a-vis de cet antigénes chez des patients atteints de cancer. Ainsi, on a rapporté gu'environ
40% des patients atteints d'un mésothéliome ou dun cancer de l'ovaire développent des
réponses humorales contre cet antigéne (Ho et al, 2005). De plus, au cours d'un essai de
vaccination basé sur l'injection de lignées tumorales autologues sécrétant du GM-CSF réalisé sur
des patients atteints d'adénocarcinome pancréatique, une réponse immunologique a été
détectée chez certains patients (Jaffee et al, 2001). L'étude des populations lymphocytaires
de ces patients a par la suite permis d'établir que cette réponse était associée a une réponse CTL
dirigée contre la protéine MSLN dans trois contextes HLA différents (HLA-A2, -A24 et -A3)
(Thomas et al, 2004). Les CTL d'un des patients de cette étude ont méme démontré leur capacité
a lyser des lignées tumorales. Une autre équipe a réussi a générer des lignées de CTL a partir
de PBMC de patients sains et de patients atteints de cancer (Yokokawa et al, 2005). Ces
lignées sont dirigées contre I'épitope (447-456) de la MSLN et sont capables de lyser des
lignées tumorales de diverses origines quand celles-ci sont HLA-A2 et expriment la MSLN.
Enfin, une équipe a récemment induit une réponse CTL dirigés contre un épitope de la
MSLN chez des souris transgéniques HLA-A2 en les vaccinant avec de I'ADN codant pour
un trimere constitué de la f2M, une molécule HLA-A2 et de I'épitope MSLNsw0s49) (HUNg
et al, 2007). Ce protocole de vaccination a en outre conféré a des souris une protection
vis-a-vis de cellules tumorales exprimant la molécule HLA-A2 et la MSLN. L'ensemble de

ces études montre donc l'intérét potentiel de cet antigéne en immunothérapie.
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La protéine MUC-1 est un exemple dantigene surexprimé par les cellules tumorales qui
appartient & la famille des mucines, caractérisée par le niveau extrémement élevé de motifs
glycanniques liés a la proteine par des liaisons O-glycosidiques (fixation sur la Tyrosine et la
Sérine). Elle fait partie des mucines attachées a la membrane cellulaire et est constituée d'un
domaine intracellulaire de 69 acides aminés ; d'un domaine transmembranaire et d'une région
extracellulaire qui constitue la partie la plus importante de la protéine. Ce dernier contient une
région appelée VNTR formée par un nombre élevé de répétitions (entre 20 et 120 selon les
individus et les tissus dans lesquels la protéine est exprimée) d'une séquence de 20 acides

aminés. (Fig. 18). (Taylor-Papadimitriou et al, 2002).

Séquence Sequence VNTR: Domaine
signal AHGVTSAPDTRPAPGSTAPP transmembranaire

Figure 18: Représentation schématique de la protéine MUC-1.

La partie extracellulaire est la plus importante de la protéine, et dans cette partie, la région VNTR (en
bleu) en constitue la plus grande part. La protéine présente de nombreux sites de O-glycosylation sur
I'ensemble du domaine extracellulaire (en rouge) mais la fréquence la plus élevée de ces sites se situe
dans la zone VNTR. 5 sites de N-glycolysation sont aussi répartis sur I'ensemble de la partie
extracellulaire (en violet).

La protéine MUC-1 est responsable de I'induction de réponses humorales dans plusieurs types
de cancers (Burchell et al, 1984 ; Kotera et al, 1994 ; Gourevitch et al, 1995 ; Von Mensdorff-
Pouilly et al, 1996 ; Snijdewint et al, 1999). Les cellules tumorales présentent des modifications
importantes de la glycosylation sur MUC-1 et certains de ces anticorps reconnaissent donc
spécifiquement des formes dites « tumorales » de cette protéine (Wittel et al, 2001 ; Ten Berge
et al, 2001). De nombreuses études sont réalisées sur des protocoles d'immunothérapie basés sur
les réponses humorales. Les premiéres réponses CTL détectées contre la protéine MUC-1
étaient non restreinte a une molécule du CMH de classe | (Brand et al, 1989 ; Jérdme et al, 1993 ;
Takahashi et al, 1994). 1l est possible en effet que les TCR de ces CTL soient engagés de
maniére directe aux nombreuses répétitions du domaine VNTR présentes sur la partie
extracellulaire de la protéine (Finn et al, 1995). Cependant une équipe a réussi, en 1995, a isoler
des CTL spécifiques d'un épitope de MUC-1 restreint dans plusieurs contextes HLA (Domanech et

al, 1995). Puis dautres études réalisées sur des modeéles de souris transgéniques (Carmon et al,
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2000 ; Heukamp et al, 2001) ou chez I'homme (Brossart et al, 1999 ; Milazzo et al, 2003 ; Tsang
et al, 2004) ont permis de générer des CTL spécifiques d'autres épitopes et les capacités de lyse de
certains ont étés testé sur des lignées tumorales in vitro. Il semble donc possible dinduire des
réponses CTL efficaces contre plusieurs épitopes de MUC-1 et cela renforce lintérét de cette
protéine en tant que cible d'une immunothérapie. Un des inconvénients de cette protéine réside
dans le fait qu'elle est exprimée de fagon relativement fréquente par les cellules de l'organisme

qui présentent donc elles-aussi des complexes p-CMH contenant ces épitopes a leur surface.

I1.4. Les mécanismes d'échappement a la réponse antitumorale

Comme nous l'avons vu, l'organisme dispose de tout un arsenal afin de lutter contre les
tumeurs, et pourtant, elles continuent a se développer. Ceci peut s’expliquer par 1’induction
d’une tolérance périphérique qui résulte de plusieurs mécanismes, tels que la production de
cytokines comme IL-6, la délétion par les cellules tumorales elles-mémes (expression de
CD95L ou FasL), ou encore la stimulation des cellules Treg par la présentation d’Ag

spécifiques qui bloquent ensuite la réponse.

La question est de comprendre pourquoi les tumeurs immunogénes continuent a se
développer ? Grace a I’expression d’antigénes spécifiques exprimés par les tumeurs, le systeme
immunitaire a, en théorie, la propriété de reconnaitre les cellules tumorales comme cellules du
non-soi. Cependant, celles-ci peuvent neutraliser la réponse immunitaire et échapper ainsi a cette
reconnaissance en esquivant les principaux systemes de détection. Comme mentionné
précedemment, la réponse immunitaire innée constitue la premiére ligne de défense contre les
cellules tumorales. Elle n’implique pas la reconnaissance spécifique de I’antigene et de ce fait
elle ne nécessite pas de sensibilisation préalable. Les macrophages, les cellules dendritiques, les
cellules NK, les polynucléaires sont les principaux acteurs de cette premiere ligne de défense
(Bancroft et al, 1993). Leur fonction est de répondre immédiatement afin de limiter la
prolifération tumorale. Ces cellules identifiées par leurs capacités cytotoxiques sont également
caractérisées par leur aptitude a sécréter de nombreuses cytokines et chémokines. In vivo, ces
cellules reconnaissent et lysent de nombreux types de cellules tumorales (Trinchieri et al,
1989). Des observations cliniques chez I’Homme ont permis de mettre en évidence dans des
modeéles murins la capacité des cellules NK a détruire sans mecanisme spécifique des
cellules tumorales injectées ou viro-induites (Wustrom & Zenner, 1985). Cependant, il est
clairement admis que pour rejeter une tumeur, 1’organisme doit faire appel & tous ses moyens de

défense. Des travaux effectués chez la souris ont en effet montré que bien qu’indispensable au
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rejet tumoral, I’immunité naturelle est une réponse précoce qui précéde et prépare le
développement de I’'immunité adaptative via la mise en place dun réseau cytokinique
impliqué dans 1’activation de nombreuses cellules immunitaires (Palucka & Banchereau,
1999). Ainsi il est possible de détecter et méme d’amplifier des clones T CD8 spécifiques vis-a-
vis de certains antigénes de tumeurs. Ainsi, grace a l’utilisation de complexes CMH/peptide
solubles, Lee et al ont pu démontrer la présence de lymphocytes T CD8 circulants, spécifiques
d’antigénes tumoraux chez 60% de patients atteints de mélanome. En effet, cette étude a
permis la deétection de Ilymphocytes T anti-MART-1 et anti-tyrosinase avec des fréquences
significatives de 0,16% et 2,2%, respectivement. L’analyse des lymphocytes T infiltrant les
tumeurs (TIL) révele que 30% d’entre eux sont tout & fait capables de réagir contre des cellules
cibles exprimant I’antigéne en question avec 1’élément de restriction approprié. De plus, il est
possible de générer in vitro des CTL spécifiques de mélanome de forte affinité. Cependant,
I’activité cytolytique détectée in vitro, issue de [I’interaction des CTL avec leurs cibles
specifiques, ne refléte pas obligatoirement la réactivité anti-tumorale et I’activité cytotoxique in
vivo. En outre, la présence de lymphocytes T spécifiques d’antigénes de tumeurs n’est pas
toujours associée avec une régression et/ou un rejet de la tumeur. Ainsi, dans 1’étude de Lee, le
patient présentant la fréquence la plus importante d’effecteurs spécifiques d’antigenes de
mélanome s’avérait insensible, in vitro, vis-a-vis de cellules exprimant ces antigenes de tumeurs
(Lee et al, 1999) Ces resultats suggerent que, méme si des lymphocytes T spécifiques anti-
tumoraux sont présents a des niveaux détectables chez des patients atteints de cancer, ils ne

sont pas forcément compétents pour rejeter la tumeur.

I1.4.1. Phénomene de tolérance.

L’un des principaux obstacles a la génération d’une réponse immunitaire anti-tumorale
efficace provient du fait que les tumeurs émergent a partir des tissus sains et expriment par
conséquent de nombreux antigénes du soi vis-a-vis desquels les lymphocytes T spécifiques sont
tolérants. C’est le cas par exemple de I’antigéne p53 qui est fortement exprimé par les
cellules tumorales et faiblement exprimeé par les cellules saines. Dans 1’absolu, p53 est
une cible antigénique potentielle en immunothérapie mais il s’avére que 1’organisme peut étre
tolérant vis-a-vis de cet antigéne, car les clones T spécifiques de forte affinité ont pu étre
éliminés. En périphérie, I’induction d’une réponse immunitaire dépend essentiellement du
contexte de présentation de I’antigéne plus que I’antigéne en lui-méme. En effet, selon le
concept du « danger » développe par Polly Matzinger, I’antigéne présenté dans un
environnement de danger (stimuli inflammatoires avec relargages de cytokines, destructions
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tissulaires avec libération de protéines de stress (HSP)) favorise I’initiation d’une réponse
immune. Si le méme antigéne est présenté dans un environnement dépourvu de signaux de

danger, il y a induction d’un phénomene de tolérance (Matzinger, 2002)

IL.4.2. Influence des facteurs solubles sécrétés par les cellules tumorales.

La synthese de facteurs solubles par la tumeur peut favoriser la croissance des cellules
tumorales via un effet autocrine, mais peut également influencer la réponse immunitaire.
Ainsi, la production de substances immunosuppressive telles 1’IL-10 et/ou le TGF-f par les
cellules tumorales exerce un effet inhibiteur sur les CPA. Celles-ci diminuent, en effet, le
niveau d’expression des molécules de CMH de classe Il et bloguent la synthése des
cytokines responsables de 1’activation des lymphocytes T comme I’IL-12. Par ailleurs, certaines
cellules tumorales comme celles de cancer colorectal ont la propriété de sécréter des récepteurs
solubles de type Decoy DC3 qui vont fixer et neutraliser les molécules FasL dans le milieu
extracellulaire échappant ainsi a I’apoptose immuno-induite par les cellules effectrices du systeme
immunitaire (Pitti et al, 1998).

I1.4.3. Défaut d’activation des lymphocytes T

L’activation des lymphocytes T aboutissant a la synthése d’IL-2 nécessite a la fois un
signal antigene spécifique fourni lors de la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le
récepteur T a I’antigene (TCR) et un 2eme signal dit de co-stimulation. Une des sources pour
ce second signal est donnée par la liaison de la molécule CD28 avec ses ligands B7.1
(CD80) et B7.2 (CD86). L’engagement du TCR en [I’absence d’un signal de co-
stimulation empéche les lymphocytes T de se différencier en cellules effectrices et induit
I’anergie des lymphocytes T spécifiques. Un défaut d’expression des molécules de co-
stimulation B7.1 et B7.2 ainsi que des molécules d’adhésion LFA-3 et ICAM-1 a la surface des
cellules tumorales contribue a la faible immunogénicité des cancers. De méme, la diminution
d’expression voire la perte de certains alleles codant pour les molécules de CMH est un
mécanisme d’échappement tumoral largement rapporté dans des proliférations malignes de
differentes origines. Par ailleurs, bien que les mécanismes précis impliqués dans 1’initiation de
I’anergie des lymphocytes T chez des patients atteints de tumeurs ne soient pas entierement
caractérisés, il apparait que ceux-ci peuvent étre également associés a un dysfonctionnement
des voies de signalisation initiées par ’engagement du TCR via la diminution de 1’expression de
la chaine y du TCR et la perte d’expression de la protéine tyrosine kinase Syk chez les TIL
(Calmels, 2004)
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I1.4.4. Résistance a I'apoptose

Le développement d’un clone tumoral traduit un déséquilibre entre les niveaux de
prolifération et d’apoptose. L'échappement des cellules tumorales a 1’apoptose exige des
mécanismes qui empéchent la transmission des signaux de mort. Parmi les molécules impliquées
dans I’apoptose, on distingue les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (de méme que
Bel-XL, Mcl-1, et Al) et les protéines pro-apoptotiques de la famille Bax et Bak. C’est la
régulation différentielle de ces deux familles de protéines qui va moduler la sensibilité des
cellules a I’apoptose. Un grand nombre de cellules de tumorales humaines montrent une
résistance a la mort cellulaire programmée en augmentant le rapport des protéines de la
famille Bcl-2/Bcl-XL a celle de Bax/Bak . A titre d’exemple, la translocation t (14 ; 18)
présente dans 80% des lymphomes aboutit @ une augmentation significative de 1’expression
constitutive des protéines de la famille Bcl-2, contribuant a la survie in vivo des clones B malins
(Weiss et al, 1987).

I1.4.5. Lymphocytes T régulateurs.

Un autre mécanisme impliqué dans I’inhibition des réponses CTL contre les tumeurs peut
étre d0 a la présence de lymphocytes T régulateurs au sein de la masse tumorale. En
effet, les lymphocytes T CD4+CD25+ ont récemment été identifiés comme une population
cellulaire dite « régulatrice » dont la déplétion conduit au développement de maladies auto-
immunes. Des études plus récentes suggérent que ces lymphocytes T CD4+CD25+ régulateurs
soient également impliqués dans la prévention des réponses CTL anti-tumorales. Ainsi, il a été
démontré que ce mécanisme d’échappement tumoral pouvait étre contourné via la déplétion de
ces lymphocytes T régulateurs secréteurs de TGF-p suivie d’un transfert adoptif des
lymphocytes T spécifiques d’antigenes de tumeurs dans un modele colorectal de rat
(Ghiringhelli et al, 2004). De méme, des études ont rapporté la faisabilité de traiter, avec un
certain succes, des patients atteints de mélanome lorsque ces derniers recoivent un traitement
immunosuppressif composé de cyclophosphamide et fludarabine, avant injections de populations
cellulaires enrichies en lymphocytes T spécifiques de tumeurs issus de TIL. Cette stratégie de
vaccination conduit a la fois a la regression des lésions de mélanome et au développement
d’auto-immunité. Dans cette étude, la réponse anti-tumorale était associee au repeuplement
persistant du compartiment cellulaire T, un phénomeéne qui n’a jamais été observé avec la simple

administration des clones T anti-tumoraux amplifiés in vitro.
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11.4.6. Localisation des tumeurs.
Enfin, un autre facteur pouvant contribuer a la 1’échappement tumoral peut provenir
de lalocalisation tumorale elle méme. En effet, la tumeur n’est pas forcément accessible

aux lymphocytes T circulants qui de ce fait ignorent sa présence.

III. Immunothérapie du mésothéliome

De nouvelles perspectives thérapeutiques s’ouvrent actuellement pour le mésothéliome. En effet,
un certain nombre d’éléments attestant du potentiel immunogénique de ce cancer suggerent que
les approches d’immunothérapie pourraient constituer une stratégie prometteuse. Ainsi, un cas de
régression spontanée a été rapporté, associé a une infiltration intra-tumorale de cellules
lymphocytaires et a une réponse sérologique anti-tumorale (Robinson et al, 2001). Chez la méme
patiente, la progression d’une autre zone tumorale sans infiltration lymphocytaire a été observée.
De plus, des réponses humorales de type IgG spécifiques de plusieurs antigénes ont été
rapportées dans un contexte de mésothéliome chez 28% (8/29) des malades testés (Robinson et
al, 1998). Une étude clinique de phase Il sur 22 patients, évaluant I’intérét d’injections intra-
pleurales d’interleukine 2 (IL-2), a donné un taux de réponse de 54% (réponses partielles et
complétes). La réponse complete est définie par la disparition totale des signes micro et
macroscopique alors qu’une réponse partielle correspond a une diminution d’au moins 50% de la
masse tumorale. La médiane de survie de 28 mois (contre 8 mois pour le groupe-contrdle)
(Astoul et al, 1998). Une étude italienne a également montré 1’efficacité d’un traitement par IL-2
en injection intra-pleurale puis sous-cutanée. L’IL-12 est capable de polariser les lymphocytes T
vers un phénotype de type Thl. De plus I’IL-12 est un médiateur de ’activité cytotoxicité des
cellules T CD8 et des cellules NK. Ce protocole a obtenu une réponse objective de 22% et une
médiane de survie de 15 mois (Castagneto et al, 2001). Dans un modéle murin de mésothéliome,
la thérapie par IL-12 a montré un intérét en terme de régression voire d’arrét de la croissance
tumorale (Caminschi et al, 1998). De méme, une étude sur un modéle murin et une étude ex vivo
chez I’homme ont montré le potentiel de la vaccination par des cellules dendritiques chargées en
cellules tumorales apoptotiques sur le contréle de la croissance tumorale dans le mesotheliome
(Ebstein et al, 2004 ; Hegmans et al, 2005).
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IV. Intérét de I'utilisation de molécules hypométhylant 'ADN et
d’inhibiteurs d’histone désacétylase

Le développement de stratégies d’immunothérapie spécifiques exige I’identification
préalable d’antigénes associés au MPM ; or a I’heure actuelle, aucun n’a été identifié. L absence
d’antigénes communs partagés par les malades, 1’hétérogénéité intra-tumorale de 1’expression
d’antigénes et/ou le faible taux d’expression de ces antigénes, imposent de définir de nouvelles
stratégies afin de contourner ce probleme. Or la surexpression d’antigénes tumoraux exprimeés
par différentes lignées tumorales (adénome carcinome, cancer du poumon, cancer du sein...)
suite & I’hypométhylation de I’ADN ou a 1’acétylation des histones a été démontrée (Weber et al,
1994 et Karpf, 2006). L’utilisation d’agents hypométhylants et d’inhibiteurs d’activité histone
désacétylase (IHDAC) apparait donc comme une stratégie intéressante.

IV. 1. Role et mécanisme de la méthylation de I'’ADN et de
I'acétylation des histones

IV.1.1. La méthylation de 'ADN

La méthylation (hypo- et hyper-méthylation) de I’ADN constitue une modification
épigénétique engagée dans la régulation de I’expression de génes. L’implication de ce
mécanisme épigénétique a été démontrée dans ’initiation de la transformation néoplasique et le
maintien du statut malin des cellules cancéreuses (Gaudet et al, 2003 - Nephew et al, 2003).
L’ADN est méthylé par des méthyltransférases (DNA méthyltransférases ou DNMT) en position
C5 (carbone 5) du cycle pyrimidine de la cytosine. Le profil de méthylation établi au cours du
développement est conservé lors de la réplication de I’ADN grace aux DNMT, et notamment la
DNMT1 qui présente une forte affinité pour I’ADN hémiméthylé. Pendant la réplication, les
DNMT forment un complexe intermédiaire entre une cytosine et un donneur de méthyle, le S-
adénosyl-L-méthionine (SAM), qui va étre incorporé dans I’ADN au niveau du C5 de la cytosine
(Fig. 19, page 64). Dans le génome humain, la méthylation de I’ADN est restreinte aux
dinucléotides CpG, a hauteur de 70 a 80% (Ehrlich et al, 1982). Cependant, le génome humain
comporte de petites régions d’ADN, appelées ilots CpG, constituées de séquences hautement
répétitives de dinucléotides CpG, et situées dans les régions promotrices d’environ 50% des
génes. Dans les cellules non tumorales, ces flots ne sont pas methylés et autorisent la
transcription des genes (Antequera et al, 1993). Dans certaines situations pathologiques comme
le cancer, les ilots CpG a proximité du site d’initiation de la transcription peuvent étre méthylés
de fagon excessive. L’expression du gene correspondant est alors inhibée. Ce phénomene est
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médié par le recrutement de répresseurs de la transcription comme les protéines se liant a I’ADN
méthylé, telles que les MBDs (methyl-binding proteins) ou par I’inhibition de la fixation de

facteurs de transcription appropriés.

Cytosines méthylées

(A) Cytosine non méthylée
CHs CHs;

5,TTCGATCGCGA 3

AAA G CTAGCGTCT

CHs; CHs
CHs CHs éplication de ’ADN
T T CGATCGZCGA , T T CGA AT CGZCGA
5 3 5 3
3 5 3 5
AAA G CTAGTCGTCT AAA GCTAGTCGTCT
CHs; CH3
Méthylation du brin nouvellement synthétisé par la DNMT1
CI|-13 CHs CH3 CHs
T T CGATCGZCGA TTCGATClGCGA
5 3 5 3
3 5 3 5
AAA G CTAGTCGTCT A A GCTAGTCGTCT
CHs CHs C||'|3 C||‘|3
N.H
(B) ,»",15';? \'~~.,/ H
| Cytosine
{2
N\ g
0 L
- DNMT

Figure 19 : Maintien des profils de méthylation au cours des divisions cellulaires par la
méthyltransférases DNMT1.

(A) Mécanisme général

(B) Transfert d’un groupement méthyle du SAM (S-adénosyl-L-méthionine) vers la cytosine par la
DNMT1
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IV.1 2. L’acétylation des histones

IV.1.2.a. Généralités

Les histones forment le corps du nucléosome et donc de la chromatine. Les changements
dans la structure ou dans la composition du corps du nucléosome se traduisent par un
changement de la conformation de la chromatine. Les modifications post-traductionnelles des
histones touchent majoritairement les queues N-terminales protubérantes des histones et jouent
sur la structure des nucléosomes et par conséquent sur I’accessibilit¢é de I’ADN au sein de la
chromatine (Sims et al, 2003). Les principales modifications post-traductionnelles connues des

histones sont : la méthylation, la phosphorylation, I’ubiquitinylation et 1’acétylation.

L’hyperacétylation des résidus lysines aux extrémités amino-terminales des histones a été
proposée, il y a presque quarante ans, comme étant impliquée dans 1’activation transcriptionnelle
(Allfrey et al, 1964). Des decouvertes plus récentes et la caractérisation de complexes qui
peuvent ajouter ou retirer des groupements acétyls, ont permis une meilleure compréhension de
cette modification covalente qui touche essentiellement les résidus lysines des extrémités amino-
terminales des histones. Des études sur le taux global d’acétylation ont montré que pour un géne
activement transcrit, sur les 30 résidus lysines présents dans un octamere d’histones, il peut y
avoir jusqu’a 13 lysines acétylées (Roth et al, 2001). L’ajout d’un groupement acétyl neutralise
la charge positive de I’extrémité des histones permettant de relacher I’interaction ADN-histones
et I’interaction entre les nucléosomes, conduisant ainsi a une chromatine plus flexible ou I’ADN
est plus accessible aux facteurs de transcription. A D’inverse, la désacétylation de I'histone
entraine un compactage de la chromatine et une atténuation de I'expression génique. A 1’échelle
cellulaire, le niveau d’acétylation délimite topographiquement I’euchromatine et
I’hétérochromatine au moyen d’un gradient d’acétylation/désacétylation. Cette modification
post-traductionnelle des histones joue aussi un rdle dans la progression cellulaire, la

recombinaison et la réparation de I’ADN, ainsi que dans 1’apoptose.

IV.1.2.b. Histones Acétyltransférase et Histone désacétylase
Le niveau global d’acétylation des histones est maintenu par les actions antagonistes des

histones acétyltransférases, les HAT, et des histones désacétylases, les HDAC. Ces enzymes
régulent I’ajout et ’enlévement d’un groupement acétyl sur les résidus lysines des histones et/ou
d’autres protéines non-histones. Ces enzymes sont ciblées sur des promoteurs spécifiques, ce qui
leur permet de réguler localement la structure d’histones et donc la transcription. Le ciblage peut

se faire soit par I’interaction directe d’une HAT ou HDAC avec un facteur de transcription
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séquence-spécifique soit par I’interaction avec un complexe multi-protéique. En effet, des
expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) utilisant des anticorps spécifiques
contre les histones acétylées ont permis de vérifier que 1’augmentation du taux d’acétylation d’un
promoteur proximal d’un géne est bien corrélée a un recrutement d’une HAT au niveau du
promoteur et a une augmentation de 1’expression du geéne étudié (Carrozza et al, 2003). A
I’inverse, I’hypoacétylation de certains promoteurs est liée a un recrutement des enzymes HDAC

ainsi qu’a une répression des génes (Khochbin et al, 2001).

IV.2. Modifications épigénétiques et oncogenese

Les modifications eépigénétiques représentent, aujourd’hui, une voie de recherche
intéressante pour expliquer la transformation des cellules normales en cellules cancéreuses. En
effet, les cellules cancéreuses présentent des aberrations dans 1’expression de certains génes. Ces
aberrations ont plusieurs causes: génétique (mutations, perte de 1’hétérozygotie, délétions
homozygote...etc.), cytogénétique (monosomies, trisomies...etc.) et épigénetique. Deux
mécanismes peuvent expliquer la répression de certains génes. Le premier est I’hyperméthylation
des ilots CpG localisés dans les régions promotrices des genes, qui est suivie du recrutement des
MBDs et des HDAC. Le deuxieme mécanisme ne nécessite pas la méthylation de la région
promotrice du géne, mais implique différents répresseurs transcriptionnels qui activent de
maniére aberrante les HDAC. Ceci provoquant I’hypoacétylation des histones. Ces deux
mécanismes aboutissent donc a la répression du géne. Dans le cadre des pathologies cancéreuses,
ce sont les genes suppresseurs de tumeur qui vont étre réprimés tel que P16INK4a (Villar-Garea
et al, 2004).

IV. 3. Mécanisme d’action du 5-azacytidine, du 5-aza-2’-
désoxycytidine et de I’acide valproique

IV.3.1. Le 5-aza-2’-désoxycytidine et du 5-azacytidine

Les aberrations épigénétiques telles que 1’hyperméthylation localisée de I’ADN sont
potentiellement réversibles, permettant ainsi de restaurer un état cellulaire « normal » au sein de
la population tumorale. Ainsi, I’hypométhylation de I’ADN peut étre induite par ['utilisation
d’agents pharmacologiques ; diverses molécules ont ainsi été développées, notamment des
analogues de la cytidine. Parmi eux, le 5-azacytidine (5-azaCR) et le 5-aza-2’-deoxycytidine (5-

azaCdR) ont été largement étudiés et font 1’objet de nombreuses études cliniques (Santini et al,
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2001). Leur efficacité comme agents anticancéreux a eté attribuée a la fois a une cytotoxicité
directe et a I’induction d’une hypométhylation de I’ADN. Le 5-azaCR et le 5-azaCdR sont des
analogues nucléosidiques comportant une cytosine modifiée en position 5, liée a un motif ribose
ou désoxyribose, respectivement (Fig. 20).
MH, NH, NH, NH,
(\N %N N/J\N Nl/\hl
N/J\::a N/J\::m KN)\‘*O o

Cytosine S5=methyl= 5=aza- 5=aza=-2'=deoxy-
cytosine cytidine cytidine

Figure 20 : Structure de la cytosine, de la 5-méthylcytosine et des agents hypométhylants 5-
azacytidine et du 5-aza-2’-désoxycytidine.

In vivo, leur métabolisation par des kinases permet leur conversion en nucléotides et leur
incorporation dans I’ADN (Fig. 21). La modification de leur cytosine en position 5 induit la
formation d’un complexe covalent avec la DNMT1 qui empéche le relargage de I’enzyme et
provoque une diminution de [’activité méthyltransférase intracellulaire. Il en résulte une
profonde hypométhylation de I’ADN aprés quelques cycles de division cellulaire (Yoo et al,
2006).

Analogue ribonucléosidique (5-azaCR)

lPhosphorylahon par uridine/cytidine kinases

Ribonucléoside mono-.l triphosphate

~~~_ Réduction

o

T A Déoxyribonuciéoside diphosphate

Incorporation dans {ARN Incorporation dans I'ADN Figure 21 Métabonsation dU 5-
___________________________ azacytidine (5-azaCR) et du 5-aza-
Analogue déoxyribonucléosidique (5-azaCdR) 2’-désoxycytidine (5-azaCdR)

Phosphorylation par déoxycytidine kinase

Y
Déoxyribonucléoside mono-, di- et triphosphate

\/

Incorporation dans I'ADN
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1V.3.2. L’acide valproique

L’acide valproique (VPA) ou acide 2-propylpentanoique (Fig. 22) est depuis longtemps
utilisé en clinique. C’est un antiépileptique appartenant a la famille des anticonvulsivants non
barbituriques, qui agit sur la transmission médiée par le GABA (acide gamma-aminobutyrique),

un neurotransmetteur inhibiteur.

O

OH

Figure 22 : Structure chimique de ’acide valproique

De plus, il a été montré que le VPA provoque 1’hyperméthylation des queues N-terminales
des histones H3 et H4 in vitro et in vivo et qu’il peut inhiber directement I’activité enzymatique
des HDAC a la concentration de 0,5 mM (Géttlicher et al, 2001). Le VPA appartient donc a la
famille des inhibiteurs HDAC. Cette activité résulte de sa capacité a se fixer sur le site
catalytique de I’enzyme et ainsi, bloquer son activité. Le VPA, en inhibant les HDAC, va
empécher 1’hypoacétylation des histones et donc réactiver les genes suppresseurs de tumeur, qui
vont permettre de contrdler le développement tumoral. A I’heure actuelle, les inhibiteurs HDAC
sont essentiellement indiqués dans les leucémies et les lymphomes mais aussi dans les tumeurs
solides comme les tumeurs de la prostate, du colon et des reins (Kuendgen et al, 2007 ; Duenas-
Gonzalez et al, 2008).

IV. 4. Méthylation de I'ADN, acétylation des histones et
expression d’antigénes tumoraux.

IV.4.1. Généralités

La premiére preuve du réle de la méthylation de I’ADN dans la régulation de I’expression
d’antigénes tumoraux a été établie pour les antigenes testiculaires du cancer (CTA) (Weber et al,
1994). Une corrélation entre I’hypométhylation des dinucléotides CpG dans les promoteurs des
génes MAGE et I"augmentation de I’expression antigénique a été observée dans des lignées

tumorales (De Smet et al, 1996 ; 1999) et dans des tissus (Sigalotti et al, 2002). De plus, les
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promoteurs de MAGE non méthylés contrdlent la transcription de genes rapporteurs dans des
cellules tumorales n’exprimant pas ce CTA. Ceci suggere que la disponibilité et la fonctionnalité
des facteurs de transcription n’est pas impliquée dans 1’expression des CTA ; la méthylation de
I’ADN représente bien le principal mécanisme modulant leur expression (De Smet et al, 1996).
Des expériences d’invalidation du géne DNMT1 dans des lignées de cancer colorectal ont
démontreé le réle majeur de cette enzyme dans la régulation de 1’expression des CTA (James et
al, 2006). L’inhibition de I’expression de la DNMT]1 par des oligonucléotides antisens provoque
I’hypométhylation d’un transgéne MAGE méthylé (lignée de mélanome), et conduit a une
activation prolongée de I’expression de cet antigéne tumoral (Loriot et al, 2006). Ces deux
derni¢res études prouvent la corrélation entre 1’hypométhylation des promoteurs des CTA et
I’augmentation de leur expression.

L’implication de I’acétylation des histones dans ’expression des antigénes tumoraux est
beaucoup moins étudiée. Cependant une étude réalisée par Shinkai et al en 2002, montre que
I’expression de MAGE-2 est augmentée lors de I’inactivation du géne de 1’enzyme histone
methyltransférase dans des cellules souches embryonnaires et que ceci est accompagnée de
modifications dans la structure des histones de la région promotrice de MAGE-2 dont un fort
niveau d’acétylation de la lysine 9 (Ac-H3K9). Ceci prouve la corrélation entre
I’hyperacétylation des histones de la région promotrice de MAGE-2 et I’augmentation de son
expression. La régulation épigénétique de I’expression des CTA (CG antigen) est résumée dans
la Figure 23 qui montre la corrélation entre 1’expression des CTA et I’hypométhylation de
I’ADN ainsi que I’hyperacétylation des histones. Ceci montre également 1’intérét des inhibiteurs

HDAC et DNMT dans I’expression des CTA.

Stimuli exogéene

CG antigen repression CG antigen expression

* Promoter DNA * Promoter DNA
hypermethylation > Ihypomethylation
* Low Ac-H3IK® DNMT1/3b k/o = High Ac-H3K9
* Low diMe-H3K4 HMTase G3a/GLP k/o * High diMe-H3K4
* High diMe-H3K9 DNMT inhibitors * Low diMe-H3K9S

HDAC inhibitors

Figure 23: Régulation épigénétique de DI’expression des antigénes tumoraux de type
testiculaires (CTA).
D’aprés Adam R. Karpf, 2006
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1V.4.2. Molécules hypométhylantes et expression des antigénes tumoraux

Diverses études ont démontré la capacité de 1’agent hypométhylant 5-azaCdR a induire de
noVo ou a augmenter systématiquement 1’expression de CTA dans différents modeles de tumeurs
humaines in vitro (cultures primaires et lignées de carcinome rénal, mélanome, mésothéliome,
gliome humain) (Weber et al, 1994 ; De Smet et al, 1996 ; Coral et al, 2002 ; Sigalotti et al,
2002 ; Sigalotti et al, 2004 ; Natsume et al, 2008), a la fois au niveau de ’ARNm et au niveau
protéique. Une approche génomique par puce a ADNc a montré la capacité du 5-azaCdR a
activer un large groupe de genes codant pour des CTA, exclusivement dans les lignées tumorales
(Karpf et al, 2003).

Une étude réalisée sur un modéle murin de métastases pulmonaires, a également montré que
le 5-azaCdR permettait une induction de I’expression de la protéine P1A (équivalent murin des
CTA humains) suffisante pour obtenir une reconnaissance et une lyse des cellules tumorales par
des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques. Elle montre I’efficacité de la combinaison d’un
traitement par le 5-azaCdR et d’une immunothérapie par transfert adoptif sur la réduction du
nombre et de la taille des métastases dans ce modele (Guo et al, 2006).

L’activit¢ immunomodulatrice du 5-azaCdR a également été évaluée chez des souris ayant subi
des xénogreffes de culture primaire de mélanome : une induction de novo ou une augmentation
de I’expression de CTA a été constatée, associée a la production de protéines correspondantes
fonctionnelles et capables d’induire des réponses humorales spécifiques (Coral et al, 2006).
L’ensemble de ces études suggére la capacité du 5-azaCdR a générer des populations de cellules

tumorales homogenes en termes d’expression des CTA.

La capacité des inhibiteurs HDAC a induire de novo ou a augmenter 1’expression
d’antigénes tumoraux a été peu étudiée en comparaison aux inhibiteurs de DNMT. Cependant,
Wischnewski et al (2006) ont réalisé une étude sur 15 lignées de diverses tumeurs humaines. Ce
travail portait sur la capacité du 5-azaCdR et de la Trichostatine A (TSA, chef de file des
inhibiteurs HDAC), seul ou associés a induire 1’expression des antigénes MAGE-A1L, -A2, -A3 et
-A12. lls ont confirmé la capacité du 5-azaCdR a induire de novo ou a augmenter 1’expression
des antigenes MAGE et surtout, ils ont démontré pour la premiere fois que la TSA possédait
également, dans une moindre mesure, cette propriété. Cependant, cette derniere présente une
forte toxicité qui peut limiter son utilisation chez I’homme. C’est pourquoi, il est intéressant de

tester d’autres inhibiteurs HDAC chimiquement différents, tel que le VPA.
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Le 5-azaCdR et les inhibiteurs HDAC permettent donc de prévenir 1’émergence de clones
tumoraux CTA négatifs, capables d’échapper a la surveillance immunitaire. Ces deux éléments

sont majeurs pour 1’optimisation des stratégies d’immunothérapie en développement.

V. Choix des antigenes tumoraux étudiés
Dans le cadre du développement d’une stratégie d’immunothérapie, le choix des antigénes a
cibler s’avére capital. En effet, leur immunogénicité, c'est-a-dire leur capacité a genérer des

réponses cellulaires T cytotoxique et/ou humorale, doit étre optimale.

V. 1. Les antigenes tumoraux de type testiculaire

De par leur expression limitée dans les tissus sains (restreinte au placenta et aux cellules
germinales males), et leur expression dans des tumeurs d’origine histologique variée, les CTA
constituent des cibles particuliérement intéressantes pour I’immunothérapie. Parmi eux, NY-
ESO-1 (New-York ESO-1), MAGE-1 et MAGE-3 ont montré dans de nombreuses études leur
fort potentiel immunogénique et pour chacun d’entre eux, plusieurs épitopes ont déja été

identifiés.

NY-ESO-1 est une protéine cytosolique capable d’induire des réponses immunitaires
humorale et & médiation cellulaire de fagon simultanée ; les taux d’anticorps sériques anti-NY-
ESO-1 varient avec la progression tumorale (Jager et al, 1998 ; 2000). Il est considéré a I’heure
actuelle comme le CTA le plus immunogéne. De nombreux essais cliniques sont en cours afin
d’évaluer I’efficacité des stratégies d’immunothérapie dirigées contre cet antigéne (Gnjatic et al,
2006). De méme, de nombreuses études in vitro et in vivo attestent de la faisabilité de
I’immunothérapie ciblée sur des MAGE. Ces travaux montrent 1’activation effective des
lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de MAGE, capables de reconnaitre et de lyser
différentes lignées tumorales (Celis et al, 1994 ; Mukherjee et al, 1995). Ces antigenes de tumeur

constituent des cibles de choix pour le développement de stratégies d’immunothérapie.

Enfin, diverses études ont montré la capacité du 5-azaCdR a augmenter 1’expression de
MAGE-1, MAGE-3 et de NY-ESO-1 dans plusieurs lignées tumorales de carcinome pulmonaire

non a petites cellules (Weiser et al, 2001) et dans le mésothéliome (Sigalotti et al, 2002).
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V.2. La mésothéline et la mucine-1

La mésothéline (MSLN) constitue, quant a elle, un antigéne de différenciation de surface
exprimé fortement dans les différents types de mésothéliomes (pleural, péritonéal et
péricardiques), les cancers ovariens et pancréatiques, et peu dans les cellules mésothéliales non
tumorales. De nombreux éléments prouvent son potentiel immunogénique. Ainsi, Ho et al (2005)
ont montré que la MSLN est associée a une forte réponse humorale de type IgG. Cette
observation concernait 53% (26/49) des patients atteints de mésothéliome exprimant la MSLN
(par comparaison, 40 a 50% des malades avec des tumeurs exprimant NY-ESO-1 ont des
anticorps sériques dirigés contre cet antigéne). Dans un modéle murin de cancer ovarien,
I’efficacité d’un transfert adoptif de lymphocytes T CD8 spécifiques d’un épitope de la MSLN
murine a été démontrée : une diminution de la croissance tumorale et une prolongation de survie
ont été observées (Hung et al, 2007). Un modéle de souris transgéniques HLA-A2 a montré la
capacité d’un vaccin ADN de la MSLN a empécher le développement de tumeurs chez 60% des
souris lors de I’injection de cellules tumorales exprimant la MSLN. Différents épitopes de la
MSLN humaine reconnus par des cellules T CD8 ont déja été identifiés (Yokokawa et al, 2005).
D’autre part, dans le cancer du pancréas, I’administration d’un vaccin constitué de plusieurs
lignées tumorales allogéniques exprimant la MSLN a permis d’induire une réponse T CDS8
efficace spécifique de la MSLN, via un mécanisme de présentation croisée (Thomas et al, 2004).
Ainsi, la MSLN apparait également comme une cible potentielle de I’immunothérapie, compte-

tenu de sa capacité a induire des réponses immunitaires humorales ou a médiation cellulaire.

La mucine-1 (MUC-1 ou CD227) est une glycoprotéine membranaire exprimée par les
cellules épithéliales. Elle est surexprimée et glycosylée de fagon aberrante dans de nombreux
cancers dont le MPM. De nombreux épitopes reconnus par des lymphocytes T CD8 ont été
identifiés (Brossart et al, 1999). Dans différents types de tumeurs, plusieurs études précliniques
et cliniques ont montré la capacité de cet antigéne a générer de fortes réponses cellulaires T
cytotoxiques. Des essais d’immunothérapie active (Wierecky et al, 2006) ou par transfert adoptif
(Mukherjee et al, 2001) ciblant MUC-1 ont démontré une efficacité thérapeutique. Bien que cet
antigene tumoral manque de spécificité tissulaire, ces résultats suggerent son intérét dans le

développement de stratégies d’immunothérapie.
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VI. Objectif de I’étude

Des expériences préliminaires (Dr M. Grégoire, communication personnelle) de RT-PCR
ont montré que I’ensemble des lignées de MPM, établies au laboratoire, expriment la
mésothéline, que la majeure partie exprime la mucine-1 et qu’aucune d’entre elles n’exprime
NY-ESO-1. Les antigenes MAGE-1 et MAGE-3 n’ont pas encore été étudiés. Compte-tenu de
leur fort potentiel immunogene et de leur intérét avéré en immunothérapie, notamment pour les
MAGE dans le mélanome, ces antigénes tumoraux pourraient constituer des cibles intéressantes

pour le développement de stratégies d’immunothérapie dans le MPM.

Ce travail a donc pour objectif de comparer I’effet de deux molécules hypométhylantes, le 5-
azaCR et le 5-azaCdR, sur I’expression de divers antigénes tumoraux (NY-ESO-1, MAGE-3,
MUC-1 et MSLN) sur des lignées de MPM établies au laboratoire. L’effet d’un inhibiteur
HDAC, le VPA sur I’expression de ces mémes antigenes sera également étudié, seul ou combiné
avec un agent hypométhylant Ce travail s’inscrit dans la poursuite d’une étude amorcée sur la
caractérisation d’antigénes tumoraux associés au MPM. 1l s’agit d’un travail préliminaire visant
a évaluer la capacité de ces molécules a augmenter I’immunogénicité des cellules de MPM, afin

de développer des stratégies d’immunothérapie ou de chimio-immunothérapie plus efficaces.
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Deuxieme partie :

partie expérimentale
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MATERIEL ET METHODES

I. Patients

Les patients chez lesquels on a diagnostiqué un mésothéliome pleural malin (MPM)
épithélioide n’ont pas regu de traitement anti-néoplasique avant prélévement. Les épanchements
pleuraux et les biopsies sont collectés par thoracocentese et le diagnostic du MPM est établi par
immunohistochimie selon les recommandations du groupe d’experts MESOPATH
(http://www.splf.org/rmr/pdfNR/Reco_SPLF_MPM _texte court 23Jan06.pdf). Ce protocole a

été soumis et accepté par le Comité de Protection des Personnes des Pays de La Loire (2003).

Les patients ont été informés et ont signé un consentement éclairé.

II. Lignées cellulaires

Les lignées humaines Méso 11, Méso 13, Méso 34, Méso 47, Méso 56 et Méso 122 (MPM),
ont été etablies dans le laboratoire d’accueil (INSERM U.892) a partir d’épanchements pleuraux
de patients. Les lignées humaines de mélanome M117, M18 et M140 ont été gracieusement
fournies par le Pr F. Jotereau (INSERM U892, Nantes). Les cellules sont cultivées dans du
milieu RPMI 1640 avec 10% de sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté (30 minutes a 56
°C), 100 U/ml de pénicilline-0,1 mg/ml de streptomycine et 2 mM de L-Glutamine (Sigma-
Aldrich). Elles sont maintenues dans un incubateur a 37 °C, sous atmosphére humide, avec 5%
de CO2. Une fois a confluence, les cellules sont trypsinées pour étre réensemencees a la densité

voulue, aprés comptage sur cellule de Malassez.

II1. Traitement des cellules

II1.1. Préparation des solutions-meres
Les molécules testées, le 5-azaCdR et le VPA (Sigma-Aldrich) sont dissoutes dans du milieu

complet puis filtrée stérilement. Les dilutions appropriées sont également préparées stérilement

dans du milieu complet.

II1.2. Comparaison de l'efficacité du 5-azacytidine et du 5-aza-
2’-désoxycytidine sur l'induction de l'’expression d’antigénes
tumoraux

Le mode de traitement appliqué est celui défini par Coral et al (1999) : une dose toutes les

12 heures pendant 48 heures puis 48 heures supplémentaires de culture (milieu sans agent
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hypométhylant). Les cellules des lignées Meso 11 et Meso 13 sont ensemencées en flasques T75,
a une densité de 2*10° cellules/mL. Douze heures plus tard, I’adhérence des cellules est vérifiée
et les traitements sont initiés. Une premiere dose est délivrée avec le 5-azacytidine ou le 5-aza-
2’-désoxycytidine a 1 uM dans du RPMI complet. Trois autres doses sont ensuite réalisées a 12,
24 et 36. Soixante-douze heures aprés le début du traitement, les cellules sont replacées dans du
milieu complet sans agent hypométhylant et conservées en culture 48 heures supplémentaires.
Les contrbles correspondants sont effectués par un traitement équivalent avec du milieu complet

sans molécule hypométhylante.

I11.3. Choix du mode de traitement

La deuxi¢me étape a consisté a évaluer 1’intérét de réaliser une dose unique de 48 heures
plutdt que 4 doses. L’étude a été réalisée sur la lignée cellulaire MeT-5A ensemencée en flasque
T75, & une densité de 1,5%10° cellules/mL. L’ensemencement est plus faible que précédemment
car les cellules de cette lignée se multiplient plus rapidement. Douze heures plus tard (cellules
adheérentes), le traitement est débuté avec une dose unique ou 4 doses toutes les 12 heures en

suivant le protocole ci-dessus.

I11.4. Test effet-dose du 5-aza-2’-désoxycytidine et de I'acide
valproique

Les cellules sont ensemencées a 2,5%10° cellules/mL dans chacun des puits d’une plaque de
6 puits. Une fois les cellules adhérentes, le milieu est remplacé par du milieu complet contenant
le 5-azaCdR a la concentration voulue (0 - 0,1 - 0,25-0,5- 1 et 2 uM), ou le VPA a5 mM. La
concentration de ce dernier a été choisie d’apres les données de la littérature (Colin et al, 2005).
Les cellules sont ainsi cultivées pendant 48 heures. A la fin du traitement, les cellules sont
conservées en culture pour 48 heures supplémentaires dans du milieu exempt de la molécule
testée. Les cellules sont systématiquement dénombrées. La viabilité cellulaire est étudiée sur un
aliquot de cellules pour chaque lignee et chaque concentration de 5-azaCdR testees et celle du
VPA. Environ 5*10* cellules pour chaque condition sont reprises dans 100 pL de tampon
phosphate (PBS) puis diluées au demi dans une solution de TO-PRO-3-iodide (Invitrogen) a 1
MM et analysées immédiatement par cytométrie en flux (FacsCalibur, BD Biosciences), avec le
logiciel CellQuest Pro (BD Biosciences). L’analyse des données est réalisée avec le logiciel

FlowJo (Tree Star inc.). Les cellules viables n’incluent pas la TO-PRO-3.
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IV. Extraction des ARN totaux

Apres trypsination, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS puis centrifugées. Les
culots de cellules dont I’ARN n’est pas extrait extemporanément sont resuspendus dans du
RNAlater (Ambion) et stockés a —80°C. L’ARN total est extrait avec le RNeasy Mini Kit
(Qiagen) selon les recommandations du fournisseur. Les ARN élués sont dosés par mesure de la
densité optique a 230, 260 et 280 nm (NanoDrop 1000, Thermo Scientific). Les ARN utilisés
doivent présenter un rapport 260/280 compris entre 1,8 et 2 et un rapport 260/230 > 2, attestant
de la pureté de 1’échantillon. Dans le cas contraire, les échantillons sont précipités en ajoutant un
dixieme de volume d’acétate de sodium 3 M pH 5,2 et un volume d’éthanol, a —20°C pendant
une heure minimum. Ensuite, I’ARN est lavé a 1’éthanol 70% puis repris dans de 1’eau stérile.
Enfin les échantillons sont dosés de nouveau par spectrophotométrie (NanoDrop 1000).

L’intégrité des ARN est vérifiée par la technologie Lab-on-a-chip d’Agilent Technologies
(Total RNA 6000 Nano Series I1), selon les instructions du fournisseur. En bref, les ARN sont
sépareés, en fonction de leur taille, sur un gel soumis a un courant de haut voltage. Au moment de
leur passage dans le gel, les ARN se lient a un intercalant spécifique de I’ARN et fluorescent,
préalablement introduit dans le gel. L’appareil mesure, en temps réel, 'intensit¢ de la
fluorescence émise en fonction du temps de rétention de I’échantillon au sein du microréseau.
Ces données qualitatives (temps de rétention) et quantitatives (intensité de fluorescence) sont
validées par rapport a un marqueur de poids moléculaire connu par le logiciel (2100 Expert). La
qualité des échantillons est évaluée en fonction de I’intégrit¢ des ARN ribosomaux. La valeur
optimale du ratio des pics d’intensité de fluorescence 28S/18S est de 2. Le logiciel fournit
également un autre critere de qualité, le RNA Integrity Number (RIN), qui intégre I’ensemble du
profil de séparation des ARN, et pas uniquement le ratio des pics ribosomaux. Un RIN de 10

correspondant a un ARN de qualité parfaite.

V. Traitement a la DNase et transcription inverse (RT)

Un traitement a la DNase | (Invitrogen) est effectué selon les instructions du fournisseur,
afin d’éviter toute amplification ultérieure d’ADN génomique. La transcription inverse est
réalisée sur 1 pug d’ARN total traité a la DNase dans un volume réactionnel de 20 pl. 1 ug
d’ARN total, 1 pl d’amorces oligodT12-18 50 uM (Invitrogen) et 1 pl d’un mélange de dNTPs
10 mM chacun (Invitrogen) sont dénaturés 5 minutes a 65°C. La RT est réalisée a 37°C pendant
50 minutes apres ajout de 200 U de Transcriptase Inverse (M-MLV RT) (Invitrogen), 4 ul de son
tampon 5X, 2 ul de dithiothréitol (DTT) 0,1 M (Invitrogen) et 40 U de RNase OUT
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(Invitrogen). La réaction est arrétée par 15 minutes de chauffage a 70°C et les ADNc sont

stockés a —20°C jusqu’a utilisation.

VI. Réaction d’amplification génique (PCR)

Les amplifications sont réalisées sur 5% du produit de la RT (équivalent & 50 ng d’ARN
total) ou 10 ng de plasmide NY-ESO-1 (témoin positif). Les réactions de PCR sont réalisées dans
un volume réactionnel de 25 pL contenant 2,5 puL de tampon 10X (Promega), 1,5 mM de MgCl,
(Promega), 800 nM d’un mélange de dNTP, 25 pmol d’amorce sens, 25 pmol d’amorce antisens
(Sigma) (Tableau IV) et 1,25 U de Taq DNA polymérase (Promega). Le programme de
température est réalisé dans un thermocycleur (Peltier, PTC 100). Pour MSLN (mésothéline),
MUC-1 (Mucine-1) et NY-ESO-1, les cycles suivants sont réalisés : 2 minutes de dénaturation a
94 °C puis 30 secondes a 94 °C, 30 secondes a la température d’hybridation appropriée (Tableau
IV), 30 secondes a 72 °C (22, 24 ou 35 cycles respectivement). Une étape d’élongation finale est
réalisée a 72 °C pendant 5 minutes. Pour MAGE-1, les cycles sont les suivants : 3 minutes de
dénaturation a 94 °C puis 1 minute a 94 °C, 1 minute a 62 °C et 2 minutes a 72 °C (35 cycles),
suivies de 5 minutes d’élongation finale a 72 °C ; pour MAGE-3, 2 minutes de dénaturation & 94
°C puis 1 minute a 94 °C et 3 minutes & 72 °C (35 cycles) suivies de 5 minutes d’élongation
finale a 72 °C. L’amplification du géne de ménage B-actine est réalisée dans les mémes
conditions que celle du gene étudié. Les produits de PCR sont analysés par électrophorese sur un
gel d’agarose a 2% contenant 0,05 ug/mL de bromure d’éthidium (Merk). On dépose dans
chaque puits 10 pL d’échantillon et 2 pL de tampon de charge 6X (Invitrogen). Les fragments
amplifiés sont visualisés sous lumiére UV. Toutes les réactions de PCR présentées ont été

réalisées deux fois.

Géne Amorce Séquence d.:]-;g? izzﬁgﬁ?m Talllea%J‘)flzggment
B-actine sens ATC TGG CAC CACACCTTC TACA 70°C 825 pb
antisens CGT CATACT CCTGCTTGCTGA T
MSLN sens AAC GGC TACCTG GTCCTAG 55°C 226 pb
antisens TTT ACT GAG CGC GAG TTC TC
MUC-1 sens TGATGT GCC ATT TCC TTT CTC 55°C 342 pb
antisens TAC AAG TTG GCA GAA GTG GCT
NY-ESO-1 sens ATG GAT GCT GCA GAT GCG G 62°C 329 pb
antisens GGC TTAGCG CCTCTGCCC TG
MAGE-1 sens (CHO14) CGG CCG AAG GAAGGAACCTGAC 62°C 421 pb
antisens(CHO1) GCT GGA ACC CTC ACT GGG
MAGE-3 sens TGG AGG ACC AGAGGC CCcCc C 72°C 725 pb
antisens GGACGATTATCAGGAGGCCTGC

Tableau 1V : Séquence, température d’hybridation et taille des fragments amplifiés pour
les différentes paires d’amorces utilisées en PCR.
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VIIL. PCR en temps-réel

La méthode réalisée pour la quantification de 1’induction d’expression des antigénes
sélectionnés est la PCR temps-réel utilisant la technologie « SYBR-Green™ », Les réactions de
gPCR sont réalisées dans des plaques de 96 puits compatibles avec le thermocycleur Mx4000®
(Stratagene), dans un volume réactionnel final de 25 pl avec 12,5 pl de RT? Real-Time
SYBRGreen/ROX PCR Mastermix (Superarray), 2,5 pul d’amorces 10X QuantiTect Primer
Assays (Qiagen), 5 ul d’eau et 5 pl d’échantillon d’ADNc. Le fluorochrome carboxy-X-
rhodamine (ROX) présent dans le mélange est un standard interne qui permet de corriger les
variations de volume introduit dans les puits et de normaliser la fluorescence due au « SYBR-
Green™y,

Pour chaque transcrit étudié, une courbe standard est établie sur une gamme de dilutions en
série, réalisée sur un mélange des échantillons étudiés. Sur cette méme gamme est établie une
courbe standard pour le gene de référence (RPLPO, codant pour une protéine ribosomale) qui
permet de normaliser les quantités d’ADNc introduites. Le programme de température utilise,
réalisé dans un thermocycleur pour PCR quantitative Mx4000® multiplex, est le suivant :
activation de I’enzyme/dénaturation initiale (10 minutes a 95 °C), puis 40 cycles d’amplification
(30 secondes a 95 °C pour la dénaturation puis 1 minute & 60 °C pour I’hybridation et
I’¢longation) et enfin établissement de la courbe de dissociation (70 cycles de 30 secondes avec

une augmentation progressive de la température de 0,5 °C par cycle).

Le cycle seuil "Ct" est défini comme le cycle a partir duquel la fluorescence est
significativement supérieure au bruit de fond. Ce seuil est défini avec le logiciel Mx4000® v.4.2

(Stratagene). Les variations d’expression sont ensuite calculées avec la formule de Pfaffl
(2001) :

R = [E cible ACt cible (ttémoin — traité)] / [E ref ACt ref (témoin — traité)]

e E cible est I’efficacité de la PCR en temps-réel pour le transcrit du gene étudié ; E ref
correspond a Defficacité pour le géne de référence. E est calculée selon la formule
suivante : E =10 (-1/pente) (pente de la courbe-standard).

e ACt cible représente la différence de Ct entre le témoin et 1’échantillon traité pour le
transcrit du gene étudié ; ACt ref représente la différence de Ct entre le témoin et

I’échantillon traité pour le transcrit du géne de référence.
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VIIIL. Etude de la persistance d’expression des genes induits par
le traitement au 5-azaCdR

Les lignées MeT-5A, Meso 11 et Meso 13 sont traitées selon les modalités définies a I’issue
des tests préliminaires (48 heures de traitement avec le 5-azaCdR a 0,5 pM) puis conservées en
culture afin d’évaluer la capacité du traitement a induire une expression prolongée des antigénes
tumoraux considérés. L’expression de NY-ESO-1 a été analysée par PCR quantitative en temps

réel, 2 jours, 14 jours et 28 jours aprées I’arrét du traitement.

IX. Fixation de I'anticorps anti-NY-ESO-1

Cette etude est réalisée sur les lignées de mélanome M117, M18 et M140 qui expriment a
I’état basal la protéine NY-ESO-1. Apres trypsination des cellules, celles-ci sont fixées avec du
paraformaldehyde (PFA) 4% pendant 15 minutes a température ambiante. Cent mille cellules par
puits sont ensuite ensemencées sur une plaque de 96 puits a fond conique et centrifugées 1
minute a 2000 rpm. Les cellules sont lavées deux fois avec du PBS/0.1% BSA/0.1% saponine,
afin de perméabiliser la membrane. Puis on introduit 1’anticorps primaire anti NY-ESO-1 a 2,5 ;
5 et 10 pg/ml (Sigma-Aldrich). La plaque est incubée 30 minutes a température ambiante, sous
agitation. Apres deux lavages avec du PBS/0.1% BSA/0.1% saponine, on introduit 1’anticorps
secondaire anti 1gG1 de souris (Sigma-Aldrich) dilué au 1/100°™. La plaque est incubée 30
minutes a température ambiante, sous agitation. Apres deux lavages, les cellules sont analysées

au cytometre (FacsCalibur, BD Biosciences), avec le logiciel CellQuest Pro (BD Biosciences).

X. Activation de la réponse immunitaire.
X.I. Etude de la réponse immunitaire apres traitement des

cellules avec 5-azaCdR ou VPA
Les cellules des lignées Méso 47 (HLA*A2) sont ensemencées & 2*10° cellules dans chacun

des puits d’une plaque de 6 puits. Apres 48 heures, le milieu de culture est remplacé par du
milieu complet contenant soit du 5-azaCdR 0,5 puM, soit du VPA 5 mM. Les cellules sont ainsi
cultivées pendant 48 heures. Ensuite, 10° cellules sont déposées dans deux plaques de 96 puits &
fond V. Les cellules de 1’une sont chargées en peptide a 10 uM suivi d’1 heure d’incubation a 37
°C. Les cellules sont lavées 3 fois avec du RPMI. La répartition des clones T CD8 (HLA*A2)
spécifiques de NY-ESO-1 se fait selon le rapport E/T : 50.000/100.000 (E : clone M117.32; T :
cellules tumorales) dans un volume de 200 pl de RPMI par puits. On rajoute également de la
BrefeldinA (Sigma-Aldrich) a 10 pg/ml qui va empécher le relargage des cytokines dont I’IFN-y
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dans le milieu de culture. A la fin de la répartition des cellules, une centrifugation rapide permet
de mettre en contact les cellules. Les cellules sont incubées 5 heures a 37 °C. Ensuite, on réalise
le marquage anti-CD8 APC (BD Pharmingen) dilué au 1/30*™ dans du PBS/0,1% BSA. Aprés
I’incubation de 30 mn a 4°C, on fixe avec PBS/4% PFA pendant 10 mn a température ambiante.
Puis, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS. Enfin, on réalise le marquage anti-IFN-y PE
(BD Pharmingen) dilué au 1/50°™ dans du PBS/0,1% BSA/0,1% Saponine. Aprés 30 mn
d’incubation a température ambiante et deux lavages avec du PBS, les cellules sont analysées au

cytometre (FacsCalibur, BD Biosciences), avec le logiciel CellQuest Pro (BD Biosciences).

X.II. Traitement des cellules avec 5-azaCdR et VPA

Cette étude a été realisée sur une lignée de mélanome (M117) qui sert de témoin positif, une
lignée de cellules non tumorales immortalisées (Met-5A), une lignée de mésothéliome non
HLA*A2 (Méso 13), et 4 lignées de mésothéliome HLA*A2 (Méso 34, Méso 47, Méso 56 et
Méso 122). Le principe de cette expérience est le méme que précédemment, seul change le
mode de traitement des cellules. En effet, en accord avec la littérature (Wischnewski et al, 2006)
nous avons choisi d’utiliser un traitement séquentiel. C'est-a-dire que dans un premier temps, les

cellules sont incubées en présence du 5-azaCdR puis du VPA.

Ainsi, les cellules des différentes lignées sont ensemencées a 2*10° cellules dans chacun des
puits d’une plaque de 6 puits. Apres 48 heures, le milieu de culture est remplacé par du milieu
complet contenant 0,5 UM de 5-azaCdR. Les cellules sont alors cultivées pendant 48 heures
supplémentaires. Le milieu contenant le 5-azaCdR est remplacé par du milieu complet contenant
5 mM de VPA. Les cellules sont cultivées pendant 48 heures supplémentaires avant d’étre
transférées dans des puits d’une plaque de 96 puits a fond en V. La suite de la manipulation est

strictement identique a celle réalisee précedemment (cf. X.1I)
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RESULTATS

I. Vérification de I'intégrité des ARN

L’intégrité de ’ensemble des ARN extraits est systématiquement vérifiée par la méthode des
puces Agilent. La Figure 24 présente le profil de séparation caractéristique obtenu pour
I’échantillon témoin Méso 47. Ce profil correspond a un ARN de tres bonne qualité (rapport
28S/18S = 2,5 et RIN = 10) et est caractéristique des profils obtenus pour I’ensemble des

échantillons.

(A) (B)
183 28S 285 [

18S |—

AkA Ratio [282 7 18] 25

RMA [ntegrity Number [RIM]: 10,0 [B.02.03)

Figure 24 : (A) Electrophorégramme obtenu par la méthode des puces Agilent, (B) Gel de
migration correspondant

La migration d’un échantillon d’ARN total est réalisée sur un gel comprenant un agent intercalant
fluorescent spécifique de I’ARN, déposé sur une puce.

II. Comparaison de I'efficacité du 5-azaCR et du 5-azaCdR sur
I'induction de l'expression d’antigenes tumoraux (CTA et
antigenes de différenciation)

Cette étude par RT-PCR montre I’efficacité supérieure du 5-azaCdR en termes d’induction
d’expression de différents antigénes tumoraux dans deux lignées de MPM ¢établies au laboratoire
a partir de liquides pleuraux de malades (Meso 11 et Meso 13). Le traitement realisé consistait en
4 doses de 5-azaCdR ou de 5-azaCR a 1 pM sur 48 heures suivies de 48 heures de culture en
I’absence d’agent hypométhylant. Ainsi, pour des antigenes de tumeur dont I’expression est
faible ou indétectable a 1’état basal dans le MPM, le 5-azaCdR est plus efficace en termes
d’induction de I’expression de NY-ESO-1, MAGE-1, MAGE-3 et MUC-1 que le 5-azaCR, a
concentrations égales. En ce qui concerne la MSLN, fortement exprimée a 1’état basal dans les
lignées de MPM étudiées, I’effet du 5-azaCdR est moins évident (Fig. 25, page 83).
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Figure 25 : Electrophorégramme des produits de PCR (A : MSLN, B: MUC-1, C:

NY-ESO-1, D : MAGE-1 et E : MAGE-3) apres traitement avec le 5-azaCR ou le 5-
azaCdR.

A- Témoin positif (T+) : plasmide NY-ESO-1 ; B — T- : lignée de mélanome DAGI ; C - T+:
lignée de mélanome M17. Un témoin négatif sans ADNCc est systématiquement réalisé. 35 cycles

d’amplification sont réalisés pour NY-ESO-1, MAGE-1 et 3, 24 cycles pour MUC-1 et 22 pour
MSLN.

II1. Choix du mode de traitement

Le 5-azaCdR et le 5-azaCR étant instables en milieu aqueux (Notari et al, 1975 ; Lin et al,
1981), des tests ont été effectués afin d’évaluer 1’intérét de réaliser plusieurs doses de traitement
(Coral et al, 1999) plutot qu’une seule. L’étude par RT-PCR de I’expression de NY-ESO-1 et de
MAGE-1 dans la lignée MeT-5A a montré que la réalisation de 4 doses de traitement sur 48
heures plutét qu’une seule n’améliore pas I’efficacité du 5-azaCdR, ni celle du 5-azaCR (Fig.

83



26). C’est pourquoi les traitements réalisés par la suite ont consisté en 48 heures de traitement
par le 5-azaCdR suivies par 48 heures supplémentaires de culture en 1’absence de la molécule
(afin d’avoir un nombre de divisions cellulaires suffisant pour atteindre une réduction marquée
de I’activité enzymatique DNA Meéthyltransférase 1). 1l est important de noter que nous avons

utilisé le méme mode de traitement avec le VPA.
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Figure 26 : Electrophorégramme des produits de PCR (A : NY-ESO-1 et B : MAGE-1) apres
traitement en une ou quatre doses de 5-azaCR ou de 5-azaCdR

A — Témoin positif (T+) : plasmide NY-ESO-1 ; B — T négatif (T-) : lignée de mélanome DAGI. Un
témoin négatif sans ADNCc est systématiquement réalisé

IV. Test effet-dose du 5-azaCdR et de I’'acide valproique

IV.1. Etude de la viabilité cellulaire

La viabilité des cellules des différentes lignées traitées aux différentes concentrations de 5-
azaCdR et de VPA est évaluée par un test a la TO-PRO-3, réalisé immédiatement ou 48 heures
apres la fin du traitement. Quelle que soit la dose utilisée, le 5-azaCdR ne semble pas avoir
d’effet notable sur la viabilité des cellules des lignées étudiées. (Tableau V, page 85)
contrairement au VPA. En effet, la viabilité des cellules, 48 heures apres traitement avec du VPA

a 5 mM, est d’environ 70% pour les 6 lignées examinées.
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5-azaCdR ESS:
Témoin
non traité 5 mM
Lignées Condition 0.1 uM 0.25 M 0.5 uM 1w 2uM
T48h 100 97 98 96 95 97 E 71
MeT-5A 3
T48 + 48h 100 98 99 100 96 98 73
T48h 100 96 97 98 95 97 69
Méso 13
T48 + 48h 100 99 98 99 96 98 71
T48h 100 92 94 93 95 96 68
Meso 34
T48 + 48h 100 93 94 95 96 93 72
T48h 100 92 94 95 92 94 : 71
Meso 47 3
T48 + 48h 100 94 95 96 94 93 73
T48h 100 97 98 96 95 97 67
Meso 56 3
T48 + 48h 100 98 99 100 96 98 69
T48h 100 91 92 94 91 93 67
Meso 122
T48 + 48h 100 93 95 94 96 92 : 69 :

Tableau V : Test effet-dose du 5-azaCdR et du VPA sur la viabilité de différentes lignées
cellulaires tumorales

La viabilité (exprimée en pourcentage) a été étudiée par cytométrie en flux, au bout de 48 heures de
traitement (T48h) et 48 heures plus tard (T48 + 48h), par un test a la TO-PRO-3 (les cellules vivantes sont
TO-PRO-3 négatives). Ces valeurs sont des moyennes de trois essais.

IV.2. Etude de la prolifération cellulaire
En parallele, les cellules sont dénombrées sur une chambre de Malassez en présence de bleu

de Trypan afin d’évaluer I’effet du traitement sur la prolifération cellulaire.

IV.2.1. Effets du 5-azaCdR

Seule la lignee Méso 47 semble presenter un ralentissement de la prolifération des la dose de
0,1 uM, par rapport aux témoins non traités. Concernant les autres lignées de mésothéliome
testées (Méso 13, Méso 34, Méso 56 et Méso 122), le 5-azaCdR ne semble pas ralentir la

prolifération cellulaire quelle que soit la dose utilisée (données non présentées).
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1V.2.2. Effets du VPA
Quelles que soient les lignées examinées, le VPA a 5 mM ralentit la prolifération cellulaire.

En effet, le pourcentage d’inhibition de la prolifération 60 heures apres traitement avec 5 mM de
VPA varie entre 30% et 40% selon la lignée tumorale. Ensuite, ce pourcentage ne varie que

faiblement puisque 108 heures aprés traitement, le pourcentage d’inhibition oscille entre 38% et

33% (Fig. 27).
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Figure 27 : Pourcentage d’inhibition de la prolifération cellulaire des lignées Méso 34, 47,

56 et 122, apreés traitement avec 5 mM de VPA
Les cellules sont traitées avec du VPA 5 mM et dénombrées sur cellule de Malassez en présence de bleu
de Trypan. Cette étude a été réalisée qu’une fois.

V. PCR quantitative en temps réel
V.1. Mise au point de la qPCR

La premiére étape a consisté a vérifier la qualité des parameétres de la qPCR : intensité de
fluorescence correcte, absence de formation de diméres d’amorces et spécificité d’amplification,
efficacité de la qPCR. La courbe de dissociation établie a la fin des 40 cycles d’amplification
permet de Vérifier la qualité des amorces utilisees. Comme le montre la Figure 28 (page 87), qui
présente la dérivée de la fluorescence normalisée en fonction de la température, on observe pour
chaque couple d’amorces considéré un seul pic pour une température donnée (correspondant a la
taille de I’amplicon). Ce profil atteste de la spécificité¢ des amorces et de I’absence de dimeres
d’amorces dans les conditions utilisées. L’efficacité de la qPCR est calculée par le logiciel
Stratagene MX4000, a partir de la courbe standard. Idéalement, elle doit étre comprise entre 90

86



et 110%. Les efficacités de gPCR obtenues avec RPLPO, NY-ESO-1, MAGE-3, MUC-1 et MSLN
sont optimales (respectivement 103,7% ; 93% ; 95% ; 97%, 91,5%).

NY-ESO-1

MSLN

Fluorescence normalisée (dérivée)

v

Température (°C)

Figure 28 : Courbes de dissociation pour les différents transcrits étudiés en gPCR « SYBR-
Green ».

A la fin des cycles d’amplification de la qPCR, une augmentation progressive de température (0,5°C par
cycle de 30 secondes) est réalisée afin d’établir la courbe de dissociation. Elle permet de vérifier la
spécificité de I’amplification et I’absence de dimeres d’amorces.

V.2. Induction de I'expression du transcrit NY-ESO-1
Un test effet-dose est réalisé afin de déterminer la dose de 5-azaCdR efficace susceptible

d’induire I’expression d’antigénes tumoraux. Pour cela, I’expression de NY-ESO-1 est étudiee

par gPCR, sur 4 lignees de MPM (Méso 34, Méso 47, Méso 56, Méso 122), une lignée non
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tumorale de cellules mésothéliales (MeT-5A) et une lignée d’adénocarcinome pulmonaire (ADK
3), a la suite d’un traitement de 48 heures par 5 doses croissantes de 5-azaCdR (0,1 -0,25-05-1
et 2 uM). L’absence d’expression de NY-ESO-1 par les cellules non traitées rend impossible la
définition d’un cycle-seuil pour les conditions témoins, comme le montre la Figure 29 (résultats
obtenus avec la lignée Méso 34). La quantification de 1’induction d’expression de NY-ESO-1 par
rapport aux témoins non traités n’est donc pas réalisable. Une comparaison du niveau
d’expression de NY-ESO-1 a éte réalisée aprés normalisation par rapport au RPLPO (gene de
référence). Le ratio calculé correspond au nombre de copies de NY-ESO-1 sur le nombre de
copies de RPLPO (estimé par rapport a la courbe standard), pour chaque condition (Fig. 30, page
89).

Les différentes lignées, quelle que soit leur type (lignée mésotheliale immortalisée,
mésothéliome et adénocarcinome), répondent au traitement mais elles se divisent en deux

groupes distincts en fonction de leur sensibilité au 5-azaCdR (Fig. 28, page suivante) :

+ Pour les lignées ADK 3, Méso 34 et Méso 122, le niveau d’expression maximal de NY-
ESO-1 est atteint pour des concentrations inférieures a 2 uM (respectivement 0,25 ; 0,5 et
1 uM).

+ Les lignées MeT-5A, Meso 47 et 56 sont plus sensibles a ’augmentation des doses de 5-
azaCdR.

Ainsi, au vu de ces résultats, la concentration choisie pour le 5-azaCdR est de 0,5 pM,

concentration qui permet d’obtenir une augmentation de I’expression des transcrits étudiés sans

altérer la viabilité, ni la prolifération cellulaire.
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Figure 29 : Test effet-dose

A- Courbes d’amplification de NY-ESO-1 obtenues par gPCR SYBR-Green pour des doses
croissantes de 5-azaCdR sur la lignée Méso 34.

En ordonnée, la fluorescence est normalisée par rapport au standard interne ROX. La fluorescence
obtenue pour les concentrations 1 et 2 UM dépasse le bruit de fond a un cycle-seuil plus précoce que les
autres concentrations. Cela traduit la présence dans I’échantillon d’une quantité de transcritS plus
importante et donc une efficacité supérieure du traitement.

B- Electrophorégramme des produits de la gPCR (NY-ESO-1).
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Figure 30: Variation de D’expression du transcrit NY-ESO-1 pour différentes lignées
cellulaires, en fonction de la concentration en 5-azaCdR

(A) Aucune des lignées testées n’exprime NY-ESO-1 de fagon constitutive. Les barres d’histogramme
représentent 1’expression relative du transcrit NY-ESO-1 par rapport au transcrit RPLPO (pris comme
référence car son expression n’est pas modifiée par le traitement) pour chacune des concentrations testées
(0-0,1-0,25-0,5-1c¢et2uM). Le ratio a été établi a partir du nombre de copies de chaque cible (NY-
ESO-1 et RPLPO), extrapolé a partir de la courbe standard.

(B) La détermination du cycle-seuil est impossible pour les lignées non traitées (ND : non déterminé). Le
niveau d’expression de NY-ESO-1 pour les cellules traitées a 0,1uM de 5-azaCdR est variable (élevé pour
ADK 3, moyen pour MeT-5A, Méso 34 et 122, et faible pour Méso 47 et 56). Le niveau d’expression de
RPLPO est équivalent pour les différentes lignées (Ct proche de 18).
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VI. Induction de I'expression de différents antigenes de tumeur
par le 5-azaCdR et le VPA.

L’expression du gene de référence choisi, RPLPO, n’est pas modifiée par le traitement au 5-

azaCdR ou au VPA ; il a donc été conservé pour 1’ensemble des expériences de qPCR réalisées.

Dans toutes les lignées traitées, le 5-azaCdR induit systématiquement 1’expression des CTA

étudiés lorsque ceux-ci ne sont pas exprimés constitutivement (NY-ESO-1, MAGE-1 et MAGE-3)

(Tableau VI).
Transcrit étudié RPLPO MUC-1 MSLN
" 5-azaCdR VPA 5-azaCdR VPA 5-azaCdR 0,5 VPA
Condition cT 0,5 uM 5mM cT 0,5 uM 5mM cT UM 5mM
+++ +++ i +++ ++ . ++ ++
Méso 13 ot (1) (1) (1,12) (0,8) (1,12) (0,98)
Méso 34 o +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
(1) 1) (1) (0,9) (0,95) (0,96)
Méso 47 o +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
(1) (1) (0,8) 0,7) D (0,95)
Méso 56 +++ +++ ++ - * ++ o o
e+ 1) 1) (1,2) (0,8) (1,05) (1,02)
Méso 122 r +++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
(6h) (1) (1,2) 0,9) (1,08) (1,01)
MeT-5A ot +++ +++ ++ l+;4 +1+ + + I
ADK 3 a +++ +++ ++ l+(-;3 g-; + + 1+1
Transcrit étudié MAGE-1 MAGE-3 NY-ESO-1
. 5-azaCdR VPA 5-azaCdR VPA 5-azaCdR 0,5 VPA
Condition CT 0.5 UM 5mM CT 0,5 uM 5 mM CT uM 5 mM
Méso 13 + * + " "
Méso 34 ++ * + * -
. + + ++ ++ ++
Méso 47 + (2,39) (3.16)
Méso 56 N ++ ++ . ++ ++ ++
eso 1,27) (1,19) (1,29) (1,18)
+ ++ + ++
Méso 122 ++
MeT-5A . + . ++ ++ ++
a7 (1.,9)
ADK 3 . + . ++ ++ +++
(1,9 (1,8)

Tableau VI : Intensité d’expression des produits de qRT-PCR (RPLPO, MUC-1, MSLN,
MAGE-1, MAGE-3 et NY-ESO-1) en fonction du traitement 5-azaCdR 0,5uM ou VPA 5 mM

Ct = cycle-seuil ; +++: 20<Ct< 25 ; ++: 25<Ct<30 ; + : 30<Ct<35 ; - non détectable (détermination du Ct
impossible). Quand ils sont calculables, les facteurs d’induction d’expression des transcrits sont indiqués
entre parentheses.
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En revanche, I’expression des antigénes tumoraux de différenciation MSLN et MUC-1 est
peu ou pas augmentée par le traitement au 5-azaCdR ou au VPA. Le VPA permet d’induire ou
d’augmenter 1’expression des transcrits MAGE-1 et MAGE-3, néanmoins les transcrits NY-ESO-1

ne sont pas détectables apres le traitement avec le VPA.

VII. Etude de la persistance d’expression des genes induits par
le traitement au 5-azaCdR

L’expression de NY-ESO-1 a été analysée par PCR quantitative en temps réel, 2 jours, 14
jours et 28 jours apres I’arrét du traitement. L expression semble étre augmentée J14 apres 1’arrét

du traitement pour les 3 lignées. L’expression persiste a J28 mais elle est trés nettement diminuée
(Fig. 31).

Méso 34 Méso 47 MeT-5A
180

160 -

140

120

H)14
100 T T 1

k)28

80 —
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40

% du niveau d'expression de NY-ESO-1/J 2

20

Figure 31 : Etude de la persistance d’expression de NY-ESO-1 apres traitement avec 0,5
UM de 5-azaCdR.

L’expression de NY-ESO-1 par les lignées Meso 34, Meso 47 et MeT-5A est quantifiée par qRT-PCR 2
(J 2), 14 (J14) et 28 (J28) jours apres I’arrét du traitement. En ordonnée figure le % du niveau
d’expression du transcrit NY-ESO-1 par rapport a celui observé a J 2. 100% correspond au niveau
d’expression de NY-ESO-14aJ 2

VIII. Fixation de I'anticorps anti-NY-ESO-1
Ce test a été réalisé sur des lignées de mélanome qui expriment la protéine NY-ESO-1
(témoin positif). Ainsi, nous avons travaillé avec les lignées M117 et M18 qui sont reconnues

pour exprimer fortement la protéine et la lignée M 140 qui, elle, ne ’exprime que faiblement. On
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observe pour les lignées M117 et M18, un faible décalage de la fluorescence par rapport a

I’anticorps témoin isotypique (Fig. 32) et les résultats obtenus avec la lignée M140 sont négatifs.
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Figure 32 : Fixation de I’anticorps anti NY-ESO-1 a différentes concentrations (2,5 ; 5 et 10
pg/ml) sur les lignées de mélanome M117, M18 et M140.

La quantité de protéine NY-ESO-1 synthétisée par les cellules de mélanome est déterminée par un double
marquage intracellulaire suivi d’une analyse au cytométre. Le tracé en noir correspond a I’anticorps
témoin isotypique. Celui en rouge correspond a 1’échantillon étudié.

IX. Activation de la réponse immunitaire

IX.1. Traitement des cellules avec 5-azaCdR ou VPA

En partant du principe que les cellules de mésothéliome synthétisent, apreés traitement avec
du 5-azaCdR ou du VPA, la protéine NY-ESO-1, on a voulu tester leur capacité a présenter le
peptide a des clones T CD8 spécifiques de NY-ESO-1 et a les activer.

La lignée de mélanome M117 nous sert de temoin positif car elle est reconnue pour
exprimer fortement a 1’état basal la protéine NY-ESO-1. Cette lignée répond tres bien au clone
puisqu’on constate une forte libération d’IFN-y par les lymphocytes T CD8, conséquence de la

présentation du peptide NY-ESO-1 aux lymphocytes T CD8 spécifiques et de leur activation
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(Fig. 33a). En revanche, pour la lignée Méso 47, on n’observe pas une telle réponse (Fig. 33c).
Cependant, lorsque les cellules sont chargées en peptide NY-ESO-1 (Fig. 33b), on constate une
forte libération d’IFN-y, traduisant 1’activation des clones T CD8. Par conséquent, les cellules de
cette lignée de mésothéliome sont capables de présenter le peptide NY-ESO-1 au systéme
immunitaire mais le traitement avec du 5-azaCdR ou du VPA seul ne permet pas d’induire une

activation de la réponse immunitaire.

Témoin positif : M117

CD8
IFN-y
Méso 47, chargée en peptide
% 210508011 ve 210508012
CD8
Témoin non traité 5-azaCdR VPA
~ > IFN-y
Méso 47, non chargée en peptide
« 210506004 v _ 210508005 b2 000000
CD8 go $° o
" 107 3 105 0t "0 00 1 10 1% 10! 502 10 10t
FL2H R2H A2H
Témoin non traité 5-azaCdR VPA
> IFN-y

Figure 33 : Réponse du clone anti NY-ESO-1 apres traitement avec 5-azaCdR ou VPA
L’activation de la réponse immunitaire aprés traitement est déterminée par un double marquage CD8 en
ordonnée et IFN-y en abscisse, suivi d’une analyse au cytometre.

(A) témoin positif : lignée de mélanome M117.

(B) Lignée Méso 47, traitée avec du 5-azaCdR 0,5uM ou du VPA 5 mM, chargée en peptide NY-ESO-1.
(C) Lignée Méso 47, traitée avec du 5-azaCdR 0,5uM ou du VPA 5 mM, non chargée en peptide.
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IX.2. Traitement des cellules avec combinaison de 5-azaCdR et
de VPA

Afin d’améliorer I’activation de la réponse immunitaire, nous avons voulu combiner 1’agent
hypométhylant avec 1’inhibiteur HDAC. Nous avons donc réalisé un traitement séquentiel, avec
le 5-azaCdR dans un premier temps, puis avec le VPA. La lignée M117 (témoin positif), répond
tres bien au clone T CD8 puisqu’on constate une forte libération d’IFN-y par les lymphocytes T
CD8. Les resultats obtenus avec les cellules traitées ou non ne différent pas significativement.
(Fig. 34a, page 95). Avec la lignée Méso 13, qui n’est pas HLA*A2 (témoin neégatif), les
résultats sont négatifs méme apres le traitement séquentiel. Ceci s’explique par le fait que les
cellules de cette lignée ne peuvent pas présenter le peptide aux clones T CD8 a cause de
I’incompatibilité du HLA. La lignée Met-5A non traitée ne permet pas d’activer les clones T. En

revanche, apres traitement, on observe une activation de ces clones T de 10,47 %.

Les lignées de Mésothéliome HLA*A2 non traitées n’activent pas les lymphocytes T CD8
(Fig. 34b, page 96). En revanche, aprés traitement, on observe une libération d’IFN-y par les
lymphocytes T CD8. Cette libération d’IFN-y est faible avec la lignée Méso 34 (5%), et
importante avec les autres lignées avec une moyenne de 19%. Ainsi, le traitement séquentiel
permet de faire exprimer la protéine NY-ESO-1 par les cellules de mésothéliome. Ces derniéres
sont ensuite capables de présenter le bon peptide aux lymphocytes T CD8 spécifiques de NY-
ESO-1 et de les activer.
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Figure 34a : Réponse du clone anti NY-ESO-1 apres traitement avec 5-azaCdR et VPA :

témoins positifs et négatifs

L’activation de la réponse immunitaire aprés traitement est déterminée par un double marquage CD8 en
ordonnée et IFN-y en abscisse, suivi d’une analyse au cytometre. Le pourcentage d’activation du clone T
CD8 spécifique de NY-ESO-1, pour chaque condition est représenté en haut a droite des graphes.
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Figure 34b : Réponse du clone anti NY-ESO-1 apres traitement avec 5-azaCdR et VPA :
lignées de mésothéliomes HLA*A201.

L’activation de la réponse immunitaire aprés traitement est déterminée par un double marquage CD8 en
ordonnée et IFN-y en abscisse, suivi d’une analyse au cytometre. Le pourcentage d’activation du clone T
CD8 spécifique de NY-ESO-1, pour chaque condition est représenté en haut a droite des graphes.
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DISCUSSION

Le mésothéliome pleural malin (MPM) ne dispose a I’heure actuelle d’aucun traitement
efficace et le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques s’impose. L’immunothérapie
offre des perspectives intéressantes (Grégoire & Ebstein, 2007), mais le développement d’une
telle stratégie est frein¢ par ’absence d’antigénes de tumeur spécifiques identifiés. L’ utilisation
d’agents hypométhylants et/ou d’inhibiteurs HDAC pourrait présenter un moyen efficace pour
induire une réponse immunitaire spécifique, en permettant I’induction de novo et/ou la

surexpression d’antigénes tumoraux, comme des Cancer Testis Antigens (CTA).

Lors de cette étude, une série de tests préliminaires a permis de définir des conditions de
traitement hypométhylant et d’inhibiteur d’histone désacétylase permettant d’obtenir une
augmentation d’expression d’un grand nombre d’antigénes tumoraux étudiés et pour cing lignées
de MPM testées. Le 5-azacytidine (5-azaCR) et le 5-aza-2’-deoxycytidine (5-azaCdR) ont deux
effets distincts : hypométhylation de I’ADN et effet cytostatique/cytotoxique. L objectif de cette
¢tude étant d’évaluer exclusivement 1’effet de I’hypométhylation et de 1’acétylation des histones
sur I’expression antigénique, il était donc important de se placer & une concentration qui altére le
moins possible la prolifération et la viabilité cellulaire. C’est pourquoi la vitesse de prolifération
et la viabilité cellulaire ont été étudiées en parallele. Au vu de nos résultats, la concentration de
0,5 UM a été choisie pour le 5-azaCdR et de 5 mM pour le VPA. A cette dose, le VPA ralentit
quand méme la prolifération et diminue la viabilité cellulaire. Ceci s’explique par le fait que le
VPA est un inhibiteur HDAC peu puissant. Ainsi, afin d’obtenir une bonne inhibition de
I’enzyme, et donc une action sur 1’expression des antigénes tumoraux, il est nécessaire d’utiliser

des doses importantes qui sont toxiques pour les cellules.

Nos résultats de RT-PCR montrent que le 5-azaCR est moins efficace que le 5-azaCdR pour
induire I’expression des antigénes étudiés. Ceci est trés net avec les antigénes qui nous
intéressent le plus, c'est-a-dire ceux qui ne sont pas exprimés a 1’état basal comme les CTA. La
différence d’efficacité trés nette observée entre le 5-azaCR et le 5-azaCdR, en termes d’induction
de I’expression d’antigénes tumoraux, dans les lignées de MPM étudiées, peut s’expliquer par
leurs mécanismes d’action différents. En effet, 1’activité hypométhylante de ces molécules est
imputée a leur incorporation dans ’ADN. Les effets de 1’incorporation dans I’ARN sont encore
méconnus. Les analogues désoxyribonucléosidiques comme le 5-azaCdR sont phosphorylés par
une désoxycytidine kinase et incorporés directement dans I’ADN. En revanche, les analogues

ribonucléosidiques comme le 5-azaCR sont incorporés essentiellement dans I’ARN aprés
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phosphorylation. Seule une partie du 5-azaCR diphosphate formé est réduit en deoxy-
diphosphate et peut alors étre incorporé dans I’ADN. Cette réaction limitante permet d’expliquer
I’efficacité inférieure du 5-azaCR. C’est pourquoi nous avons choisi de conserver uniquement le

5-aza-2’-deoxycytidine pour la suite de 1’étude.

Afin d’évaluer ’action du 5-azaCdR et du VPA sur I’expression d’antigénes tumoraux au
niveau transcriptomique, nous avons étudié par gRT-PCR, I’expression de trois CTA (MAGE-1,
MAGE-3 et NY-ESO-1) et celle de MSLN et MUC-1, antigénes exprimes par les cellules de
MPM, avant et aprés traitement avec le 5-azaCdR et le VPA. Les trois CTA (NY-ESO-1,
MAGE-1 et MAGE-3) ont été sélectionnés car de nombreuses études in vitro et in vivo attestent
de la faisabilit¢ de 1I’immunothérapie ciblée sur ces antigénes de tumeurs. NY-ESO-1 est
considéré a I’heure actuelle comme le CTA le plus immunogeéne. De nombreux essais cliniques
sont en cours afin d’évaluer I’efficacité des stratégies d’immunothérapie dirigées contre cet
antigene (Gnjatic et al, 2006). De méme, des travaux montrent l’activation effective de
lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de MAGE, capables de reconnaitre et de lyser
différentes lignées tumorales (Celis et al, 1994 - Mukherjee et al, 1995). Ces antigénes de tumeur
constituent donc des cibles de choix pour le développement de stratégies d’immunothérapie.

Nos résultats montrent la capacité du 5-azaCdR a induire de novo ou a augmenter
I’expression des transcrits MAGE-1, MAGE-3 et NY-ESO-1, peu ou pas exprimés
constitutivement par les lignées de MPM testées. Le VPA permet également d’induire de novo
ou d’augmenter 1’expression de MAGE-1 et MAGE-3 mais il n’a pas d’effet sur I’expression de
NY-ESO-1. Enfin les transcrits fortement exprimés par les lignées étudiées, comme MSLN et
MUC-1, ne présentent pas de différences significatives d’expression aprés traitement avec le 5-

azaCdR ou le VPA.

Ainsi, la capacité du 5-azaCdR et du VPA a augmenter I’expression d’antigénes tumoraux
dans le MPM est variable : elle semble dépendre du niveau d’expression basal de 1’antigéne
considéré. L’absence, ou la faible expression des transcrits NY-ESO-1, MAGE-1 et MAGE-3
dans les cellules témoins de MPM et leur induction ou 1’augmentation de leur expression dans
les cellules traitées avec le 5-azaCdR ou le VPA suggérent que la méthylation de I’ADN et
I’acétylation des histones de la région promotrice sont impliquées dans la régulation de la
transcription des lignées cellulaires étudiées). L.’augmentation variable de 1’expression des génes
étudiés, aprés traitement avec le 5-azaCdR, pourrait donc étre corrélée au degré de méthylation
du promoteur. Par conséquent, il serait intéressant d’évaluer le profil de méthylation des

promoteurs des génes étudiés, par un séquencage au bisulfite de sodium (Frommer et al, 1992)
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ou par une technique PCR quantitative multiplex spécifique de la méthylation (QM-MSP)
(Fackler et al, 2004), afin de confirmer ou d’infirmer cette hypothése. De méme, 1’augmentation
variable de I’expression des genes étudiés, apres traitement avec le VPA pourrait étre corrélée au
niveau d’acétylation des histones. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer 1’accumulation des
histones hyper-acétylés H3 et H4, principales cibles des inhibiteurs HDAC (Gottlicher et al,
2001). Cette étude protéique pourrait se faire par immuno empreinte.

D’autre part, 1’étude de I’expression de NY-ESO-1 jusqu’a un mois aprés I’arrét du
traitement par le 5-azaCdR a montré que I’induction était persistante. Ce résultat a déja été
observé dans le MPM (Sigalotti et al, 2002). Plus précisément, 1’expression 14 jours apres 1’arrét
du traitement (J14) est plus forte qu’a J2. Elle est fortement diminuée a J28. Une étude cinétique

devra étre réalisée afin de déterminer précisément le moment ou 1’expression est maximale.

Aprés I’analyse transcriptomique, nous avons réalisé une étude protéique ciblée sur la
protéine NY-ESO-1. Ceci afin de s’assurer que I’induction ou I’augmentation de I’expression des
antigénes tumoraux au niveau de I’ARN étaient bien suivies de la synthése protéique
correspondante. Dans un premier temps, et disposant d’un anticorps anti NY-ESO-1, nous avons
réalisé une étude par cytométrie. Nous avons d’abord travaillé sur des lignées de mélanome dont
le niveau d’expression protéique de NY-ESO-1 est bien connu. Cependant les résultats obtenus
montrent que 1’utilisation de cette technique est envisageable seulement si I’expression protéique
est conséquente. En revanche, elle n’est pas assez sensible pour détecter I’expression de NY-
ESO-1 dans les cellules de la lignée de mélanome qui exprime faiblement la protéine ainsi que
dans nos cellules de mésothéliome aprés traitement avec 5-azaCdR ou VPA. Cette faible
sensibilité peut s’expliquer par le fait que I’anticorps n’est pas spécifié pour étre utilisé en
cytométrie et il n’existe pas, a I’heure actuelle, d’anticorps commerciaux anti-NY-ESO-1
utilisable en cytométrie. C’est pourquoi, nous avons entrepris des études préliminaires dans

I’optique de réaliser I’analyse protéique par immuno-empreinte.

Ensuite, nous avons voulu tester la réponse immunitaire. En effet, en prenant en compte
I’hypothése que I’induction ou l’augmentation des transcrits des antigenes tumoraux apres
traitement avec 1’agent hypométhylant ou I’inhibiteur HDAC étaient bien suivies de la synthése
de la protéine NY-ESO-1, nous avons voulu vérifier que les cellules tumorales traitées étaient
capables de présenter le peptide adéquat aux cellules immunitaires et plus particulierement aux
lymphocytes T CD8 spécifiques et que cette présentation était suivie de 1’activation de ces
derniers comme ’ont démontré certaines études sur d’autres types de tumeurs, comme le gliome

(Natsume et al, 2008). D’aprés nos résultats, les cellules de MPM chargées en peptide sont
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capables d’activer les clones T CD8 spécifiques de NY-ESO-1, activation qui se traduit par une
forte libération d’IFN-y. En revanche, lorsque les cellules tumorales ne sont pas chargées en
peptides, quel que soit le traitement (5-azaCdR ou VPA), stimulées ou non par de I’IFN-y, les
clones T CD8 ne sont pas activés. Nos résultats suggerent donc que les cellules de MPM sont
aptes a présenter le peptide aux clones T CD8 mais que le traitement avec du 5-azaCdR ou du
VPA n’était pas suffisant pour déclencher une bonne réponse immunitaire. Plusieurs hypothéses
peuvent expliquer ce phénomeéne. Tout d’abord, bien qu’on retrouve une induction ou une
augmentation de I’expression du transcrit NY-ESO-1 apres traitement, on ne sait pas si les
cellules synthétisent la protéine correspondante. Ensuite, il se peut qu’il n’y ait pas une
présentation du peptide efficace ou que la quantité de protéines synthétisées ne soit pas

suffisante.

En considérant cette derniere hypothése, nous avons essayé d’optimiser le traitement afin
d’augmenter la synthése protéique. Ainsi, nous avons réaliseé un traitement combinant le 5-
azaCdR et le VPA. En effet, a I’heure actuelle, les stratégies visant a augmenter 1’expression de
génes, tendent a associer en traitement séquentiel un agent hypométhylant (souvent le 5-azaCdR)
et un inhibiteur HDAC. L’effet synergique de la déméthylation de I’ADN (par le 5-azaCdR) et
de P’inhibition d’activité histone désacétylase (par la TSA) sur la ré-expression de geénes
« éteints » dans les cellules tumorales a été démontré (Cameron et al, 1999). De méme, une étude
associant le 5-azaCdR et la TSA a montré I’effet synergique de ces deux molécules vis-a-vis de
I’augmentation de 1’expression des CTA de la famille MAGE (Wischnewski et al, 2006).
Néanmoins, la TSA présente une toxicité importante et de nouvelles molécules permettant une
meilleure tolérance ont été développées. Ainsi, une étude a montré que 1’association du
depsipeptide FR901228 et du 5-azaCdR favorise la surexpression de NY-ESO-1 par rapport a
chacune des molécules utilisées seules, dans diverses lignées tumorales, dont le MPM. Cette
induction d’expression est associée a la reconnaissance des cellules tumorales par des clones T
CD8 spécifiques de NY-ESO-1 (Weiser et al, 2001). Ces données suggerent donc I’intérét de
combiner le 5-azaCdR et un inhibiteur HDAC pour augmenter I’immunogénicité des cellules de
MPM, via I’induction de novo et la surexpression de multiples CTA.

Nos résultats confirment la littérature puisque les cellules des lignées de mésothéliome
HLA*AZ2, traitées avec du 5-azaCdR et du VPA en séquentiel, sont capables de présenter le bon
peptide aux lymphocytes T CD8 spécifiques de NY-ESO-1 et de les activer, contrairement aux
cellules de mésothéliome traitées soit avec du 5-azaCdR, soit avec du VPA. Ainsi, le traitement
séquentiel avec du 5-azaCdR et du VPA permet d’activer une réponse immunitaire dirigée contre

les cellules tumorales de mésothéliome.
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Un ¢élément problématique pour I'interprétation des expériences réalisées est représenté par
le choix du témoin non tumoral. La lignée MeT-5A, utilisée au cours de ce travail, est une lignee
de cellules mésothéliales isolées a partir d’épanchements pleuraux d’individus non atteints de
cancer et immortalisée par le virus SV40. La vitesse de prolifération de cette lignée non tumorale
est similaire ou supérieure a celle des lignées tumorales utilisées dans cette étude. Le 5-azaCdR
agissant lors de la réplication de I’ADN, son effet est d’autant plus marqué que la vitesse de
division cellulaire est élevée. Ainsi, I’induction de 1’expression d’antigénes tumoraux par le 5-
azaCdR est observée de la méme facon dans la lignée MeT-5A et dans les lignées tumorales. La

MeT-5A ne constitue donc pas un bon témoin non tumoral dans le cadre de notre étude.

A ce jour, peu d’études se sont intéressées a I’effet du 5-azaCdR et du VPA sur les tissus
normaux. Néanmoins, des travaux ont montré que le 5-azaCdR pourrait induire I’expression de
CTA de facon préférentielle dans les cellules tumorales. Ainsi, dans une étude de Karpf et al
(2004), le 5-azaCdR induit I’expression d’antigénes tumoraux de type CTA exclusivement dans
les lignées tumorales testées contrairement aux cellules normales (3 lignées de cancer colorectal
versus une lignée HMEC « Human Mammary Epithelial Cells » et 4 lignées de mélanome versus
4 cultures primaires de cellules mélanocytaires). De méme, une étude a montré que le 5-azaCdR
induit I’expression de CTA dans des cellules de cancer de la vessie et non dans les fibroblastes
normaux (Liang et al, 2002). Le 5-azaCdR pourrait ainsi agir sur les cellules tumorales sans

affecter de facon inappropriée le profil de méthylation des cellules normales.

Ainsi, il est évident que d’autres tests devront étre réalisés afin d’étudier I’influence du 5-
azaCdR et du VPA sur des cellules qui proliferent plus lentement. Des démarches ont été
effectuées afin de disposer d’échantillons de tissu pleural sain. Des tests sur les cultures

primaires établies a partir des fragments tissulaires seront réalisés.
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PERSPECTIVES

Nos résultats de qRT-PCR attestent de la capacité du 5-azaCdR et du VPA a induire ou
augmenter 1’expression de divers antigénes tumoraux, et notamment des CTA, au niveau de
I’ARNm. Il reste néanmoins a vérifier que 1’expression des protéines correspondanteS est
¢galement augmentée. En effet, I’augmentation du nombre de transcrits dans la cellule n’est pas
forcément associée a une traduction accrue en protéine. L’étude de 1’expression protéique sera

réalisée pour chacun des antigénes étudiés, par immuno-empreinte.

Ensuite, il serait intéressant d’optimiser le traitement en testant d’autres inhibiteurs HDAC.
En effet, le VPA posséde une trés faible affinité pour son enzyme cible et donc une faible
efficacité. Nous pourrions également travailler sur la pharmacomodulation de cette molécule afin
de synthétiser des agents dont le but serait d’augmenter 1’expression d’antigénes tumoraux. Ainsi

il serait intéressant, de tester le 5-azaCdR combiné a ces nouveaux inhibiteurs HDAC.

Une autre approche consisterait a utiliser des biopolymeres pouvant cibler tres
spécifiqguement les tumeurs. Ainsi, il est envisagé de produire des complexes formés par un
inhibiteurs HDAC et un de ces biopolymeres. Ces derniers joueraient le réle de vecteur, c'est-a-
dire qu’ils devraient transporter les inhibiteurs HDAC directement au sein de la tumeur. De cette
manicre, dans le cadre d’une thérapie humaine, on pourrait s’affranchir d’une injection intra-

pleurale au profit d’une injection dans le sang périphérique.

Ceci fait le lien avec la suite de cette étude qui consistera a étudier 1’expression des
antigenes tumoraux, apres traitement, dans un modele in vivo. Dans ce cadre 13, le laboratoire
d’accueil dispose de 2 lignées de mésothéliome murin, AK7 (C57BL/6) et AB1 (BALB/c). Le
laboratoire dispose également d’une lignée de mésothéliome pleural de rat 37-5 (Fischer). Les
premiers essais montrent que 1’injection de 5 millions de cellules AK7 par une intra-péritonéale
provoque [D’apparition d’une tumeur agressive au bout d’un mois (Dr M. Grégoire,
communication personnelle). Ainsi, il serait intéressant, dans un premier temps, d’étudier
I’activation immunitaire chez des souris porteuses de mésothéliome, apreés administration
d’agents hypométhylants et d’inhibiteurs HDAC ; puis d’étudier cette méme activation
immunitaire apres traitement et aprés présentation par des cellules dendritiques chargées en
cellules tumorales apoptotiques. A terme, on pourrait réaliser ces mémes études en utilisant les

complexes « HDAC-biopolymeére » directement injectés dans le sang périphérique.
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CONCLUSION

Le mésothéliome n’est pas reconnu comme étant une tumeur trés antigénique du fait de
I’absence ou de la faible expression d’antigénes tumoraux. L’administration du 5-azaCdR et/ou
du VPA aux patients pourrait résoudre ce probléme. De plus, la capacité du 5-azaCdR et du VPA
a induire simultanément des niveaux d’expression élevés de différents CTA, dans une population
de cellules de MPM donnée, suggere la possibilité d’établir des stratégies d’immunothérapie
multi-ciblée sur ces CTA pour le traitement des malades. Cela permettrait d’éviter I’émergence

de clones tumoraux CTA négatifs et I’échappement immunitaire de la tumeur.

Le potentiel immunogénique des cellules tumorales ne dépend pas exclusivement de leur
niveau d’expression en antigénes tumoraux. La reconnaissance des cellules tumorales par les
lymphocytes T cytotoxiques dépend a la fois de la présence et du niveau d’expression des
antigenes HLA de classe I, des molécules de co-stimulation et des antigénes associés a la tumeur.
En plus de sa capacité a induire ou augmenter 1’expression de CTA, le 5-azaCdR est capable
d’augmenter I’expression de molécules HLA de classe I et de molécules de co-stimulation dans
des lignées de mélanome, et ce, de facon persistante (jusqu’a prés de 30 jours aprés 1’arrét du
traitement) (Coral et al, 2006). Ce résultat suggere 1’intérét majeur de cette molécule pour

I’optimisation des stratégies d’immunothérapie passives et/ou actives.

Ainsi, le 5-azaCdR et le VPA apparaissent parfaitement adaptés pour augmenter
I’immunogenicité des cellules de MPM. Des études in vitro et in vivo devront étre réalisées mais
cette nouvelle approche consistant a associer la chimiothérapie et I’immunothérapie pourrait

compléter de maniére avantageuse 1’arsenal thérapeutique actuel.
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