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Introduction : Qu’est-ce qu’un cancer ?

Le cancer est un terme générique regroupant un large panel de pathologies ayant pour point
commun la prolifération anormale de cellules mutées. Ces mutations peuvent étre d’origine
génétiques ou environnementales (facteurs physiques, chimiques ou biologiques). Un cancer peut se
développer dans n’importe quel organe avec des conséquences variables en termes de morbi-
mortalité selon sa localisation. Certains cancers sont trés agressifs mais la plupart évoluent sur

plusieurs années voire décennies avant de mettre en jeu le pronostic vital de I'individu.

Le cancer est la seconde cause de mortalité au niveau mondial, responsable d’1 mort sur 6.
Plus de 60 % des cas de cancer dans le monde ont été diagnostiqués en Afrique, Asie, Amérique
centrale et Amérique du sud. Le tabagisme constitue le facteur de risque de cancer le plus important
et serait responsable d’environ 22% des décés par cancer dans le monde. La consommation d’alcool,
le manque d’activité physique et une mauvaise alimentation sont les trois autres facteurs de risque
principaux de cancers. Ainsi, on estime que 30 a 50% des cancers pourraient étre prévenus en

réduisant ces facteurs de risques.

Depuis 2004, le cancer constitue en France la premiére cause de mortalité prématurée (avant
65 ans). 400 000 cancers ont été nouvellement diagnostiqués et 150 000 décés par cancer ont été
recensés au cours de I'année 2017 selon I'Institut National du Cancer. Les cancers du poumon,
colorectal, du sein et de la prostate sont les plus fréquents. Du fait du veillissement de la population
mais aussi de I'amélioration des méthodes diagnostiques, le nombre de nouveaux cas de cancers est

en augmentation depuis 30 ans.

La lutte contre le cancer est structurée en France autour de plans d’actions nationaux de Santé
Publigue concernant l'information, la prévention, le dépistage, les soins, le développement de
nouveaux traitements, ainsi que I'accompagnement des patients et de leurs proches. Le premier Plan
Cancer (2003-2007) a notamment permis la création de I'Institut National du Cancer ainsi que la mise
en place de 7 cancéropoles régionaux pour dynamiser la recherche fondamentale translationnelle et
cliniqgue en cancérologie. Le second Plan Cancer (2009-2013) s’est majoritairement focalisé sur le
renforcement de la qualité et de la sécurité des soins. Actuellement, le troisieme Plan Cancer (2014-
2019) a pour priorité principale la réduction des inégalités inter-individuelles de prises en charge et de
pertes de chances face aux cancers, avec un accent sur le développement de la médecine
personnalisée (analyse des spécificités génomiques et biologiques des tumeurs) et des innovations

thérapeutiques.



Chaque cancer est unique de part sa localisation, son évolution, et son hote. Cependant, un
ensemble de caractéristiques communes aux cellules cancéreuses a été établi par la communauté

scientifique (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011a).

Les cellules tumorales se caractérisent principalement un phénotype hyperprolifératif
(autonomie de croissance, potentiel de réplication illimité) associé a une réponse au stress cellulaire
non physiologique (insensibilité aux signaux d’inhibition de prolifération, échappement a la mort
cellulaire, possibilité d’entrée dans un état de dormance réversible). Ce phénotype est responsable de

leur prolifération rapide et incontrélée. On parle de tumeur a partir de 100 000 cellules.

Initialement, il était établi que le développement cancéreux suivait un modele clonal, ou
chaque cellule dédifférenciée prolifere en parallele et peut étre source de métastases (Nowell, 1976)
(Figure 1). Plus récemment, des études suggérent que la transformation tumorale, les métastases ainsi
que la récurrence des cancers apres traitement seraient imputables a une sous population minoritaire
de cellules cancéreuses aux propriétés de cellules souches (Allegra et al., 2014). Ces cellules ont été
identifiées dans diverses tumeurs solides (sein, poumon, colon, mélanome), généralement par
|"association des marqueurs CD133, CD24 et CD44. Elles ont la capacité de s’autorenouveler mais aussi
de se différencier en plusieurs lignées cellulaires, a l'inverse des cellules cancéreuses clonales

dédifférenciées. Il n’est pas exclu que ces deux modeles de développement tumoral coexistent.

Du fait de la dysfonction de leurs systéemes de régulation biologique, les cellules tumorales
possedent une instabilité génomique intrinséque responsable de leur hétérogénéité. On parle
d’hétérogénéité inter-tumorale (selon le type de cancer et I'individu) et intra-tumorale (différentes
populations de cellules cancéreuses, différentes populations du microenvironnement tumoral,
chacune possédant différents phénotypes, et évolution de ces populations en fonction du temps, des
traitements, et de la réponse immune). Cette hétérogénéité existe aussi au niveau des métastases

(hétérogénéité inter et intra métastatique) (Jamal-Hanjani et al., 2015).

Founder cell

Time
>
-
& & @ = . »
Normal/ Tumor Tumor Tumor Clonal Mutation (exist Subclonal Mutations
Healthy Cell Population 1 Population 2 Population 3 in all cancer cells) (exist in a subset of

cancer cells)

Figure 1 : Evolution cancéreuse selon le modéle clonal. D’apres (Nowell, 1976).
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Le microenvironnement tumoral joue également un réle prépondérant dans le développement
tumoral. La tumeur induit la prolifération de cellules stromales de soutien qui vont en retour lui fournir
de nombreux facteurs de croissance et facteurs angiogéniques. En effet, les tumeurs sont
généralement associées a un remodelage vasculaire local permettant I'apport de nutriments et
d’oxygene nécessaires a leur croissance (Farnsworth et al., 2014). Pour autant, le sein de la tumeur est

généralement hypoxique.

Ainsi, la tumeur et son microenvironnement sont également soumis a de profondes
modifications métaboliques. En effet, une cellule produit physiologiquement de I'énergie a partir
d’oxygene par un mécanisme nommé phosphorylation oxydative. En situation d’hypoxie, elle peut
s’adapter en produisant de I'énergie par glycolyse, mais avec un rendement beaucoup plus faible
(seulement 2 molécules d’ATP par molécule de glucose versus 34 ATP par molécule de dioxygene). De
facon étonnante, il a été montré que les cellules cancéreuses produisaient préférentiellement de
I’énergie par glycolyse, et ce méme en présence d’oxygene (Warburg, 1925). Ce désavantage
métabolique nommé « effet Warburg » serait compensé par une capture de glucose augmentée, et
permettrait de générer des métabolites favorisant la croissance tumorale, notamment le lactate
(substrat, facteur d’angiogenéese, immunosuppresseur) (Romero-Garcia et al., 2016). Cependant, son

importance dans la croissance des tumeurs reste controversée (Liberti and Locasale, 2016).

Effet Warburg Effet Warburg inverse
o? Stress oxydant
R
Phosphory{atf'on Glucose Cellule Cellule saine
oxydative cancéreuse voisine

Glucose

34 ATP

Cellule saine

0?2 Glycolyse
Phosphorylatio #
Glucose
Lactate

/]

Croissance tumorale Lactate

Cellule cancéreuse

Croissance tumorale

Figure 2 : Effet Warburg et effet Warburg inverse. Adapté d’aprés (Xu et al., 2015).
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En outre, le métabolisme énergétique varierait selon le type de tumeurs, voire selon leur stade
d’évolution, les génes qui y sont exprimés et le micro-environnement tumoral. Récemment, il
également été mis en évidence un couplage métabolique entre les cellules tumorales et les cellules
stromales environnantes, selon un « effet Warburg inverse » (Xu et al., 2015) : Le stress oxydant
engendré par la tumeur orienterait les cellules stromales a utiliser la glycolyse, ce qui permettrait de
fournir aux cellules tumorales une grande quantité de substrats métaboliques qu’elles utiliseraient par
phosphorylation oxydative. L’effet Warburg inverse compléterait ainsi les possibilités d’adaptation des

cellules cancéreuses (Figure 2).

Par ailleurs, les conséquences tissulaires du développement tumoral (hypoxie, nécrose
tumorale) entrainent une inflammation locale, ainsi que la mise en place d’une réponse immunitaire
antitumorale spécifique (cf. Partie 1). Cette réponse est contrée par les cellules tumorales qui mettent
en place divers mécanismes d’échappement au systéme immunitaire et induisent un environnement

immunosuppresseur local (Vesely et al., 2011).

Enfin, les cellules tumorales vont acquérir des propriétés d’invasion, notamment par le
mécanisme de transition épithélio-mésenchymateuse (Li and Li, 2015). Elles vont alors se disséminer
par la circulation sanguine vers d’autres organes et y former des métastases, qui pourront évoluer en
tumeurs secondaires. Ainsi, on distingue 4 stades d’évolution pour les cancers dits solides (par
opposition aux tumeurs sanguines intrinsequement diffuses) : (I) tumeur primaire, (I1) tumeur primaire
de volume important, (Ill) envahissement des tissus et ganglions locorégionaux, et (IV) présence de

métastases dans I'organisme.

En résumé, tous les cancers possedent des caractéristiques communes essentielles a leur
développement, dont chacune est exploitable/exploitée au niveau thérapeutique (Figure 3).
Néanmoins, les cancers représentent un ensemble extrémement hétérogene rendant difficile la mise

au point d’un traitement universel.
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Partie 1 : L'immunité antitumorale

1.1. Systeme immunitaire et cancer

1.1.1. Les acteurs de I'immunité antitumorale

Le systeme immunitaire est un ensemble de cellules et de molécules dont la finalité est de
défendre I'organisme contre les éléments pathogénes. Ces pathogenes peuvent étre d'origine
extérieure (virus, bactéries, parasites, champignons) ou bien appartenir au Soi, comme les cellules

cancéreuses.

Les cellules de I'immunité dite innée et les cellules épithéliales possédent a leur surface un
panel de récepteurs membranaires et/ou endocytaires reconnaissant de maniére non spécifique des
motifs communs aux situations pathologiques (PRR, Pattern Recognition Receptor). Cela peut étre des
sighaux d’infection (PAMPs, Pathogen associated molecular pattern) tels que des composants
microbiens, ou des signaux de danger (DAMPs, Danger associated molecular pattern), tels que des
composants physiologiquement intracellulaires (ADN, ARN, ATP, ...) qui se retrouvent dans le milieu
extracellulaire. La reconnaissance de PAMPs ou de DAMPs par des PRR induit la sécrétion cellulaire de
cytokines proinflammatoires (IL1, IL-6, TNFa) et de chimiokines, attirant diverses populations

immunitaires innées.

Les neutrophiles et les macrophages vont phagocyter de maniere non spécifique les agents
pathogenes, particules étrangeres ou débrits cellulaires de la zone inflammée ; leur action est

particulierement efficace contre une menace extracellulaire (bactérie, poussiere, ...).

Les cellules tueuses naturelles (NK, Natural Killer) a la fonction cytotoxique vont lyser de
maniere non spécifique les cellules reconnues comme pathologiques, soit parce qu’elles sont
marquées par des anticorps, soit parce que leur expression du Complexe Majeur d’Histocompatibilité
de Classe | (CMHI) n’est pas physiologique (absence, diminution ou altération). Cela concerne les
cellules du non Soi (autre individu), ou encore les cellules du Soi altéré (infection virale, cancer). En
effet, I'expression « anormale » du CMHI est un mécanisme d’échappement fréquemment employé
par les virus et les cellules cancéreuses; Il permet d’éviter la reconnaissance par les cellules de

I'immunité spécifique.

En résumé, la réponse innée est une réaction inflammatoire locale standardisée et

physiologiquement transitoire.
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Pour compléter cette réponse innée, nous possédons une immunité dite « spécifique » ou
« adaptative » représentée par un large répertoire de lymphocytes T CD4+, T CD8+ et B, dont chacun

porte a sa surface des récepteurs d’une seule spécificité antigénique donnée.

Chaque individu possede un répertoire unique de lymphocytes T et B qui évolue tout au long
de sa vie, aussi bien qualitativement que quantitativement, en fonction des antigenes rencontrés. Ces
lymphocytes sont essentiellement présents au niveau des ganglions lymphatiques secondaires. Apres
activation par reconnaissance de I'antigéne en question, ils proliférent et se différencient en cellules
effectrices, et dans une moindre mesure en cellules mémoires. Ces dernieres permettent une réaction

immunitaire plus prompte lors d’une rencontre ultérieure avec le méme antigéne.

Les lymphocytes B reconnaissent I'antigéne sous forme native (protéine, sucre, lipide) via leur
récepteur spécifique (BCR) et se différencient en plasmocytes producteurs d’anticorps spécifiques ;
C'est la réponse immunitaire humorale. Les anticorps qui se fixent aux pathogénes vont former des
complexes immuns qui seront ensuite dégradés par les cellules de I'immunité innée et le systéme du
complément. Cette réponse est particulierement adaptée aux pathogenes extra-cellulaires, tels que les
bactéries et certains parasites. Comme mentionné précédemment, les anticorps peuvent aussi étre a
I'origine d’une cytotoxicité médiée par les NK, lorsqu’ils reconnaissent des antigénes présents a la

surface d’une cellule infectée ou cancéreuse.

Les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ reconnaissent I’antigene uniquement sous forme peptidique
(séquence linéaire dénaturée de protéine) et complexée a une molécule du CMH de type | (pour les T
CD8+) ou de type Il (pour les T CD4+) via leur récepteur spécifique (TCR). Cette reconnaissance indirecte
requiert I'intervention de cellules présentatrices d’antigenes professionnelles (CPA), dont les cellules

dendritiques (DC) sont la principale population :

Les DC sont des cellules a l'interface entre I'immunité innée et adaptative principalement
située au niveau cutanéo-muqueux. Elles ont a I’état immature une capacité de phagocytose qui leur
permet de capturer des antigenes du milieu extracellulaire. Cela peut étre des agents pathogénes, ou

encore des corps nécrotiques issus de la dégradation de cellules infectées ou tumorales.

Ces antigenes vont étre dénaturés puis chargés sur des molécules du CMH au niveau
intracellulaire. Lorsque les DC sont activées par des DAMPs/PAMPs via leur PRR, elles vont devenir
matures et acquérir une capacité de migration aux ganglions lymphatiques ainsi que I’expression des
molécules de costimulation (CD80, CD86), la production de cytokines, et une capacité accrue de

présentation antigénique (surexpression membranaire de complexes CMH-peptide).
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L’activation des lymphocytes T par les DC aux ganglions dépend de 3 signaux (Figure 4) :

1) Lareconnaissance du complexe CMH-peptide par un TCR spécifique
2) Unsignal de costimulation tel que I'interaction entre CD80/86 de la DC et CD28 des LT
3) Un signal de prolifération tel que I'autoactivation du récepteur a I'lL-2 des LT par leur

production d’IL-2 (facteur d’activation lymphocytaire).

SIGNAL 3

CMH | |
CcD28
CcD80
LFA-
Lymphocyte T CD4 ou CD8

Cellule dendritique

Figure 4 : Les signaux de I’activation lymphocytaire. Adapté d’apres (Galaine et al., 2016).

Sans ces signaux 2 et 3, la présentation entraine une anergie (désactivation) des T spécifiques.
Dans le cas contraire, les T spécifiques vont proliférer et se différencier en cellules effectrices, qui vont

quitter les ganglions lymphatiques et rejoindre la zone antigénique via la circulation sanguine.

Selon leur provenance tissulaire, les DC présentant I|’antigene vont induire chez les
lymphocytes T CD8+ et T CD4+ spécifiques activés I'expression de diverses chimiokines qui vont
déterminer leur recrutement préférentiel au niveau du tissu d’activation initial de la DC (Campbell and

Butcher, 2002; Johansson-Lindbom et al., 2003; Mikhak et al., 2013).

Les TCD8+ se différencient en lymphocytes T cytotoxiques (LTC) capables de tuer
spécifiqguement les cellules présentant ce méme complexe CMHI-antigéne ; c’est la réponse immune
cellulaire. Cette réponse est particulierement adaptée aux pathogenes intracellulaires, tels que les virus
et les cellules cancéreuses. En effet, le CMHI est exprimé de maniéere ubiquitaire a la surface des cellules
du Soi. L'infection d’une cellule par un virus entraine I'expression de complexes peptide viral-CMHI a
la membrane plasmique. De méme, l'instabilité génomique et le phénotype biologique altéré des
cellules cancéreuses fait qu’elles expriment a leur surface un panel de complexes CMHI-peptide

différents des cellules saines, du fait d’une variation qualitative et/ou quantitative de leurs antigénes
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endogenes (protéines mutées ou surexprimées). Sans « I'éducation » préalable des LTC spécifiques par

les DC, cette réponse immune cellulaire n’a pas lieu.

Les TCD4+ se différencient en lymphocytes T auxiliaires ou helpers (Th) qui renforcent la
réponse immunitaire et permettent le maintien d’une mémoire immunologique a long terme. Il existe
différentes populations de Th qui vont permettre d’adapter la réponse immune au pathogene impliqué
en privilégiant I'activation de certaines populations immunes au détriment d’autres. Les Thl
(inducteurs d’une réponse cellulaire), les Th2 (inducteurs d’une réponse humorale) et les T régulateurs
(Treg, inducteurs d’une tolérance) en sont les principales populations. La différenciation des TCD4+ en
une population particuliere dépend des cytokines sécrétées par la DC, qui dépendent elles-mémes du
contexte initial d’activation de la DC (localisation, environnement cytokinique, PRR impliqués, ...). Les
TCD4+ ont ainsi un rble central dans I'efficacité de la protection immunitaire par sollicitation des
acteurs immuns les plus appropriés.

En conclusion, le systeme immunitaire réagit dans un premier temps de facon standardisée a
toute situation considérée comme pathogene. Une immunité spécifique et adaptée au contexte se met

en place dans un second temps. L'immunité antitumorale est essentiellement cellulaire, par action

cytotoxique des NK et des LTC (soutenue par les Th1) vis-a-vis des cellules tumorales (Figure 5).
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Figure 5 : Schéma simplifié des réponses humorales et cellulaires.
Figure adaptée d’apres (Mortellaro and Ricciardi-Castagnoli, 2011).
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1.1.2. immunosurveillance — immunoédition tumorale

La démonstration de I'existence d’un lien entre systéeme immunitaire et cancer peut étre
attribuée au Dr. américain William Coley en 1891 (McCarthy, 2006) : A la suite de I'observation de
plusieurs cas de guérisons spontanées de sarcomes lors d’infections bactériennes, il décida d’injecter
des bactéries inactivées directement au niveau de la tumeur chez ses patients, avec succes. Il postula
donc que la stimulation du systéeme immunitaire permettait d’obtenir une régression tumorale.
Nommées ultérieurement toxines de Coley, cette préparation bactérienne lui permis de traiter de
nombreux patients tout au long de sa vie. Néanmoins, cette technique fut délaissée par la
communauté scientifique et médicale au profit de I'apparition de la radiothérapie et de sa simplicité

d’utilisation et d’industrialisation.

S’inspirant des travaux de Coley, un scientifique allemand nommé Paul Ehlrich émet
I’hypothése en 1909 que la présence de notre systeme immunitaire permet de réduire la fréquence de
survenue de cancers. Cette théorie sera ultérieurement reprise par Burnet (Burnet, 1970) et Thomas
(Thomas, 1982) sous le nom d’immunosurveillance des cancers. Ainsi, notre systéme immunitaire nous
protégerait du développement spontané de nombreux cancers tout au long de notre vie, sans que I'on
observe de signes biologiques et/ou cliniques de cette lutte. Le développement d’'une tumeur serait
donc le résultat d’une défaillance du systeme immunitaire. La découverte du premier antigene
tumoral par Thierry Boon et son équipe dans des cellules de mélanomes humains, nommé melanoma
antigen 1 (MAGE-1), confirme I'existence d’'une immunité antitumorale spécifique (van der Bruggen et

al., 1991) (Figure 6) :

En contexte cancéreux, la mort cellulaire résultant du stress métabolique et de
I’hyperprolifération tumorale va libérer dans le milieu extracellulaire de nombreux DAMPs et antigénes
tumoraux. Les DC vont capturer I'antigéne, s’activer, et migrer aux ganglions lymphatiques. La
présentation antigénique associée aux molécules de costimulation et a la sécrétion de cytokines telles

que I'lL-12 et I'lFNa par la DC va induire la différenciation des TCD4+ en Th1, et des TCD8+ en LTC.

Les LTC ont été identifiées comme les cellules effectrices les plus puissantes de la réponse
immunitaire anti-tumorale (Benchetrit et al., 2003). Elles vont lyser les cellules cancéreuses via la voie

perforine-granzyme et l'interfaction Fas/FasL.

Les Th1l expriment CD40L qui par interaction avec CD40 a la surface des DC va renforcer
I'amorcage de la réponse CD8 cytotoxique. De plus, les Thl sécrétent de I'lL-2 qui favorise leur
prolifération ainsi que celle des LTC. Enfin, les Th1 vont favoriser le recrutement des LTC au niveau du
site tumoral (Bos and Sherman, 2010). lls exercent également un effet anti-tumoral et anti-

angiogénique direct via les cytokines qu'ils sécretent (Qin and Blankenstein, 2000).
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Figure 6 : Mise en place de la réponse antitumorale spécifique.
Adapté d’apres (Hage et al., 2008)

Un large faisceau d’arguments épidémiologiques et cliniques démontrent I'importance de
cette immunosurveillance antitumorale. Ainsi, le syndrome de Chediak-Higashi, responsable d’un
déficit de granules cytotoxiques des NK et lymphocytes T cytotoxiques, augmente la propabilité de
développer un cancer par 200 (Kobayashi, 1985). De méme, une faible activité cytotoxique CD8 et NK
est associée avec une incidence accrue de cancers (Imai et al., 2000). Des mutations du gene de la
perforine et un polymorphisme du gene de FasL augmentent également la fréquence de certains

cancers (Clementi et al., 2005) (Sun et al., 2005).

En outre, une infiltration lymphocytaire (TIL, Tumor Infiltrating Lymphocytes) est mise en
évidence dans de nombreux types cancéreux et associée a un bon pronostic clinique (Miwa, 1984), ce
qui suggere que le systéme immunitaire peut également jouer un role thérapeutique dans les tumeurs

déja en place.
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La réponse antitumorale favorise la libération d’autres DAMPs et d’antigénes tumoraux qui
vont renforcer la réponse immune déja en place ; on parle de mort immunologique des cellules
tumorales (Kroemer et al.,, 2013). Ces antigénes tumoraux peuvent étre différents de ceux contre
lesquels la réponse immune est dirigée. En étant eux-mémes présentés aux lymphocytes T par les DC
activées, ils vont permettre d’élargir le champ d’action de la réponse immunitaire ; on parle d’antigéne

spreading (Gulley et al., 2017). Ainsi, un cercle verteux se met en place (Figure 6).

Cependant, cette réponse antitumorale exerce une pression sélective qui permet le
développement de cellules cancéreuses résistantes : On parle d’'immuno-édition de la tumeur (Dunn

et al., 2004).

En effet, toutes les cellules tumorales ne portent pas les mémes antigénes tumoraux ; les
populations les moins immunogénes sont peu impactées par le systéme immunitaire. De plus, les
cellules tumorales vont développer de nombreux mécanismes cellulaires d’échappement au systéme
immunitaire et favoriser l'induction d’un microenvironnement immunosuppresseur (Bhatia and
Kumar, 2014). Il y aurait alors une phase d’équilibre entre réponse immunitaire et tumeur, et le
développement effectif d’'un cancer surviendrait lorsque cette immunité devient insuffisante pour

contenir la croissance et I'invasion tumorale (Figure 7).
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1.2. Focus sur la présentation antigénique des antigenes tumoraux

1.2.1. Les antigénes tumoraux

1.2.1.1. Profil d’expression des antigénes tumoraux

On désigne par antigene toute espéce moléculaire naturelle ou synthétique spécifiquement
reconnue par le systéeme immunitaire. Il est dit immunogene si sa reconnaissance engendre une
réponse immunitaire (et non une tolérance immune). La grande majorité des antigenes sont de nature
protéique. Le pouvoirimmunogene d’un antigene dépend de I'individu auquel il est exposé (variabilité
génétique de la réponse inter individu et au cours de la vie), de la facon dont il est exposé (stratégie

d’'immunisation), mais aussi de sa nature (degré d’altérité, poid moléculaire, distance phylogénétique).

Depuis la découverte du premier antigene tumoral, plus de 400 déterminants antigéniques
humain de nature protéique ont été identifiés, notamment grace a I'amélioration des connaissances

en génie génétique (Vita et al., 2015).

Les antigénes tumoraux peuvent étre classés en plusieurs catégories selon leur profil

d’expression (Figure 8) :

D’une part, les antigénes spécifiques des cancers ou « néoantigenes »: Inexistants
physiologiquement, ils apparaissent sur les cellules cancéreuses du fait de I'instabilité génomique et
de la dysrégulation de la biologie cellulaire. Certains sont partagés et d’autres propres a un patient.

D’autre part, les antigénes associés aux cancers, subdivisés en 4 groupes :

(1) Les antigenes du groupe cancer testis : lls sont exprimés spécifiquement par la tumeur ainsi
que par les cellules germinales. Cependant ces derniéres sont dans un statut de privilege immun
(physiologiquement inaccessibles au systeme immunitaire).

(2) Les antigenes surexprimés : lls sont issus de protéines ubiquitaires dont la production est
accrue au sein des cellules a phénotype cancéreux.

(3) Les antigenes de différenciation : Leur expression est restreinte a un type cellulaire donné
et ils sont surexprimés par les cellules cancéreuses du méme type.

(4) Les antigénes de pathogeénes infectieux inducteurs de cancers : 15-20% des cancers sont
associés a des agents infectieux pathogénes (virus, bactéries, parasites), qui sont également source

d’antigenes.

Il faut garder a I'esprit que I'expression d’un antigéne tumoral donné est a pondérer par

|’édition immunologique continue de la tumeur et son instabilité génomique intrinseque.
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Catégories Antigénes associés aux tumeurs (TAA) Antigénes

spécifiques des

tumeurs

Types Antigénes de Antigénes Antigénes du Xénoantigénes Néoantigénes
surexprimeés surexprimes groupe cancer testis

Expression Cellules tumorales (+++) Cellules tumorales (+++) Cellules tumorales Cellules infectées Cellules tumorales
Cellules saines (+) Cellules saines d’un (+++) . par des agents aprés mutagenése

méme tissu (+) Cel!ule.s .gerrlmnales pathogénes
(mais privilége immun) oncogénes

Exemples Gp100 HER2 MAGE-3 (mélanome, E6 et E7 du P53 mutée (50% des
{mélanome) (cancer du sein,...) cancer de la vessie,..) papillomavirus cancers)
PSA MuC1 NY-ESO1 (mélanome, (cancer du col de RAS muté : (15-20%
(cancer de la prostate) (adénocarcinomes) cancer de |'ovaire) I'utérus, ...) des cancers)

Gpl00 : glycoprotéine 100 ; PSA : antigéne prostatique spécifique ; HER2 : récepteur 2 du facteur de croissance épidermique ;
MUC1 : mucine 1 ; MAGE-3 : antigéne 3 associé au mélanome ; p53 : protéine tumorale 53 ; RAS : protéine impliquée dans la
voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinases)

Figure 8 : Les différents profils d’expression des antigénes tumoraux.
Adapté d’apres (Blanc et al., 2017).

Les antigénes du groupe cancer testis, les antigeénes surexprimés et les antigénes de
différenciation appartiennent au Soi. lls ont donc été soumis aux mécanismes de tolérance centraux
et par conséquent sont associés a une déletion de cellules T et un répertoire défectif de mémoire T. A
I'inverse, les néoantigénes tumoraux possedent comme les xénoantigenes un fort potentiel
immunogene car sont inconnus du systéeme immunitaire, mais la problématique principale reste leur
identification.

Parmi les antigenes surexprimés, on retrouve les antigenes dits « universels » de part leur
surexpression commune a de nombreux types cancéreux, ainsi que la faculté de leurs épitopes a liés
différents polymorphisme CMHII. En particulier, I'antigene hTERT, sous unité transcriptase inverse de
la télomérase, est une cible particulierement intéressante. hTERT est surexprimé dans de nombreux
cancers et sa surexpression est associée avec un mauvais pronostic (Li et al., 2016). En outre, hTERT
joue un role primordial dans I'immortalité des cellules cancéreuses et la transition épithélio-

mésenchymateuse (Zanetti, 2017).

1.2.1.2. Epitopes peptidiques et répertoire T
Onavu précédemment que I'antigene est reconnu par les lymphocytes T sous forme dénaturée
et complexée a une molécule du CMH de type | (pour les T CD8+) ou du CMH de type Il (pour les T

CD4+) présentée par une cellule présentatrice d’antigéne (cf. 1.1).

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH), nommé HLA (Human Leucocyte Complex)
chez 'Homme, est composé pour chaque individu d’une combinaison de génes (ou haplotype)
provenant de chacun de ses parents. Les molécules HLA de classe | se subdivisent en 3 groupes (HLA-

A, HLA-B et HLA-C), tout comme les molécules HLA de classe Il (HLA-DQaf, HLA-DP-af3, HLA-DRap).
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L'expression de ces genes est extrémement polymorphe et confére une carte d’identité
biologique a chaque individu. En effet, I'expression ubiquitaire des molécules du CMHI sur I’ensemble
des cellules nucléées constitue un marqueur du Soi et permet d’empécher leur lyse par les cellules
tueuses naturelles (NK). La reconnaissance de molécules du CMHI et CHMII (exprimées uniquement
sur les CPA) comme appartenant au Soi est également requise pour permettre la présentation

antigénique.

Le motif antigénique complexé au CMH reconnu par le lymphocyte T est nommé épitope. Un
antigéne protéique tumoral contient de nombreux peptides épitopiques différents qui vont pouvoir se
fixer soit sur le CMHI, soit sur le CMHII. Un seul antigéne tumoral peut donc étre a I'origine de plusieurs
clones T de spécificité épitopique différente. Cependant il existe une compétition entre ces épitopes
potentiels en fonction de leur affinité de fixation au CMH. Ainsi, les épitopes majoritairement présentés
chez un individu sont qualifiés d'immunodominants, alors que les épitopes sous-représentés sont

appelés épitopes cryptiques.

L’'interaction entre le peptide et le CMH est sélective mais trés peu spécifique. Cela permet aux
molécules du CMH de former des complexes avec des milliers de peptides différents. Néanmoins, il
existe une variabilité inter-individuelle a présenter, ainsi qu’une variabilité inter-individuelle a répondre
a un épitope donné. Cela dépend du polymorphisme HLA ; On parle de restriction HLA de I'épitope.
En effet, le CMH est activement impliqué dans la création de notre répertoire T au niveau du thymus,
en induisant la sélection/déletion de lymphocytes T selon l'affinité de leur interaction avec les
molécules HLA exprimées par les cellules médullaires thymiques. Ceci a pour conséquence |’existence
d’un répertoire T individuel unique et restreint au polymorphisme HLA de I’h6te. Certains
polymorphismes HLA sont beaucoup plus représentés que d’autre parmi la population. Par exemple,

I'allele HLA-A2 est retrouvé chez plus de 50% de la population caucasienne.

Enfin, I'existence du CMH rend difficilement envisageable le transfert de cellules immunitaires
allogénique dans un but thérapeutique. D’'une part, la présentation antigénique de DC allogéniques
(provenant de la méme espece mais d’individu différent) aux LT endogenes serait inefficace, et
d’autres part, ces cellules immunes allogéniques seraient détruites car reconnues comme étrangéres

par les lymphocytes T et NK.
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1.2.2. Les voies de présentation antigénigque

1.2.2.1. Vooies classiques de présentation des antigénes sur les CMHI et CMHII

Les molécules du CMHI sont des glycoprotéines hétérodimériques composées d’une chaine a
associée a la B2 microglobuline. Le sillon de présentation antigénique est constitué d’une poche aux
bords fermés, situé entre les sous-unités al et a2, pouvant accueillir des peptides de 9 acides aminés

environ (Figure 9a). Elles sont synthétisées au niveau du reticulum endoplasmique (RE).

Classiquement, les peptides présentés sur le CMHI sont d’origine endogene et résultent de la
dégradation physiologique de protéines intracellulaires par le protéasome, un assemblage
multicalatylique de protéases (Cebrian et al., 2011). En présence d’IFNa, le protéasome change de
conformation pour devenir « immunoprotéasome », ce qui optimise la qualité et la quantité des
peptides générés (Lattanzi et al.,, 2011). Ceux-ci sont ensuite transloqués dans le RE par des
transporteurs associés a la présentation antigénique (TAP, Transporter associated with antigen
processing). Ces transporteurs les sélectionnent en fonction de leur taille et de leur disposition a se
fixer sur le CMHI. Dans le RE, ces peptides peuvent encore étre clivés par des aminopeptidases (ERAP,
Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase). Une protéine nommée tapasine permet le recrutement des
molécules de CMHI au niveau des transporteurs TAP, ce qui forme un complexe de chargement de
peptide. La tapasine a également un réle de sélection des peptides les plus affins. Les complexes CMHI-
peptide suffisamment stables sont ensuite envoyés a la surface cellulaire via le Golgi (Blum et al., 2013).
Un autre chargement de peptide peut avoir lieu dans un compartiment intermédiaire entre RE et Golgi

(ERGIC) sur des complexes CMHI-peptide recyclés peu stables (Ghanem et al., 2010) (Figure 9c).

Les molécules du CMH de classe Il sont des glycoprotéines hétérodimériques composées d’une
chaine a associée a une chaine B. Le sillon de présentation antigénique situé entre les sous-unités al
et B1 est constitué d’'une poche aux bords ouverts pouvant accueillir des peptides de 12 a 25 acides

aminés (Figure 9b).

Les molécules de CMHII sont synthétisées dans le RE associées a une chaine invariante CD74
au niveau du sillon peptidique. Elles sont alors transloquées vers les endosomes. L’acidification
progressive des endosomes va dégrader CD74 en un peptide de 20 acides aminés invariant (CLIP, class
Il—associated invariant chain peptide), par I'action de différentes protéases (cathepsines S, L et F, et
asparaginyl endopeptidase). Au niveau des endosomes tardifs, CLIP va étre retiré par HLA-DM, qui
induit un changement conformationnel autorisant la fixation d’épitopes. HLA-DM a également un role
de sélection des épitopes les plus affins par compétition de fixation, jusqu’a formation d’'un complexe
CMHII-peptide stable. Classiquement, ces peptides sont d’origines exogénes et internalisés au niveau

endosomal. Ce complexe est ensuite exporté a la surface (Figure 9d) (Blum et al., 2013).
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Figure 9 : Les voies de présentation classiques. (a) Schéma d’une molécule du CMHI (b) Schéma
d’une molécule du CMHII (cours-pharmacie.com /immunologie/) (c) Apprétement des antigénes

endogenes sur le CMHI, (d) Apprétement des antigénes exogénes sur le CMHII. Adapté d’apres
(Kobayashi and Elsen, 2012).
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1.2.2.2. Présentation croisée d’antigénes exogénes sur le CMHI

Les antigénes d’origine exogéne peuvent également étre présentés apres internalisation sur les

molécules du CMHI; on parle de cross-présentation ou présentation croisée. Cette voie de
présentation joue un role fondamental dans I'immunité antitumorale, car elle permet aux DC de

présenter des antigénes tumoraux aux lymphocytes TCD8+, initiant ainsi la réponse cytotoxique.
Diverses voies de cross présentation ont été décrites, résumées en deux hypothéses principales

(Schuette and Burgdorf, 2014a) (Figure 10) :

D’une part, la voie vacuolaire : L'antigéne internalisé est clivé par la peptidase endosomale IRAP et
le chargement sur une molécule du CMHI se fait directement au sein de I’'endosome/phagosome. Cette
molécule du CMHI pourrait provenir soit de la membrane cellulaire par recyclage, soit du RE. En effet,
il a été montré une translocation de CMHI du RE vers les endosomes qui serait médiée par CD74 (Basha

et al., 2012) et la liaison entre Sec22b du RE et SNARE du phagosome (Cebrian et al., 2011).

D’autre part, la voie cytosolique : L’antigene internalisé est transloqué de I'’endosome vers le

cytosol ou il est clivé par le protéasome. Ensuite, grace aux transporteurs TAP, il regagne soit le RE, soit

I’endosome/phagosome pour étre chargé localement sur une molécule de CMHI. Les voies
d’apprétement cytosolique et vacuolaire sont donc interconnectées.
Cytosolic pathway Vacuolar pathway
Phagosomal loading
Cell-surface antigen
presentation
ER loading On
Cell-surface antigen J Phagocytosis Cell-surface
presentation h“ antigen
O 2 1\‘ pr(-\('m.'aljon
») ( /1~ Exogenous "U:
‘ N antigen bu\
Antigen Phagosome Phagosomal :
export to o Jati I
P cytosol P 4 degrac J‘h()l.\ |
AN / N p ( - \ :’ :
s C Y o i
- IRAP% |
1 /\'\‘ MHC class | d . v :
Proteasomal ) & ‘-) o Fo |
S/ ‘,’ \ oading ' SNARE |
;é degradation 7/ ?/, ‘T) l
2 ﬂ S)nlaxm 4 {1 Phagosome :
Transport into A\ / MHC class | | |
phagosome \ (: ‘// - > loading |,
00— > ﬂ SEC228 L ]
e T  Nowiyeymth d 2 v
ErRGIC—{ o Newly synthetised MHCI ? |
(., < cp74? b
e U ‘\ |
N
L : S
Fonsson ) Recycling MHCI ?
into ER
TAP _\\.
l ER lumen

MHC

(lnle\ ‘—/ .% === ;:_~ = & o )
> = B RSN

/ P
MHC ¢ l.l\s } 4 4 s R
(S & Nucleus A X
y [

loading

Figure 10 : Les voies de présentation croisées. Adapté d’aprés (Joffre et al., 2012)
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La DC peut également acquérir des antigenes tumoraux provenant d’une cellule voisine via les
jonctions GAP. Ces jonctions forment une interconnection entre cellules adjacentes, par laquelle
transitent nutriments, ions et messagers secondaires de maniére passive et non spécifique. Un
transfert d’antigéne pourrait se faire d’une cellule voisine a une CPA par cette voie, et impliquerait la
protéine connexine 43 (Cx43) (Neijssen et al., 2005), qui est notamment surexprimée en présence des
cytokines prinflammatoires TNFa, IFNy ou du LPS (ligand de PRR) (Eugenin et al., 2003). Si les cellules
tumorales se découplent généralement de leur environnement et perdent I'expression de Cx43, il a
cependant été montré dans un modele de mélanome que ce transport d’antigene pouvait quand

méme avoir lieu (Mendoza-Naranjo et al., 2007).
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1.2.2.3. Compétition entre les voies de présentation

Du fait de I'interconnection étroite entre les voies de présentation endosomales menant a la
présentation d’épitopes CMHI et CMHII, I'existence d’une compétition entre le chargement d’épitopes

CD4 et CDS8 est certain.

In vivo, c’est la réponse CD4 qui prédomine. Ceci peut s’expliquer par plusieurs points
techniques : (1) on dénombre physiologiquement 2/3 de CD4+ pour seulement 1/3 de CD8+ parmi les
lymphocytes T, (2) la poche de fixation au CMHII est moins restrictive que celle du CMHI, (3) la majorité
des DC in vivo sont spécialisées dans la présentation classique des antigénes exogénes, et (4) les
qguelques DC spécialisées dans la cross présentation sont situés dans le paracortex profond du ganglions

lymphatiques et peu exposées aux trafic lymphocytaire (Gerner et al., 2017).
1.2.2.3.1. Sous-types de DC et cross présentation

Il existe différentes sous-populations de DC qui sont notamment caractérisées par |'expression
d’un panel de TLR (sous-type de PRR) particulier et des fonctions distinctes (Gardner and Ruffell,
2016) :

Parmi les DC circulantes, on distingue deux sous-types de DC dites myéloides ou
conventionnelles (cDC) que sont les BDCAl+, les plus abondantes et favorisant les voies de
présentation classiques, et les BDCA3+, plus rares et spécialisées dans la cross-présentation. Une
troisieme sous population, les DC BDCA2+, correspondent aux DC de type plasmacytoide (pDC), pour
lesquelles les capacités de phagocytose et de cross présentation sont sujets a controverses, mais qui
sont capables de sécréter de grandes quantité d’IFNa. Enfin, les monocytes circulants, qui
représentent une proportion importante des leucocytes sanguins, sont capables de se transformer en

DC aprés recrutement et maturation a un site inflammatoire (iDC).

Le degré d’importance des différentes populations dendritiques dans I'immunité antitumorale
n’est encore totalement défini. Les DC BDCA3+ sont indéniablement impliquées dans la génération de
la réponse TCD8+ du fait de leur faculté accrue de cross présentation. Ainsi, la délétion des BDCA3+
dans un modéle murin suffit a abolir le rejet naturel de tumeurs trés immunogéniques (Hildner et al.,
2008). Cependant, il est fort probable que les DC BDCA1+ jouent également un réle dans la réponse
tumorale compte-tenu de I'importance de la réponse T CD4+ a la fois au niveau de 'amorcage de la
réponse T CD8+ et au niveau du site tumoral (cf. Partie 1.1). Par ailleurs, les deux sous-types sont
capables de phagocyter des antigénes du microenvironnement tumoral et de migrer aux ganglions

lymphatiques ou ils sont retrouvés a des quantités similaires (Roberts et al., 2016).
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1.2.2.3.2. Compartiments endosomaux et cross-présentation

Il a été montré que la capacité de cross présentation antigénique des DC ne dépend pas
uniquement du sous-type de DC mais peut également étre modulée par le routage intracellulaire de
I'antigéne : Silorsque la délivrance antigénique a lieu aux endosomes tardfis les BDCA3+ engendrent
une meilleure cross-présentation que les BDCA1+, ce schift disparait lors d’une délivrance antigénique
au niveau des endosomes précoces, et ce indépendamment de la quantité d’antigene (Cohn et al.,,
2013). Le ciblage aux endosomes précoces améliore également la cross-présentation chez les pDC

(Cohn et al., 2013).

En effet, il a été montré que I'accumulation d’antigénes dans les endosomes précoces
favoriserait la cross-présentation alors que l'acidification des endosomes tardifs en lysosomes
favoriserait la présentation sur le CMHII (Schuette and Burgdorf, 2014a) : Comme les molécules du
CMHI sont peu stables a la surface cellulaire et que la migration des DC aux ganglions lymphatiques
prend du temps, il est important que la dégradation endosomale des peptides ne soit pas trop rapide
et importante. La régulation principale de cette dégradation provient de I'alcalinisation des endosomes

par recrutement de NOX2 (NAPDH oxydase 2) (Savina et al., 2006).

Le clivage des antigénes cross présentés impligue notamment la cathepsine S active a pH

neutre (Shen et al., 2004).

Les endosomes des DC étant moins acides et protéolytiques que ceux des macrophages, cela
explique par ailleurs la faculté particuliere des DC a cross présenter des antigénes par rapport aux

macrophages (Savina et al., 2006).
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1.2.2.3.3. Nature de I'antigene et cross-présentation

Selon la nature de I'antigene (soluble, particulaire, corpusculaire, ...) et sa composition, il va
emprunter diverses voies d’entrées cellulaires (macropinocytose, endocytose par puits de clathrine,
endocytose médiée par un récepteur, ou phagocytose) qui vont influencer sur la/les voie(s)

d’apprétement empruntée(s) par la suite (Burgdorf and Kurts, 2008).

Il a été postulé que pour les antigénes particulaires phagocytés, la compétition entre la cross-
présentation et la présentation classique CMHII se ferait dans la durée, alors que pour les antigenes
solubles, la balance entre ces deux voies dépendrait essentiellement de la localisation

compartimentale de 'internalisation (Figure 11).
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Figure 11: Influence de la forme de I’antigéne sur ses voies d’internalisation et sa cross-
présentation (Burgdorf and Kurts, 2008)
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1.2.2.4. Autres modes de présentation antigénique

Certaines voies de présentation antigénique ne requierent pas |'étape d’apprétement

intracellulaire de I'antigene.

Par exemple, les peptides extracellulaires correspondants exactement a une séquence
épitopique CD8 ou CD4 peuvent se fixer directement sur les molécules du CMHI ou CMHII
(respectivement) de la membrane cellulaire d’une CPA (ou d’une cellule quelconque pour le CMHI), a

condition que leur affinité soit supérieure a celle du peptide déja en place.

Par ailleurs, il a également été montré qu’une cellule pouvait transférer un complexe CMH-
peptide membranaire a une autre cellule via le mécanisme de troglocytose, ou encore par échange

d’exosome (Nakayama, 2014) ; On parle de cross-dressing (Figure 12).

La troglocytose est un échange rapide entre deux membranes plasmiques lors d’un contact
rapproché entre deux cellules. Il a été montré qu’un transfert de complexe CMH-peptide par
troglocytose était possible entre une APC et une autre APC, un lymphocyte T, une cellule tumorale ou
encore une cellule NK, avec des conséquences variables sur la réponse immunitaire (Dhainaut and

Moser, 2014).

L'échange d’exosomes est plus long (plusieures heures) et ne requiert pas de contact cellulaire.
Il ne semble pas concerner le cross-dressing de lymphocytes ou NK mais plut6t le cross-dressing de DC

(Nakayama, 2014).

Il est important de noter que le cross-dressing peut permettre la présentation de complexes
CMH-peptide qui ne seraient physiologiquement pas exprimés sur la cellule receveuse, lorsque les

voies d’apprétement intracellulaire different entre les deux cellules.

L’'activation de LTC par cross-dressing de complexes CMH-peptide tumoraux sur des DC via
troglocytose a été observée chez la souris. De plus, il été montré que I'inhibition de ce mécanisme de
présentation favorisait I'échappement tumoral et I'apparition de métastases (Zhang et al., 2008). Une
autre étude a démontré in vitro que les pDC pouvaient acquérir des complexes CMH-peptide de
cellules tumorales via troglocytose et stimuler la prolifération des T spécifiques associés (Bonaccorsi
etal., 2014). Enoutre, il a été observé I'expression d’antigénes tumoraux sur des pDCisolées de cancer
colorectaux humains, ce qui suggere |'existence de ce mécanisme in vivo. Ce mécanisme pourrait ainsi

permettre aux pDC de cross-présenter des antigenes malgré leur faible activité d’endophagocytose.
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A l'inverse, le transfert de complexe CMH-peptide peut s’avérer délétére pour la réponse
immunitaire. D’autres études montrent que les TCD4+ ayant acquis un complexe CMHII-peptide d’'une
APC fonctionnent ensuite comme des APC immunosuppressives en inhibant la prolifération des Th
effecteurs ou mémoires préalablement activés par I’APC (Helft et al., 2008). Ce mécanisme de
régulation actif est observé dés le 2™ jour de la réponse CD4 et n’est pas interrompu par la persistance
d’APC ou par 'arrivée de nouvelles APC présentant I'antigene. De facon similaire, il a été observé que
les NK ayant acquis des complexes CMHII-peptides d’une APC pouvaient eux aussi réguler
négativement la réponse CD4 (Nakayama et al., 2011) . Par ailleurs, les TCD8+ ayant acquis un
complexe CMHI-peptide d’'une APC peuvent étre lysés par les LTC spécifiques de ce complexe (Trambas
and Griffiths, 2003). Ces processus semblent étre des mécanismes de régulation favorisant

I’'homéostasie des lymphocytes T. Cependant ils ne sont pas encore bien caractérisés.
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Figure 12 : Syntheése des principaux modes de présentation antigénique.
D’apres (Zeng and Morelli, 2018)

34



1.3 Les mécanismes d’échappement tumoraux

La réponse immune antitumorale n’est pas infaillible comme le montre I’existence des cancers.
De nombreux mécanismes d’échappement et de lutte sont ainsi adoptés par les cellules cancéreuses

(Figure 7).

Les cellules tumorales présentent une résistance intrinséque a la mort cellulaire du fait de leur
phénotype (cf. Introduction) qui est renforcée par le climat cytokinique induit par la tumeur (IL-4, IL-
10, PGE2, TGFB). En outre, elles peuvent échapper a la reconnaissance immune en perdant I’expression
de leur antigene par endocytose, mutation, modification épigénétique, sous-expression du CMH, ou
encore relarguage extra-cellulaire (Bhatia and Kumar, 2014). Dans ce dernier cas, |'acquisition de
I"antigéne par une cellule quelconque ou par une CPA immunosuppressive peut mener a I'anergie des

cellules T effectrices (Hochst et al., 2012).

Pour éviter la lyse par les LTC, les cellules tumorales peuvent également induire Ia
surexpression d’un inhibiteur de la voie granzyme-perforine des LTC (Soriano et al., 2012) ou encore
I’expression d’un récepteur soluble de FasL qui empéche I'interaction Fas/FasL d’avoir lieu (Pitti et al.,
1998). Parallélement, les cellules tumorales vont exprimer des ligands provoquant I'anergie des LTC
tels que PD1 et CTLA4 (Ito et al., 2015), ou leur apoptose tels que FasL et TRAIL (Strand et al., 1996).
De facon similaire les cellules tumorales induisent une altération qualitative et quantitative des NK

(Mamessier et al., 2011).

Par ailleurs, la tumeur sécréte des médiateurs immunosuppresseurs qui vont limiter la réponse
immune par divers mécanismes. On peut citer le lactate qui inhibe la prolifération, la sécrétion de
cytokines et la cytotoxicité des LTC et des NK, notamment par acidification du pH (Bellone et al., 2013;
Romero-Garcia et al., 2016). De plus, une compétition métabolique se met en place, notamment par
I’hyperconsommation de glucose tumoral ce qui prive les TIL de ce nutriment essentiel et les empéche
d’assurer efficacement leurs fonctions effectrices. En outre, I'environnement hypoxique entraine une
reprogrammation phénotypique des cellules immunes vers un phénotype tolérogene, reposant sur
I’oxydation des acides gras (Kumar and Gabrilovich, 2014). Ainsi, les macrophages inflammatoires
« M1 » deviennent immunosuppresseurs « M2 » et les polynucléaires se mettent a sécréter du VEGF
(facteur angiogénique). Des cellules myéloides immunosuppressives (MDSC, Myeloid derived
suppressor cell) sont recrutées et favorisent la prolifération de Th2 et de Treg ainsi que I'inhibition des
Th1 et des NK (Sinha et al., 2007) (Li et al., 2009). Les Treg recrutés au site tumoral exercent une activité
cytolytique directe envers les cellules effectrices de I'immunité antitumorale (cellules NK, lymphocytes

T, DC) (Klabusay, 2015).
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Partie 2 : La vaccination thérapeutique antitumorale

2.1 Place de la vaccination dans les traitements antitumoraux

2.1.1. Les grandes classes thérapeutiques antitumorales

L'arsenal thérapeutique dans la lutte contre les cancers peut se subdiviser en plusieurs grandes
classes de traitement, que sont la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, I’'hormonothérapie,

I'immunothérapie et les thérapies ciblées.

L'ablation chirurgicale des tumeurs fut le premier traitement utilisé et reste aujourd’hui le plus
efficace. Cependant, elle est loin d’étre réalisable ou se révéle suffisante pour la majorité des cas

(tumeur inaccessible, opération trop lourde, existence de métastases au diagnostic).

L'apparition de la radiothérapie et de la chimiothérapie a permis d’améliorer I'espérance de
vie des patients atteints de cancers, et ces thérapeutiques occupent encore aujourd’hui une grande
place dans I'arsenal thérapeutique en oncologie. Elles induisent I'apoptose ou inhibent la prolifération
cellulaire en agissent préférentiellement sur les cellules a divisions rapides, dont les cellules
cancéreuses. Néanmoins, ces traitements non spécifiques sont a l'origine de nombreux effets
secondaires systémiques affectant grandement la qualité de vie des patients. En particulier, ils sont
généralement associés a une immunodépression qui limite la réponse antitumorale naturelle et
favorise le développement de cancers secondaires. Enfin, la réponse clinique a ces traitements varie

selon les patients et est limitée par le développement de résistances tumorales.

L’homonothérapie fait également partie des grandes classes thérapeutiques antitumorales.
Elle est réservée aux cancers hormono-sensibles (cancer du sein, cancer de la prostate) et entraine
majoritairement des effets indésirables de type endocrinien. Son efficacité est souvent restreinte par

la mise en place d’'une hormonorésistance.

Les thérapies ciblées inhibitrices de tyrosine kinase (ITK), apparues au 21°™ Siécle, ont

grandement contribué a améliorer la survie des patients cancéreux :

Les voies de signalisation intracellulaires régissant la « vie » et le « devenir » de la cellule
dépendent en grande partie de la phosphorylation d’effecteurs par des protéines nommeées tyrosine-
kinases, souvent cibles de mutations cancéreuses (surexpression, activation constitutive). Les
inhibiteurs de tyrosine-kinases (ITK) permettent de bloquer les signaux de survie et/ou de prolifération
des cellules cancéreuses en ciblant essentiellement des tyrosine-kinases mutées, ce qui épargne les
cellules saines. Ces thérapies ciblées ont par conséquent profil de tolérance optimisé par rapport a

celui des classes de traitements précités. Actuellement, il existe plus de 25 ITK commercialisés.
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Cependant, ces ITK sont restreints aux patients dont la tumeur porte la mutation appropriée,
et sont sujets a des résistances primaires ou secondaires (variations épigénétiques du gene ciblé,

mutations secondaires, activation de voies de signalisation compensatrices) (Gross et al., 2015).

L'immunothérapie a également fait son apparition au 21°™ Siécle et s’est rapidement imposée

en tant que grande classe thérapeutique dans la lutte contre le cancer.

2.1.2 Les immunothérapies

2.1.2.1. Les cytokines

La premiere immunothérapie ayant montré des réponses cliniques a long terme et a avoir été
approuvée par la FDA (Food and Drug Administration) fut I'lL-2 a haute dose chez les patients atteints
de mélanome (Atkins et al., 1999). Encore utilisés aujourd’hui, les traitements a base de cytokines (IL-
2, IFNa) engendrent des effets indésirables de type auto-immun car ils stimulent de fagon globale le

systeme immunitaire (et pas seulement la réponse antitumorale).
2.1.2.2. Les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux spécifiques d’antigénes tumoraux sont récemment arrivés sur le
marché. L’évolution des techniques de production d’anticorps a permis d’améliorer leurs propriétés
thérapeutiques et leur tolérance ; D’abord chimériques, puis humanisés, et pour finir humain, de
nouvelles générations émergent actuellement telles que les anticorps bispécifiques, polyréactifs ou a
domaine unique. Les anticorps monoclonaux peuvent servir de vecteurs pour la délivrance spécifique
de toxine ou de radioisotope au niveau tumoral (ex : Brenduximab Vedotin indiqué dans le lymphome
d’Hodgkin), bloquer la croissance tumorale en ciblant des facteurs de croissance ou leurs récepteurs
(ex : Trastuzumab indiqué dans le cancer du sein, ciblant le récepteur HER2 du facteur de croissance
épidermique humain), ou encore stimuler I'immunité antitumorale par inhibition des points de

contréle immunitaire (ICl, Immune Checkpoint Inhibitors).

Tout particulierement, les ICl ont constitué une révolution majeure en termes d’amélioration

de la survie et de la qualité de vie des patients cancéreux (Figure 13) :

Le CTLA4 est un récepteur inhibiteur exprimé par les lymphocytes T qui par interaction avec
ses ligands CD80/CD86 exprimés par la DC entraine une anergie, a lI'inverse du CD28 dont la liaison avec
ces mémes ligands constitue le signal 2 d’activation lymphocytaire (cf Partie 1.1). Le traitement par
anticorps antagonistes anti-CTLA-4 (ipilimumab) a rendu possible une survie de plusieurs années chez
des patients atteints de cancers métastatiques dont I'espérance de vie était initialement de quelques

mois (Hodi et al., 2010).
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Le récepteur PD1 exprimé a la surface des lymphocytes T entraine leur anergie lorsqu’il
interagit avec son ligand PDL1, qui peut notamment étre surexprimé sur les cellules tumorales (cf.
Partie 1.3). Le traitement par anticorps antagonistes anti-PD1 (nivolumab) s’avere plus efficace et
mieux toléré que I'lpilimumab. Il a permi d’allonger la survie voir de guérir des patients pour de
nombreux cancers (du poumon, de la vessie, du rein, du c6lon hypermutés, ainsi que le lymphome de

Hodgkin, et le mélanome) (Topalian et al., 2012).
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Figure 13 : Schéma du mécanisme d’action des ICl anti-CTLA4 (A) et anti-PD1 (B).
(“Nouvelles Armes Thérapeutiques Contre Le Mélanome de Stade IV - Revmed” 2016).
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Néanmoins, tout comme les cytokines, les ICI agissent sur le systeme immunitaire de facon
systémique ce qui génére de I'auto-immunité (Hofmann et al., 2016; Zimmer et al., 2016). En outre,
I’efficacité d’un ICI repose sur I'existence d’une réponse immune spécifique robuste préexistante qui
va étre responsable de I'effet antitumoral lorsque son inhibition sera levée. Or, ce n’est pas toujours le
cas. Le taux de réponse du nivolumab est par exemple de 30%, ce qui est conséquent mais peut étre
amélioré.

D’autres stratégies ciblant les points de contréle de la réponse T sont également en cours de
développement et concernent notamment les récepteurs inhibiteurs LAG-3 et TIM3 (Anderson, 2014;
Goldberg and Drake, 2011) et les récepteurs activateurs OX40 et CD137 (Linch et al., 2015; Vinay and

Kwon, 2014). Ces cibles sont évaluées en monothérapies ou en combinaison.
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2.1.2.3. Les thérapies cellulaires

Les thérapies cellulaires sont une autre sous-catégorie d'immunothérapies. Contrairement aux
cytokines et ICI, ce sont des immunothérapies dites « spécifiques » car elles ciblent les cellules

tumorales. Leur profil de tolérance est donc supérieur.

La premiere immunothérapie cellulaire développée a été le transfert adoptif de TIL. Isolés de
la tumeur du patient, ils sont cultivés en présence d’IL-2 puis réinjectés (Figure 14a). Cette thérapie
cellulaire autologue a permis d’obtenir des réponses complétes durables dans les mélanomes

métastatiques TIL (Rosenberg et al., 2011) et d’autres cancers solides.

Patient
PBMCs

Tumor-infiltrating
lymphocytes (TILs)

Chimeric antigen
Tumor excision/ receptor T cells (CART) N
screening e

T cell activation —
receptor with Stimulated PBMCs

Isolate T cells 2 :
antibody for antigen .
(CD19), transduced Tran:sduge antigen
=2 inT cells X TCR with retrovirus

1T cells

¢ Transduced PBMCs
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K y — & , ,
Infusion N -
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Figure 14 : Les différentes thérapies cellulaires. (a) Transfert adoptif de TIL autologues. (b)
Induction de I'expression d’un CAR-T anti-CD19. (c) Transfert adoptif de TIL transduits pour exprimés
des TCR spécifiques d’antigenes tumoraux. D’apres (Koury et al., 2018).
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Les TIL peuvent également étre modifiés par transfection rétrovirale pour exprimer un TCR
spécifique d’un antigéne tumoral (Figure 14c). Dans un essai pilote sur des patients atteints de
mélanome ou de sarcome, le traitement par TIL exprimant un TCR spécifique de I'antigene NY-ESO-1

a permi I'obtention de réponses cliniques chez plus de la moitié des patients (Robbins et al., 2015).

Une autre approche consiste a faire exprimer au TIL par transfection lentivirale un TCR
génétiquement modifié (CAR-T, chimeric antigen receptor T) spécifique d’un antigene tumoral. Les
CAR-T ont une structure similaire aux anticorps (BCR) et reconnaissent des antigénes tumoraux
extracellulaires sous forme native (Figure 14b). Il en existe plusieurs générations. Cette technique a
connu des succes impressionnants notamment dans le traitement des leucémies, notamment avec les

CAR-T anti-CD19 (marqueur de lignée des lymphocytes B) (Maude et al., 2014).

Cependant, ces thérapies cellulaires « a la carte » sont lourdes et co(iteuses (extraction de TIL,
culture ex vivo de plusieurs semaines, +/- identification d’antigénes et génération de CAR-T), et donc
difficilement applicables dans la pratique et/ou généralisables au plus grand nombre de patients. En

outre, la quantité de TIL prélevable est tres variable d’un patient a I'autre.

Des tentatives de simplification sont a I'étude par utilisation de CAR-T allogéniques dont les
TCR endogénes ont été supprimés pour éliminer la réaction greffon versus hote (GVH) et qui pourraient

donc étre utilisés pour traiter plusieurs patients (Anwer et al., 2017).
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2.1.2.4. Les vaccins

Les cytokines, les ICl et les thérapies cellulaires sont considérées comme des immunothérapies
passives, qui induisent une réponse immunitaire « artificielle » et transitoire, sans développement
d’'une mémoire immune. Elles nécessitent donc d’étre administrées de maniere répétée pour étre
efficace dans le temps. Pour les thérapies cellulaires cela représente un inconvénient majeur aux vues
de la lourdeur de ces procédures en termes de technicité, d'impact physique sur le patient, et de co(t

(mise en place de centres dédiés avec tout I’équipement nécessaire).

A l'inverse, la vaccination antitumorale constitue une immunothérapie active qui a pour
vocation d’induire une véritable immunité tumorale endogene durable comprenant des cellules
effectrices et mémoires. Cela permet d’espérer I'obtention d’une rémission totale ainsi que la

prévention de récidives cancéreuses ou de métastases.

La vaccination thérapeutique représente aujourd’hui un champ trés actif de recherche et
ambitionne de devenir la future révolution antitumorale. C'est I'immunothérapie qui « mime » au plus
prés la réponse naturelle antitumorale (Figure 15). Elle repose sur un rationnel solide compte tenu de
I'importance de cette réponse dans la protection contre les cancers, et présente un rapport

bénéfice/risque optimal du fait de la spécificité antigénique de son effet.

Par ailleurs, la vaccination offre I'avantage de pouvoir optimiser la réponse immune par une
stratégie antigénique pertinente, un design vaccinal approprié, et I'association possible de plusieurs
épitopes ou antigenes tumoraux dans le méme vaccin, ce qui retarde |'apparition de résistances
secondaires par échappement ou immunoédition tumorale. Il est plus difficile techniquement de
mettre en place des stratégies polyspécifiques définies et optimisées avec des anticorps monoclonaux

ou des thérapies cellulaires.

Enfin, certaines stratégies de vaccination, notamment peptidiques, présentent des avantages
certains en termes d’applicabilité (colt, simplicité de production et d’administration) qui faciliteraient

leur administration au plus grand nombre.
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2.2. La vaccination thérapeutique antitumorale

2.2.1. Historique de la vaccination

Un vaccin est une préparation antigénique immunogene, qui administrée a un individu lui
permet d’acquérir une immunité protectrice active durable et spécifique contre un pathogene. La
vaccination est I'un des plus grands triomphes de la médecine et a été un tournant décisif dans la
guerre entre Homme et microbes. Elle a permis I’éradication de nombreuses épidémies mortelles, et

ce pour un co(t dérisoire par rapport aux bénéfices en termes de santé publique engendrés.

Les premiéres tentatives rudimentaires de vaccination ont été effectuées par les Chinois et les
Turcs au XVéme siécle, qui avaient observés que les survivants d’une infection par la variole, une
maladie mortelle dans 30% des cas, étaient par la suite protégés de I'infection a vie. L'inoculation de
croites desséchées de pustules provenant de sujets contaminés a des sujets sains a travers des
scarification de peau ou encore par inhalation était alors pratiquée. Cette technique nommée
« variolisation » était peu efficace puisqu’elle aboutissait a une sévére maladie ou a la mort dans un
grand pourcentage de cas. Elle fut considérablement améliorée en 1789 par Edward Jenner, qui fut
également le premier a prouver par expérience le principe de I'immunité antiinfectieuse (Baxby, 1999).
Il inocula a un enfant le virus de la vaccine (variole de la vache, bénigne chez 'Homme) avant de

I’exposer volontairement a la variole, que I’enfant ne contracta pas.

Sa technique se répandit rapidement en Europe, mais il fallut presque un siécle avant qu’elle
ne soit appliquée a d’autres pathologies. En 1879, Louis Pasteur parvient a immuniser des poulets
contre la toxine du choléra en leur inoculant des vieilles souches bactériennes dont la virulence avait
été atténuée par la culture, alors que I'inoculation de cultures fraiches leur était fatale. Il nomma cette
technique « vaccination » en I’'honneur des travaux de Jenner, et étendit ce principe de vaccin vivant
atténué a d’autre pathologies. Ainsi, en 1881, il immunisa un troupeau de moutons contre le bacille
du charbon atténué par la chaleur, et en 1885 il réalisa la premiere vaccination sur 'Homme avec un

virus atténué de la rage (Plotkin, 2014).

A la fin du 19 siécle, on découvre qu’il est possible d’induire une immunisation en utilisant
un pathogéne inactivé (non vivant) (Salmon and Smith, 1880). Cette technique est ensuite utilisée pour

le développement de vaccins antibactériens.
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Parallelement, un vétérinaire francais nommé Gaston Ramon est a l'origine du concept
d’adjuvant en observant que les chevaux ayant développés un abces au site d’injection possédent un
titre sérique d’anticorps plus important. Au méme moment, I'immunogénicité des sels d’aluminium
est mise en évidence par Alexander Glenny. C'est le premier adjuvant utilisé chez 'Homme en 1932,

et cela restera le seul jusqu’a la fin du 20°™ siécle (Di Pasquale et al., 2015).

Le champ de la vaccination subit de nouvelles avancées majeures au 20°™ siécle. D’une part
grace au développement de nouvelles techniques vaccinales telles que les protéines recombinantes,
les polysacchrarides conjugués, les réassortiments viraux, et enfin la production par génie génétique
(Valenzuela et al., 1982). D’autre part grace a I'amélioration des connaissances en immunologie
(notamment la distinction entre les réponses humorale et cellulaire) qui fait évoluer la recherche
vaccinale de 'empirisme vers une conception rationnelle. L'observation de corrélats de protection, les
tests sur modeles animaux, et I'administration passive d’anticorps spécifiques pour identifier quels

antigenes sont protecteurs sont ainsi utilisés (Plotkin, 2014).

Grace aux campagnes de vaccination mondiales, la variole fut totalement éradiquée en 1977
a I'aide d’un vaccin peu différent de celui utilisé par Jenner deux siécles plus t6t. Aujourd’hui, la
rougeole, les oreillons, la varicelle, la coqueluche, le tétanos, la diphtérie et la polio sont devenues
rares voire inexistantes dans les pays industrialisés du fait des compagnes vaccinales actuelles, ce qui

a considérablement augmenté I'espérance de vie des plus jeunes.

Les vaccins actuellement commercialisés sont essentiellement a visée antiinfectieuse et
administrés dans un cadre préventif. lls induisent pour la majorité une réponse immune de type

humorale caractérisée par la production d’anticorps.

Certains vaccins antiinfectieux ont également un réle antitumoral. C’est le cas des vaccins
contre le papillomavirus dont I'indication est la prévention du cancer du col de I'utérus. En effet, une
infection par certaines souches virulentes du papillomavirus (notamment HPV-16 et HPV-18) est
présente dans 70 % des cancers du col de |'utérus, alors que le risque de développement de ce cancer
chez les femmes non infectées est quasi nul (Ramakrishnan et al., 2015). De la méme maniere, les
vaccins commercialisés contre les virus des hépatites permettent également de réduire le risque de
cancer du foie, bien qu’ils soient commercialisés dans le but de prévenir contre les infections en elles-

mémes.
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2.2.2. Les stratégies vaccinales antitumorales

Un vaccin thérapeutique antitumoral peut se définir comme une préparation antigénique
immunogene qui administrée a un patient lui permet d’acquérir une immunité protectrice active
durable et spécifique contre ses cellules cancéreuses. L'objectif est principalement d’obtenir une
régression de la tumeur et des métastases mais également de prévenir I'apparition de rechutes.
Certaines stratégies vaccinales sont a la frontiere entre vaccins et thérapies cellulaires car consistent a

administrer la préparation antigénique ex vivo sur des DC autologues ensuite réinjectées.

A l'inverse de la vaccination antiinfectieuse, le développement de la vaccination antitumorale
n’a débuté que pres d’'un siecle apres la découverte de Coley, retardée par le manque de connaissances

sur les antigenes tumoraux et sur les mécanismes de mise en place d’une réponse de type cellulaire.

2.2.2.1. Les vaccins « tumoraux »

Les premiéres stratégies vaccinales antitumorales étudiées consistaient a I'utilisation de
cellules tumorales ou d’un lysat tumoral irradiés comme source antigénique brute (Figure 16). Cette
préparation tumorale pouvait étre modifiée pour induire I'expression d’antigénes immunogénes
particuliers ou celle d’adjuvants tels que du GM-CSF, qui favorise le recrutement des DC in vivo (Soiffer
et al., 1998). Des stratégies de « vaccins tumoraux » autologues (Soiffer et al., 1998) ou allogéniques

(Vaishampayan et al., 2002) se sont ainsi développées.

L’avantage du vaccin tumoral autologue est qu’il contient les antigénes tumoraux exprimés
chez le patient. Néanmoins, il existe un risque de tolérance préexistante ou induite par la vaccination
due a la présence de molécules immunosuppressives dans le lysat tumoral. De plus les antigénes

tumoraux les plus immunogénes se retrouvent dilués avec les antigénes du Soi.

Ce risque peut étre écarté par l'utilisation de lignées allogéniques tumorales caractérisées,
telles que les lignées de mélanome MelS et Mel D dans le vaccin MELACINE (Sosman and Sondak,
2003), permettant en outre une vaccination a plus grande échelle. Néanmoins, leur efficacité est
dépendante de I'adéquation entre les antigénes tumoraux propres au patient et ceux présents dans le

vaccin.

Plus globalement, la réponse clinique des vaccins tumoraux est variable selon les patients et
difficilement prédictible et/ou optimisable du fait de I'absence de caractérisation précise des antigénes
et acteurs immuns mis en jeu. Bien que certaines équipes de recherche développent encore ce type
de vaccination, la majorité du champ de la recherche en vaccination intratumorale se concentre
aujourd’hui sur les stratégies vaccinales de spécificité antigénique définie. Selon la source d’antigene

utilisée, on parle de vaccins nucléiques ou de vaccins peptidiques.
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2.2.2.2. Les vaccins nucléiques

Les vaccins nucléiques sont destinés a induire I'expression ou la sécrétion de grandes quantités
d’antigene dans leurs cellules cibles (Figure 16). Leur mécanisme d’action in vivo et sa régulation sont
peu caractérisés. Les vaccins a ADN ont une longue durée de vie dans I'organisme mais sont peu
immunogenes et présentent un risque d’intégration sur des sites favorisant 'oncogéneése. Les vaccins

a ARN ne présentent pas ces inconvénients mais leur stabilité est moindre. En outre, I'inconvénient

majeur de ces vaccins nucléiques est leur faible taux de transfection in vivo. Cette problématique peut
étre résolue par ['utilisation d’un vecteur (essentiellement viral), qui a généralement un role

complémentaire d’adjuvant, et peut étre congu pour cibler les DC ou les cellules cancéreuses.

2.2.2.3. Les vaccins peptidiques

Les vaccins peptidiques contiennent des antigenes destinés a étre apprétés puis présentés par
les DC aux lymphocytes T (Figure 16). Etant injectés dans le milieu extracellulaire, la présentation
d’épitopes fait intervenir la voie exogéne classique pour le CMHII et la cross-présentation pour le CMHI,
de fagon similaire a I'initiation d’une immunité antitumorale endogéne. La connaissance approfondie
des voies de présentation antigénique ainsi que de la biologie cellulaire et la dynamique des DC permet
d’adapter leur construction pour optimiser leur immunogénicité, qui est par ailleurs facile a mesurer
in vitro et in vivo. Simples a produire, peu toxiques et extrémement stables, ils sont intrinsequement
peu immunogénes mais peuvent se combiner a toutes sortes d’adjuvants ou de vecteurs pour

optimiser leur adressage aux DC ainsi que |'activation et la migration de ces cellules aux ganglions

lymphatiques.

2.2.2.4. Les vaccins cellulaires

Comme pour les lysats tumoraux, ces vaccins nucléiques et peptidiques peuvent étre
administrés dans le cadre d’une thérapie cellulaire sur des DC ex vivo (Figure 16). Cela permet d’éviter
le risque de dégradation in vivo du vaccin et d’avoir un contrdle total sur I'étape d’activation et de
chargement antigénique des DC. Néanmoins, cela rejoint les inconvénients d’applicabilité des

thérapies cellulaires.

De facon surprenante, il a été montré sur modeles murins transgéniques que la réponse T
médiée par des DC chargées en vaccin peptidique ou nucléique dépendait principalement de la
migration aux ganglions des DC endogenes ayant acquis par cross-dressing les complexes CMH-
peptides des DC injectées, et que le cross-dressing était une voie de présentation robuste a l'instar de
la cross présentation (Kleindienst and Brocker, 2003; Li et al., 2012). (Li et al., 2012). Ce mécanisme de
présentation a également été observé pour un vaccin composé de cellules tumorales génétiquement

modifiées pour exprimer CMHII et molécules de costimulation (Dolan et al., 2006).
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Figure 16 : Les différents types de vaccins antitumoraux et leurs mécanismes de présentation
(Figure originale, images de smart.servier.com).
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2.2.3 Lecons et perspectives du développement de vaccins thérapeutiques antitumoraux

Depuis une quarantaine d’années, de multiples stratégies vaccinales ont ainsi été développées

jusgu’au stade des essais cliniques.

Brievement, les essais précliniques concernent les tests sur modéles animaux alors que les
essais cliniques sont menés chez ’'Homme. Les essais cliniques de Phase | sont menés sur un groupe
limité de patients et ont pour objectif d’évaluer la tolérance du vaccin. lls sont parfois couplés aux
essais cliniques de phase Il (Phase I/Il) qui ont pour objectif de déterminer 'immunogénicité vaccinale
en fonction de la dose. Les essais cliniques de phase Il sont construits pour pouvoir évaluer
statistiquement I'efficacité thérapeutique du vaccin sur un échantillon de patients plus important, par
comparaison a un placebo ou au traitement de référence. Il est parfois rapporté des bénéfices
thérapeutiques en essais de phase Il, néanmoins ils n’ont qu’une valeur prédictive, et leur validation

lors d’un essai de phase Il est indispensable.

Actuellement, I'efficacité clinique est jusque la restée tres limitée car peu de vaccins ont atteint

ou validé la phase Ill.

Mise a part le vaccin MELACINE®, il existe quelques traitements commercialisés qui

s’apparentent a des vaccins antitumoraux :

Il s’agit d’'une part du Sipuleucel-T (PROVENGE®), indiqué dans le cancer de la prostate
métastatique résistant a I’hormonothérapie. Approuvé en 2013 par I'lEMA (European Medical Agency),
il permet une amélioration de la survie a 3 ans d’environ 4 mois chez 38% des patients. PROVENGE®
est une protéine de fusion composée d’un antigéne tumoral (phosphatase de I'acide prostatique) et
d’un adjuvant (GM-CSF), qui est administré ex vivo sur les DC du patient ensuite réinjectées, avec un
schéma thérapeutique de 3 injections espacées de 2 semaines. Le cout de ce traitement était estimé

a 70 000 euros en 2012.

D’autre part, le T-VEC® a eu l'approbation de I'EMA en 2015 pour son utilisation dans le
traitement chez I'adulte du mélanome non résécable métastatique sans atteinte osseuse, cérébrale,
pulmonaire ou d’autres organes internes. Il s’agit d’un virus recombinant de I’'herpés infectant
essentiellement les cellules tumorales et sécrétant du GM-CSF. C’'est le premier virus oncolytique
commercialisé et son mécanisme d’action est double : (1) destruction des cellules tumorales par
infection et (2) activation de la réponse immunitaire spécifique via la nécrose tumorale source
d’antigenes et via la sécrétion de GM-CSF favorisant le recrutement et la maturation des DC. Bien qu’il
soit présenté comme un vaccin antitumoral, il n’est pas constitué d’une préparation antigénique,
'immunité active et spécifique qu’il engendre n’est pas caractérisée, et elle constitue une

conséquence indirecte de I'activité oncolytique du virus.
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Ce petit nombre de vaccins antitumoraux thérapeutiques sur le marché malgré les nombreuses
stratégies vaccinales amenées jusqu’au stade des essais cliniques tous types confondus s’explique par

de nombreux facteurs. Notamment :

(1) 'inadéquation entre les modeéles animaux précliniques et 'Homme rendant I'efficacité

clinique difficilement prédictible
(2) I'utilisation de biomarqueurs qui ne refletent pas I'efficacité clinique
(3) I'utilisation d’un design vaccinal sous-optimal

(5) I'absence de combinaison de traitements visant a levée I'immunosuppression tumorale

locale ou a favoriser |'activation immunitaire

(7) une mauvaise sélection de la population cible des essais cliniques qui est majoritairement
constituée de patients porteurs d’'un cancer de stade avancé, résistant aux traitements

conventionnels, et associés a un mauvais statut immun.

Toutes ces problématiques ont été identifiées et sont en cours de résolution, ce qui laisse
espérer que la vaccination thérapeutique face prochainement partie intégrante des traitements

anticancéreux.

En particulier, les progrés récents dans la compréhension du réle des adjuvants, de la voie
d’administration et de la dynamique des lymphocytes T et des DC ont permis une renaissance de
I'approche par vaccination peptidique (Kumai et al., 2017). Cela a permi I'enchainement rapide de
multiples découvertes concernant I'influence des stratégies vaccinales employées (antigéne, design,
formulation) sur I'immunogénicité, qui font aujourd’hui de la vaccination peptidique un champ de
recherche en constante évolution. De nouveaux design vaccinaux optimisés voient le jour

régulierement et semblent trés prometteuses.

L’objectif de cette thése est de présenter I’évolution des stratégies vaccinales peptidiques (de
maniére non exhaustive) en fonction des avancées scientifiques, et en se focalisant principalement sur
le rationnel de développement de nouvelles constructions antigéniques optimisées (cf. Partie 3.1 et
3.2), et en abordant également les perspectives d’optimisation de la formulation (cf. Partie 3.3) et de

I’administration (cf. Partie 3.4).

Les problématiques des modeles animaux, des biomarqueurs, de la population cible, et des

éventuelles combinaisons de traitement seront brievement discutées dans la conclusion.
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Partie 3 : Le développement des vaccins peptidiques

3.1. Détermination de la stratégie antigénique

3.1.1. Méthodes d’identification des antigénes tumoraux

3.1.1.1. Méthodes de screening génétiques

Le premier antigeéne tumoral a été identifié en 1991 par Thierry Boon et son équipe dans des
cellules de mélanomes humains et a été nommé melanoma antigen 1 ou MAGE-1 (van der Bruggen et
al.,, 1991). Depuis cette découverte, plus de 400 déterminants antigéniques humains de nature
protéique ont été identifiés, notamment grace a I'amélioration des connaissances en génie génétique

(Vita et al., 2015).

La méthode d’identification utilisée par Boon consiste a co-cultiver des cellules tumorales
irradiées et des lymphocytes T issus d’'un méme patient afin de faire proliférer les lymphocytes T
spécifiques d’antigénes tumoraux. Chaque lymphocyte est ensuite isolé dans un puit de culture par
dilution limitante afin d’obtenir une lignée de « clones » de méme spécificité antigénique lors de son
expansion. Une banque d’ADNc est préparée sur des cellules receveuses par transfection d’ARNm
provenant des cellules tumorales ainsi que d’'un géne du CMH de polymorphisme approprié. Les clones
T sont alors utilisés pour sélectionner des sous-populations de cellules receveuses, dont le génome est

comparé afin d’identifier I'lantigéne tumoral reconnu.

L'identification de I'épitope peptidique issu de de I'antigene suit le méme principe. Cette

technique est fiable mais fastidieuse et requiert un nombre significatif de lymphocytes T (Figure 17).

Une autre technique consister a screener une banque d’ADNc tumorale en utilisant le sérum
des patients afin d’identifier les antigenes tumoraux reconnus par des lymphocytes B (Pfreundschuh
et al., 1978), dont certains tels que NY-ESO-1 sont également reconnus par les lymphocytes T (Korangy
et al., 2004). Cette approche appelée SEREX (serological analysis of recombinant expression librairies
with autologous serum) est restreinte aux patients atteints de cancers présentant une forte réponse

antitumorale humorale.

50



PTRUTL SR ERER O
o oSy
v ‘.. OO $ OO @

iEHL ogb — N LR

SULEy (@) @:
Patient with a T cells
strong GVT/GVHD EBV-LCL target cells derived from T cell lines with anti-tumor specific activity
response patient peripheral blood cells are then cloned by dilution to ~ 1 cell/well

pre-transplant {i.e., with tumor)
(1) T cell cultures are tested for cytolytic

activity against tumor targets
Responding T cell clones

are expanded

Patient-derived T cells are
stimulated with irradiated
tumor cells

Isolate positive cDNA clones and perform
genetic linkage analysis to identify

genes that encode miHA, TSA and TAA,

Q

T cells Clones )
EBV-LCL naturally expressing appropriate HLA
or transduced to expressed appropriate HLA

()

In vitro cyctotoxic assays to
identify positive pool (i.e.,
measure cytokine release
by activated T cells)

Generate cDNA library from tumor in eukaryotic expression vector

Clone into
~ Extract mRNA 3 Prepare cDNA - vector

ST 000K

Transfect cDNA pools into EBV-LCL target cells expressing
Appropriate HLA and add expanded T cells

Figure 17 : lllustration du protocole d’identification d’antigenes tumoraux par screening
génétique. (A) (1) Les TIL sont prélevés, stimulés in vitro par les cellules tumorales irradiées, puis les
clones T sont isolés par dilution limitante avant d’étre expandus. (2) lls sont ensuite confrontés a une
banque d’ADNc de cellules receveuses. La séquence ADNc de la cellules receveuse reconnue est
comparée au génome tumoral pour retrouver I'antigéne tumoral originel. (B) La banque d’ADNCc est
générée par transfection plasmidique bactérienne. D’aprés (Zilberberg et al., 2015).
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3.1.1.2. Approche protéomique par HPLC/MS

En parallele de ces méthodes de screening génétiques, une technique biochimique consiste a
immunoprécipiter les molécules du CMH exprimées a la surface des cellules tumorales, puis en éluer
les épitopes peptidiques par solution acide afin de les purifier par chromatographie liquide haute
performance (HPLC). Chaque fraction de peptides est alors testée in vitro pour sa capacité a induire
une réponse LTC, et les peptides d’intérét sont séquencés aprés analyse de leur séquence par
spectrométrie de masse (MS) (Figure 18). L'antigene Gp100 a ainsi été identifié par Cox et ses

collaborateurs (Cox et al., 1994).
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Figure 18 : lllustration du protocole d’identification d’antigénes tumoraux par approche
protémoque. Adapté d’aprés (https://dktk.dkfz.de/en/sites/tuebingen/core-facilities).

L’approche protéomique par HPLC/MS est actuellement en expansion et s’avére plus précise
que les algorythmes de prédiction (Thommen et al., 2012). Cependant elle est lourde et couteuse a
mettre en place et requiert beaucoup de cellules. En outre, de nombreux épitopes sont perdus et seule

une partie est récupérée.
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3.1.1.3. Vaccinologie inverse : Prédiction d’épitopes in silico

Une autre approche nommeée vaccinologie inverse consiste a prédire et démontrer a partir
d’une séquence génomique qu’une protéine candidate est immunogene et capable d’induire une
réponse cytotoxique. Aujourd’hui, le mutanome (spectre mutationnel) d’une tumeur donnée peut étre
prédit par des techniques de séquencage a haut débit. Des algorythmes tels que NetMHC sont utilisés
in silico pour prédire le degré d’affinité de néo-épitopes dérivés de séquences mutées au CMHI du
patient en question (Nielsen and Andreatta, 2016). Des cellules présentatrices d’antigenes sont soit
transfectées avec le gene codant la protéine candidate, soit chargées avec des peptides synthétisés a
partir du motif de fixation aux molécules de classe | ou Il du CMH, puis sont utilisées pour sensibiliser
des lymphocytes T in vitro. Les clones T CD8+ spécifiques induits sont ensuite analysés pour leur

capacité a lyser les cellules tumorales.

4 épitopes dits « universels » d’"hTERT ont ainsi été sélectionnés selon leur prédiction d’affinité
aux différents polymorphismes HLA-DR, en combinant les résultats de 3 algorythmes différents

(Syfpeithi, NetMHCpan-2.1, et NetMHC2.2) (Godet et al., 2012) (cf.Partie 3.2.2.2.2).

Cependant, la prédiction d’affinité pour le CMHII reste limitée. Un autre point limitant de cette
méthode est qu’a aucun moment on ne peut prédire quels sont les néo épitopes effectivement

présentés par les cellules tumorales du patient.
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3.1.2. Rationnel de la stratégie antigénigue vaccinale

Le nombre d’antigenes tumoraux potentiel est quasiment illimité, et de nouveaux antigenes
tumoraux sont continuellement découvert par les chercheurs, ce qui explique le nombre croissant
d’essais précliniques et précliniques de validation d’antigénes. Néanmoins, le développement d’un
vaccin au-dela des stades précoces est tres couteux. Des efforts sont actuellement réalisés pour
faciliter la décision des investigateurs d’esssais cliniques sur quelle stratégie vaccinale investir, afin de
rationaliser les colts et d’accélérer le développement de vaccins antitumoraux efficaces. Ainsi, un
« pilote » de priorisation des antigenes tumoraux basé sur le processus de hiérarchie analytique a été
publié par I'association de plusieurs comités d’experts. 75 antigeénes tumoraux y ont été classés selon

divers criteres, ici classés par ordre d’importance (Figure 19) (Cheever et al., 2009) :

(1) I'intensité de sa fonction thérapeutique : Lorsqu’un vaccin contenant cet antigéne a permis
I'induction de réponses cliniques (allant de quelques patients isolés a un bénéfice clinique fortement
significatif comparé au groupe controéle). Ce critére est satisfait par 20 antigénes sur les 75 classés.

(2) son niveau d’'immunogénicité : Elle doit avoir été démontrée par essai clinique chez
I’'Homme. Cela concerne 46 antigénes sur les 75.

(3) son niveau oncogénicité : Implication de I'antigéne tumoral dans le processus de
développement tumoral. Les antigénes issus de mutations conductrices du développement tumoral
sont des cibles vaccinales privilégiées car étant indispensables a la tumeur, elles sont moins
susceptibles de disparaitre que les mutations accessoires, et leur ciblage inhibe de la croissance
tumorale. Cependant, ces mutations sont parfois sources d’antigenes peu immunogénes par faible
variation entre répertoire épitopique de la protéine mutée et de la protéine sous forme physiologique.

(4) la spécificité de I'expression tumorale de I'antigene : Plus un antigéne a son expression
restreinte aux cellules tumorales, moins la vaccination thérapeutique génerera d’effets secondaires
par toxicité vis-a-vis des cellules saines.

(5) son niveau d’expression et le % de cellules cancéreuses concernées : Plus un antigéne est
surexprimé dans un grand pourcentage de cellules cancéreuses, plus son ciblage est susceptible d’avoir
un effet antitumoral important.

(6) son expression sur les cellules souches cancéreuses : Des antigenes tumoraux issus de
cellules souches tumorales sont des cibles pertinentes considérant le réle critique de ces cellules dans
la croissance tumorale.

(7) le nombre de patients cancéreux exprimant cet antigéne : Cela renseigne sur I'applicabilité
clinique du ciblage de cet antigéne.

(8) le nombre d’épitopes antigéniques

(9) la localisation cellulaire de I'expression
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Figure 19 : Pilote de priorisation des antigeénes tumoraux. D’aprés (Cheever et al., 2009).
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Selon ce classement, le top 5 des antigenes les plus pertinents est le suivant :

(1) WT1 (Wilm’s Tumor 1) : WT1 est une protéine physiologiquement exprimée sur les cellules
épithéliales et vasculaires dont la surexpression dans de nombreux types de cancers (leucémies, cancer
du sein, cancer de I'ovaire, glioblastome, sarcome des tissus mous) est associée a un mauvais pronostic
clinigue. Impliquée dans la prolifération cellulaire et le remodelage vasculaire, son oncogénicité a été
démontrée dans le cancer du sein et la leucémie myéloide aigue (Qi et al., 2015). Le galinpepimut-S

est un vaccin peptidique anti-WT1 aux résultats cliniques prometteurs (cf Partie 3.2.2).

(2) MUC1 (Mucin 1, cell surface associated) : MUC1 est une glycoprotéine physiologiquement
exprimée sur les cellules épithéliales et certaines cellules hématopolétiques. Elle est souvent retrouvée
surexprimée ou mutée (localisation intracellulaire aberrante ou variation de sa glycosylation) dans les
cancers du colon, du sein, de I'ovaire, du poumon, et pancréatique (Gendler, 2001). MUC1 est un
oncogene car elle favorise I'invasion tissulaire des cellules tumorales. En outre, la surexpression de
MUCI1 créé une barriére physique de glycosylation protégeant les cellules tumorales des CPA et des
effecteurs immuns (Hollingsworth and Swanson, 2004). Pour autant, le Tecemotide® est un vaccin

peptidique anti-MUC1 aux résultats cliniques intéressants (cf. Partie 3.2.2).

(3) LMP2 (latent membrane protein 2) : La protéine LMP2 est un xénoantigéne issu du virus
Epstein-Barr. Ce virus est présent a I'état de latence chez 95% de la population et généralement
asymptomatique. LMP2 est exprimée dans certaines formes de latence malignes associées a différents
cancers (lymphomes, carcinomes nasopharyngés,...) et contient plusieurs épitopes T immunogénes

(Depil et al., 2007). A I’heure actuelle il n’existe pas de vaccins de type peptidique ciblant LMP2.

(4) E6-E7 : Les protéines E6 et E7 du papillomavirus sont des xénoantigénes associés a plusieurs
types de cancers (cancer du col de I'utérus, cancer de la téte et du cou, cancer anogénital, ...). Elles ont
un réle oncogéne par inhibition de leurs substrats p53 et PRb (respectivement) ce qui déregle les
signaux de prolifération et d’apoptose de leur cellule cible et promeut leur expansion ainsi que
|"apparition de mutation (Tomaic, 2016). Elles sont également impliquées dans la mise en place de
divers mécanismes d’échappement viraux au systéme immunitaire (Tummers and Van Der Burg, 2015).

Plusieurs stratégies ciblant les protéines E6 et E7 montrent de bons résultats cliniques (cf.3.2.1.2).

(5) : EGFRvIII : Le variant du récepteur de classe Il du facteur de croissance épithélial (EGFRvIII)
est un antigéne muté (activation constitutive) exprimé spécifiguement dans divers types cancéreux
tels que les gliomes. Un vaccin peptidique anti-EGFRvIII (PEPvIII-KLH) a montré une bonne tolérance et

une immunogénicité lors d’un essai clinique de phase Il (Choi et al., 2009).
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3.1.3. Sources novatrices d’épitopes

L'essentiel des épitopes identifiés et des stratégies vaccinales peptidiques développées
concernent des épitopes immunodominants CD4 et/ou CD8 issus d’antigénes protéiques. En effet, ce
sont ces épitopes qui de part leur tres haute affinité pour le CMH sont préférentiellement exprimés et
permettent la génération de réponses immunitaires endogeénes efficaces. Cela en fait donc tout
naturellement des cibles privilégiées pour une stratégie vaccinale. Cependant, il existe des sources

d’épitopes alternatives également dignes d’intérét qui sont exploitées en vaccination antitumorale.

3.1.3.1. Epitopes cryptiques

Du fait de leur sous présentation antigénique (faible affinité pour le CMH), les épitopes
cryptiques sont peu voire pas du tout soumis aux mécanismes de tolérance du Soi (Figure 20) (Cibotti
et al.,, 1992). lls possedent donc une forte capacité immunogene intrinséque, bien qu’elle soit
physiologiquement moindre. La modification de leur séquence pour augmenter leur présentation sur
divers polymorphismes CMH en fait des candidats vaccins présentant a la fois les avantages des
néoantigenes (immunogénicité et absence de tolérance endogéne) et des antigenes associés aux
tumeurs (expression partagée inter-individus et par de nombreux types tumoraux, notamment pour
des peptides cryptiques optimisés issus d’antigénes universels comme hTERT, MAGE et HER2) (Menez-
Jamet et al., 2016). C'est cette approche qui a été utilisée par la start-up Vaxon Biotech (cf.

Partie.3.2.2.1).
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Figure 20 : Comparaison du répertoire T potentiel des peptides cryptiques et des peptides
immunodominant. D’aprés (Menez-Jamet et al., 2016).
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3.1.3.2. Epitopes de séquences géniques non codantes

L'essentiel des antigenes caractérisés tous types confondus correspondent a des séquences
géniques codant pour des protéines. Or, on sait que moins de 2% du génome code pour des protéines.
Il a de plus été montré que la grande majorité des mutations cancéreuses étaient retrouvées dans des

séquences géniques a priori non codantes.

Les ARNm non codants sont impliqués dans la majorité des programmes post-transcriptionnels
et épigénétiques des cellules. Ils émergent donc de plus en plus comme des régulateurs clefs du
développement tumoral et de la résistance thérapeutique (Leucci, 2018). En outre, certains ARNm non
codants ont une expression restreinte aux cellules cancéreuses ou a un certain stade de la maladie,
suscitant de ce fait un intérét croissant en tant biomarqueur ou cible thérapeutique directe, mais

également en tant que nouvelle source d’épitopes tumoraux.

En effet, une analyse protéomique globale des peptides présentés sur le CMHI a montré
qu’environ 10% provenaient de séquences génomiques non codantes ou d’une traduction hors cadre
de lecture d’une séquence codante (Laumont et al., 2016). De la méme fagon que les épitopes codants
cryptiques, ces épitopes « non codants » combinent a la fois les avantages des antigénes du Soi et des

néoantigenes sans leurs inconvénients.

On peut notamment citer I'antigene MELOE-1, dont I'expression est strictement restreinte aux
cellules de mélanome de part son mode de traduction particulier, et pour lequel il existe chez les
patients HLA-A2 un répertoire T CD8+ et T CD4+ significatif capable de s’activer in vitro. A l'inverse,
I'antigéne MELOE-3 traduit préférentiellement et exprimé par les mélanocytes s’avere trés peu

immunogene (Charpentier et al., 2016).
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3.2. Optimisation de la construction antigénique

3.2.1. Limites des « anciens » vaccins peptidiques

Le premier vaccin peptidique ayant montré I'induction d’une réponse cytotoxique in vivo était
constitué de peptides dont la séquence correspondait exactement a un épitope CD8 du virus LCMV
(1990) . Suite a cette découverte, il a été montré que cette construction vaccinale associée a I'adjuvant
incomplet de Freund (IFA) permettait de prévenir la croissance tumorale dans des modeles murins de
tumeur greffée (Feltkamp et al., 1993) ou chimio-induite (Noguchi et al., 1994) ainsi que d’augmenter
la survie dans un modeéle murin par régression de métastases pulmonaires (Mandelboim et al., 1995).
Cependant, les premiers essais vaccinaux chez I’'Homme se sont révélés décevants (Machiels et al.,

2002).
Cela peut s’expliquer par plusieurs points critiques :

Premiérement, ces peptides courts sont rapidement dégradés par les protéases in vivo
(Brinckerhoff et al., 1999). De plus, ils ont la capacité de se charger de facon exogéne sur des molécules
du CMHI membranaires de n’importe quelle cellule, induisant de ce fait une tolérance par
reconnaissance non associée aux signaux de costimulation (Toes et al., 1996). En outre, ce chargement
exogene et ce risque de dégradation extracellulaire associés au renouvellement rapide des complexes
CMHI-peptide ne sont pas adaptés a la cinétique de priming des T naifs qui implique une présentation

antigénique de plusieurs heures par les DC (Hugues et al., 2006).

Deuxiemement, les vaccins d’épitopes CD8 seuls ne permettent pas la génération de Th1 qui
estindispensable a I'initiation et au maintien d’une réponse cytotoxique et mémoire robuste (cf. Partie

1). La réponse TCD4+ est en effet corrélée avec un bon pronostic clinique (Slingluff et al., 2013).

Troisiemement, bien que comme I'immunité endogéne la vaccination soit responsable d’un
phénoméne d’épitope spreading (Disis et al., 1999), un vaccin contenant un seul épitope d’une seule
restriction HLA induit une réponse immune trop faible, uniguement chez les patients porteurs du
polymorphisme HLA approprié, agissant sur un nombre limité de cellules tumorales, et rapidement
menacée par l'immunoédition de la tumeur. L'utilisation de stratégies polyépitopiques voire
polyantigéniques se justifie donc, et constitue aujourd’hui une grande part des vaccins peptidiques

développés.

Enfin, il a été démontré récemment que le dépdt antigénique formé par I'lFA au site d’injection
favorisait la séquestration des T effecteurs et leur dysfonction (Hailemichael et al., 2013) (Salerno et
al., 2013). Ne revelant pas de la construction antigénique en elle-méme, ce dernier point sera détaillé

ultérieurement (cf. Partie 3.3.1).
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3.2.2.1. l’importance de la longueur du peptide

Il a ainsi été montré que I'ajout de quelques acides aminés en N-ter protegeait I'épitope des
protéases intracellulaires et permettait I'induction d’une réponse CD8 chez la souris (Bijker et al., 2008;
Wei and Sherman, 2007). En effet, I'utilisation de longs peptides contenant un épitope CD8 plut6t que
|’épitope isolé minimise le risque de chargement exogéne et restreint la présentation de I'épitope aux
CPA professionnelles capables de cross-présenter des antigenes d’origine exogéne sur leur CMHI, telles
que les DC. En outre, les longs peptides fournissent une source endogéne continue d’épitopes aux DC,

ce qui prolonge le temps de présentation aux lymphocytes.

La tolérance et 'immunogénicité des longs peptides ainsi que la pertinence de leur utilisation
a part la suite été démontrée chez 'Homme dans de nombreux essais précliniques et cliniques

mentionnés tout au long de cette partie 3.2.

3.2.1.2. L'importance de multiples épitopes CD8/CD4

Dans un modele préclinique de cancer du col de I'utérus du au papillomavirus, il a été montré
gu’un vaccin par long peptide contenant des épitopes CD4 et CD8 permettait I'induction d’une réponse
TCD8+ spécifique robuste et améliorait significativement le contréle tumoral comparé a I'utilisation de
I’épitope CD8 uniquement (Shirai et al., 1994). Cette efficacité supérieure était due a deux éléments
distincts : D’une part la présence d’épitopes CD4 (génération de Th1 qui améliorent la puissance de la
réponse CD8 ainsi que des réponses mémoires CD8 a long terme), et d’autre part la longueur du
peptide (supériorité par rapport au peptide court, et ce indépendamment de 'aide des Thl) (Xu et al.,

2012; Zwaveling et al., 2002).

Cette étude a également montré que contrairement au long peptide CD4/CDS8, le mélange
d’épitopes CD8 et CD4 engendrait une faible réponse CD8, démontrant I'importance d’un lien physique
entre les épitopes CD4 et CD8 dans I'induction d’une réponse TCD8+ in vivo (Shirai et al., 1994). On
peut en effet supposer que les épitopes CD4 sont préférentiellement capturés et présentés par les DC
au détriment des épitopes CD8, du fait de leurs avantages propres. lIs sont en effet plus longs (donc
moins facilement dégradables), la fixation sur le CMHII est moins contraignante que sur le CMHI (donc
leur pseudo-dégradation extra ou intracellulaire a moins de conséquences que pour les épitopes CD8),
et favorisés au niveau des voies d’apprétement a l'inverse de la cross-présentation CD8 (cf Partie 1).
En outre, les longs peptides CD4/CD8 permettent de garantir la présentation aux TCD4+ et aux TCD8+

par une méme cellule présentatrice professionnelle.
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Ces résultats ont été confirmés chez ’'Homme :

Lors d’un essai clinique comparant 'immunogénicité d’un cocktail d’épitopes CD8 seul (groupe
A), associé a un peptide CD4 de la toxine tétanique (groupe B), ou associé a un cocktail d’épitopes CD4
(groupe C), versus le cocktail d’épitopes CD4 seul (groupe D), il a été montré que I'ajout d’épitopes
CD4 n’induisait pas d’augmentation de la réponse CD8 dans les groupes B et C. Malgré tout,
I'observation d’une amélioration de survie globale et d’'une réponse clinique chez les patients du
groupe D souligne I'intérét de I'induction d’une réponse CD4 dans I'immunité antitumorale (Slingluff

etal., 2011, 2013).

En revanche, apres une preuve de concept préclinique chez le lapin (Vambutas et al., 2005),
un vaccin contre le papillomavirus contenant un cocktail de 9 longs peptides CD4/CDS8 issus de la
séquence native de I'antigéne E6 et 4 longs peptides CD4/CD8 issus de celle de I'antigéne E7 a montré
une bonne tolérance et I'induction de TCD4+ et TCD8+ spécifiques toujours détectables 1 an post
vaccination chez des patientes atteintes de cancer du col de I'utérus (Kenter et al., 2008; Welters et
al., 2008). Cette méme approche a démontré son immunogénicité et un bénéfice thérapeutique chez
des patientes atteintes de néoplasie vulvaire : A trois mois post-vaccination, 60% des patientes
présentaient une réponse clinique avec réduction des symptdmes et 25% une régression compléte des
|ésions cancéreuses. A 1 an, la réponse clinique était encore présente chez 70% des patientes et 47%
présentaient une rémission compléte (Kenter et al., 2009).Ceci souligne donc I'importance primordiale
de la construction vaccinale sur la réponse immunitaire engendrée, et confirme l'intérét d’utiliser des

longs peptides contenant des épitopes CD8 et CD4.

Cette derniére stratégie vaccinale posséde un autre avantage, car elle est constituée d’un
mélange de longs peptides issus de séquences chevauchantes des antigenes E6 et E7 permettant de
couvrir leur séquence native entiere (Kenter et al., 2008; Welters et al., 2008). Cela aboli au moins
partiellement la problématique de restriction HLA, puisqu’'un méme antigene peut étre la source de

génération de divers épitopes CD4 et CD8 de polymorphismes divers (cf. Partie 1).

De fagon similaire, I'utilisation d’un mélange de long peptides chevauchants constitués des
régions immunogéniques de NY-ESO-1 a été évalué chez des patients dont la tumeur exprimait cet

antigene et a montré l'induction de réponses humorales et cellulaires (Wada et al., 2014).

A I'heure actuelle, deux essais cliniques évaluent ISA101®, un mélange de 13 longs peptides
chevauchants d’E6 et E7. D’une part chez des patientes atteintes du cancer du col de I'utérus HPV16+
avancé ou récidivant, en combinaison avec une chimiothérapie, avec ou sans Bévacizumab (anticorps
anti VEGF) (NCT02128126), et d’autre part chez des patientes atteintes de tumeurs solides incurables
HPV16+ en combinaison avec du Nivolumab (anticorps anti PD1) (NCT02426892).
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3.2.2. Les nouvelles constructions peptidiques

La prise en considération de tous les points précédemment discutés démontre l'intérét
d’utiliser des longs peptides, contenant de multiples épitopes CD4 et CD8 physiquement liés. De
nombreuses équipes de recherche se focalisent également sur I'amélioration « artificielle » de la
construction antigénique afin de renforcer lI'immunogénicité vaccinale, créant de nouvelles

constructions peptidiques hybrides :

Si théoriquement l'utilisation d’un cocktail de séquences peptidiques chevauchantes couvrant
la protéine native semble idéale pour induire une immunisation efficace chez le plus grand nombre de
patients, il ne faut pas oublier que les multiples épitopes contenus dans le vaccin vont étre soumis a
une compétition de fixation sur le CMH qui peut limiter la présentation antigénique des plus

immunogenes.

Une facon de résoudre ces problématiques est de remplacer la séquence native de 'antigéne
par une longue séquence artificielle comprenant un ou plusieurs épitopes CD4 et CD8 préalablement
sélectionnés pour leur immunogénicité. Ainsi, un vaccin par un long peptide hybride comprenant un
épitope CD4 et un épitope CD8 de I'antigéne MAGE-A4 s’est avéré bien toléré et immunogene chez

I’'Homme (Takahashi et al., 2012).

En outre, ces longs peptides hybrides offrent des possibilités d’optimisation quasiment
illimités, notamment en améliorant artificiellement le taux de fixation des épitopes sur le CMH, le
nombre de polymorphisme HLA couverts, ou encore la génération d’épitopes au niveau intracellulaire.

Un condensé des différentes approches développées est présenté ci-apres.

62



3.2.2.1. Amélioration de I'affinité sur le CMHI par modification d’acides aminés
3.2.2.1.1. P1Y et le polymorphisme HLA-A*0201

Le placement d’une Tyrosine en premiére position (P1Y) a été identifiée comme une méthode
générale d’amélioration de I'affinité d’épitopes HLA-A*0201 (Tourdot et al., 2000), utilisée dans

plusieurs stratégies vaccinales.

Le vaccin galinpepimut-S est constitué de trois longs peptides d’épitopes CD4 natifs de WT1
compatibles avec divers polymorphismes HLA-DRB1, associés a un peptide court représentant un
épitope CD8 natif modifié artificiellement (P1Y). Cet épitope CDS fait également partie de la séquence
naturelle d’un des trois longs peptides CD4 (peptides chevauchants), sur lequel il a également été

modifié de la méme facon (Figure 21) (Krug et al., 2010; May et al., 2007).

Cette modification permet une augmentation de I'affinité de liaison de I'épitope au HLA-
A*0201, sans toutefois empécher la reconnaissance de la séquence native par les T spécifiques générés

(Pinilla-lbarz et al., 2006).

Name of Peptide Sequence

WT1-Al {FPNAPYL \\>~ Galinpepimut-S vaccine
WT1-122A1 long SGQ.-': [FPNAPYLPSCLES <+ Long CD4 peptide epitope
WT1-427lng  RSDELVRHHNMHQRNMTKL — Minimal CD8 epitope

WT1-331lng  PGCNKRYFKLSHLQMHSRKHIG [] eavmutation

-

Figure 21 : Construction antigénique du Galinpepimut-S.
Adaptée d’apres (Krug et al., 2010; May et al., 2007)

Lors d’un essai de phase Il chez des patients atteints de leucémie myéloide aigué, le traitement
par galinpepimut-S a démontré une bonne tolérance, I'induction d’une immunité spécifique, et était
associé a une survie de plus de 5 ans comparé au controle (Maslak et al., 2018). Un autre essai de
phase Il chez des patients atteints de mésothéliome pleural malin a également montré la sécurité et
I'immunogénicité du galinpepimut-S, avec une période sans progression tumorale et une survie globale
qui tendaient a étre améliorées dans le groupe expérimental (Zauderer et al., 2017). Des essais

cliniques de phase Ill sont attendus.
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Comme évoqué précédemment (cf. Partie 3.1.3), les épitopes cryptiques rendus trés affins au
CMH par modification de leur séquence présentent a la fois les avantages des antigenes du Soi et des

néoantigenes sans leurs inconvénients respectifs.

Vx001 est un vaccin composé de deux peptides de 9 acides aminés : un épitope CD8 cryptique
HLA-A*0201 natif de hTERT et son variant P1Y optimisé. Testé dans un essai clinique de Phase I/l sur
33 patients atteints de cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) subséquemment extendu a
des patients porteurs de divers types de cancers. |l a été observé une bonne tolérance vaccinale ainsi
que l'induction d’une forte immunité spécifique chez 44% des patients, qui était significativement

corrélée a un meilleur pronostic clinique.

Lors d’un essai de phase llb chez des patients HLA-A2 atteints de NSCLC dont la tumeur était
hTERT+ et dont la maladie était stabilisée aprés une premiére chimiothérapie (NCT01935154), Vx001
a permis une augmentation significative de leur survie globale (20,7 mois versus 7,9 mois) et de la
durée d’efficacité avant résistance au traitement (R,6 mois versus 3,1 mois) comparé a un placebo

(Georgoulias et al., 2013; Kotsakis et al., 2014; Vetsika et al., 2012).

Cette méme équipe de recherche a aussi développé un autre candidat vaccin, Vx-006, composé
de 3 variants peptidiques P1Y HLA-A*0201 dérivés de 3 antigénes universels que sont MAGE, TERT et
HER2. Un essai de phase | chez des patients atteints de tumeurs solides a montré une bonne tolérance
du vaccin et I'induction d’'une réponse multispécifique contre les 3 antigenes chez 30% des patients

(NCT02289196).

3.2.2.1.2. P1A et/ou PIL et le polymorphisme HLA*B0O702

L’équipe ayant développé les vaccins Vx001 et Vx006 a également démontré trés récemment
que le placement d’une Alanine en position 1 (P1A) ou d’une Leucine en position 9 (P9L) étaient
généralement associés a une affinité supérieure pour le polymorphisme HLA-B*0702 (Gallou et al.,
2016), ouvrant la porte au développement d’une construction vaccinale pour ce polymorphisme. Il est

en effet retrouvé chez 25% des humains.
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3.2.2.2. Abolition de la restriction HLA par usage d’épitopes CD4 universels

L'utilisation de longs peptides artificiels permet d’optimiser I'immunogénicité vaccinale.
Cependant, a moins de multiplier les designs dans un méme vaccin, I'applicabilité de ce type de
construction est intrinsequement restreinte aux polymorphismes HLA des épitopes CD4 et CD8 choisis.
Afin de résoudre partiellement le probléme, certains vaccins associent plusieurs épitopes CD4 et/ou
CD8 différents, provenant ou non du méme antigéne. De méme, les épitopes CD8 sélectionnés sont
généralement de polymorphisme HLA-A*0201 (50% de la population caucasienne). Enfin, une autre

facon d’élargir la population cible vaccinale est d’utiliser des épitopes CD4 issus d’antigenes universels.

3.2.2.2.1. Epitopes universels non tumoraux

PADRE (pan-DR épitope) est capable de se lier avec une affinité de I'ordre du nanomolaire sur
de nombreux polymorphismes HLA-DR. Il a été obtenu par ajout de séquences d’ancrage aux différents
polymorphismes DR sur une séquence d’épitope CD4 dérivé de la protéine KLH, fortement

immunogene (KLH, Keyhole Limpet Protein) (Alexander et al., 1994).

Lors d’un essai clinique, un mélange d’'épitopes de WT1 Pr3 et MUC1 (chacun administré a un
site différent) soit avec PADRE (groupe 1) soit avec un épitope CD4 de MUC1 (groupe 2) a montré une
augmentation de T CD4+ PADRE-spécifiques au phénotype régulateur chez le groupe 1. De plus,
aucune de ces stratégies vaccinales n’a permis I'induction de TCD8+ naifs ou préexistants; Il a été
observé a l'inverse une déplétion en TCD8+ (Kuball et al., 2011). Les auteurs pointent du doigt un
systéme adjuvant inadapté (montanide et CpG). Cela peut également étre di a I'absence de lien
physique entre les épitopes CD8 et PADRE (cf.3.2.1.2), et/ou a I'inefficacité de I'aide au recrutement
tumoral des LTC par les Th1 non spécifiques (Wong et al., 2008). Il serait intéressant de tester PADRE

dans le cadre d’un vaccin par long peptide hybride.

Une autre approche, utilisée dans le vaccin SurVaxM®, consiste a conjuguer un long peptide
issu de la survivine (contenant des épitopes CD8 de polymorphismes divers) a la protéine KLH entiére,
qui potentialise la réponse LTC en fournissant une réponse Th1l anti-KLH (Fenstermaker et al., 2016).
Lor d’un essai clinique de phase |, ce vaccin a montré une bonne tolérance et I'induction d’une réponse
cellulaire et humorale chez 6 sur 8 patients atteints de gliome. 3 patients traités ont eu leur cancer
stabilisé pendant plus de 6 mois. SurVaxM est actuellement en phase Il (NCT02455557) chez des
patients atteints de gliome nouvellement diagnostiqués, en association avec le Temozolomide

(antinéoplasique).

65



La toxine tétanique contient des épitopes CD4 naturellement panDR (Panina-Bordignon et al.,
1989). En outre, du fait des programmes vaccinaux mondiaux, nous sommes théoriqguement
immunisés contre la toxine tétanique. La vaccination par un épitope CD4 issu de cet antigéne permet
donc la génération d’une forte réponse secondaire CD4 mémoire stimulant d’avantage le systéme
immunitaire. Récemment, un polyglycérol hyperbranché porteur de multiples constructions
antigénique constituées d’un épitope B de MCU1 associé a un épitope CD4 de la toxine tétanique a été
développé (Glaffig et al., 2014) et a permis I'obtention d’une forte réponse humorale MUC1-spécifique

chez la souris.

3.2.2.2.2. Epitopes universels tumoraux
Par rapport aux épitopes universels non tumoraux, I'utilisation d’un épitope universel tumoral
exprimé chez le patient permet en théorie de garantir le recrutement tumoral des LTC par les Thl

générés.

hTERT, la sous unité transcriptase inverse de la télomérase, est surexprimée dans de nombreux
cancers et associée a un mauvais pronostic (Li et al., 2016). Elle joue un réle important dans
I'immortalité des cellules cancéreuses et la transition épithélio-mésenchymateuse (Zanetti, 2017). Une
approche par vaccinologie inverse a permis d’identifier 4 épitopes CD4 universels d’"hTERT (UCP,
Universal Cancer Peptide) affins a de multiples polymorphismes HLA-DR qui sont surexprimés dans de
nombreux types cancéreux (incluant les cellules souches) et pour lesquels il existe notamment un
répertoire Thl endogene significatif (38% des T CD4+ totaux) associé a un meilleur pronostic a la
chimiothérapie chez des patients atteints de NSCLC (Godet et al., 2012). L'administration de ces
épitopes CD4 avec des peptides CD8 d’hTERT chez des souris a permis d’augmenter le pourcentage de
TCD8+ spécifiques (sauf UCP1) et de TCD8+ activés (pour les 4 UCPs) comparé aux peptides CD8 seuls
(Dosset et al., 2012).

Une autre équipe a montré un puissant phénomeéne d’épitope spreading suivant la vaccination
par un peptide CD4 de hTERT (GV1001) chez les survivants a longs terme (Inderberg-Suso et al., 2012).
Cet épitope spreading de clones CD4 n’était pas retrouvé chez les mauvais répondeurs. Son analyse a
permis de mettre en évidence (1) une réponse CD8 cytotoxique envers un épitope CD8 de restriction
HLA-B7 enchassé dans GV1001 et non décrit auparant, et (2) la mise au point d’un vaccin hTERT (UV1)
contenant GV1001 et deux autres épitopes CD4 caractérisés. Sa composition couvre beaucoup de
polymorphismes HLA et en fait un vaccin CD4 universel. Il est actuellement testé en phase /1l avec du
GM-CSF dans le cancer de la prostate métastatique (population nouvellement diagnostiquée
hormononaive) (NCT01784913), dans le NSCLC aprés une cure de chimio ou radiothérapie

(NCT01789099), et dans le mélanome métastatique en combinaison avec I'ipilimumab (NCT02275416).
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GX301 est un autre vaccin ciblant la télomérase. Il est constitué d’un mélange de 4 longs
peptides immunogeénes contenant des épitopes CD4 et CD8 d’hTERT (Fenoglio et al., 2015). Il a montré
une bonne tolérance et une immunogénicité chez 100% des patients atteints du cancer de la prostate
ou du poumon dans un essai de phase I/Il, et était associé a une survie globale et en rémission
prolongée chez les patients ayant une réponse T polyclonale. De I'imiquimod était apliqué localement
aux sites d’injections (Fenoglio et al., 2013). Il est actuellement évalué en phase Il chez les patients
atteints d’un cancer de la prostate résistant a la castration, post chimiothérapie de premiere ligne

(NCT0229370).

3.2.2.3. Amélioration de la présentation CMHI| par li-key

Une approche développée pour améliorer le taux de présentation CMHII d’un épitope CD4
vaccinal consiste a le conjuguer a li-key, un peptide issu de la chaine invariante li (ou CD74) qui est
impliquée dans la fixation sur le CMHII (cf. partie 1.2). En effet, il a récemment été observé que des
fragments de li (li-key) mimaient les fonctions d’HLA-DM, a savoir le détachement de CLIP, la
génération d’'une conformation CMHII réceptive a la fixation d’épitopes, et la sélection des épitopes
les plus affins par compétition de liaison (cf. partie 1.2) (Chou et al., 2008). Or, I'expression d’HLA-DM
est parfois suprimée dans les cellules cancéreuses, ce qui empéche la présentation antigénique
d’épitopes a la surface cellulaire (Chamuleau et al., 2004). Par conséquent, la conjugaison d’épitopes
vaccinaux avec un fragment li-key peut favoriser leur présentation en palliant I'’éventuelle déficience
en HLA-DM endogéne. De plus, il a été montré que cette construction permettait la fixation des
épitopes vaccinaux directement au niveau extracellulaire sur les complexes CMH-peptide

préalablement exprimés par la cellule cible (Adams and Humphreys, 1995).

Comparée a I'ajout de résidus d’ancrages dans la séquence épitopique, la conjugaison a li-key
permet d’augmenter le niveau de présentation antigénique sans risque d’altérer la spécificité méme
de I'épitope. Cette approche vaccinale s’est avérée bien tolérée et immunogéne dans des essais
cliniques de phase | chez des patients atteints de cancers du sein et de la prostate, ol un long peptide
comprenant un épitope CD4 d’HER2 était conjugué a li-key. Une diminution du nombre de Treg a
également été observée (Gates et al., 2010; Perez et al., 2010, 2010). Cependant, un essai de phase Il
sur des patientes atteintes de cancers du sein n’a pas montré de bénéfice clinique pour cette
construction vaccinale (Mittendorf et al., 2016). Il a néanmoins été observé une tendance non
significative de survie sans rechutes plus longue chez les patientes atteintes d’un cancer du sein triple
négatif.

Il serait particulierement intéressant, pour favoriser la réponse LTC antitumorale, de
développer une technique similaire pour la fixation sur le CMHI. Au vu de son réle dans la formation

du complexe de chargement sur le CMHI, on pourrait imaginer utiliser la tapasine (cf.1.2.2.1).
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3.2.2.4. Amélioration de la génération d’épitopes par linker optimisé

Si théoriquement l'utilisation d’une longue séquence antigénique naturelle contenant a la fois
des épitopes CD4 et CD8 semble I'idéal pour obtenir une immunisation plus efficace, il ne faut pas
oublier que les voies d’apprétement et de présentation mettent en jeu des protéases qui vont cliver
ce peptide en différents fragments, risquant ainsi soit de détruire un épitope, soit au contraire de

I'allonger de quelques acides aminés, rendant son chargement impossible sur le CMHI.

Une facon de résoudre cette problématique est d’entourer ces épitopes immunogenes par des
séquence de clivage préférentielles de protéases intracellulaires. La conception de ces « linker » peut
notamment étre améliorée aprés caractérisation précise de la ou des voie(s) d’apprétement

empruntée(s) par le vaccin, et donc de la ou les principales protéases mises en jeu.

Ainsi, dans une stratégie peptidique innovante, il a été observé que la formulation vaccinale
induisait I'adressage cellulaire du vaccin spécifiguement au niveau du RE et du Golgi. Dans ces
organites, les auteurs ont observé que la génération des épitopes vaccinaux dépendait essentiellement
du clivage par la protéase furine. Le long peptide hybride utilisé a donc été optimisé par I'ajout
séquences linker sensibles a la furine entre les séquences épitopiques afin de favoriser la génération

des épitopes au détriment de leur dégradation (Lu et al., 2004).

De méme, un long peptide de 40 acides aminés comprenant 2 épitopes CD4 et 3 épitopes CD8
issus de la Survivin et séparés par des « linker glycine » a permi une présentation antigénique plus
longue par les DC ainsi que lI'induction de réponses TCD4+ et TCD8+ plus importante que le simple
mélange de ces épitopes in vitro. Ce vaccin a ensuite été administré en intradermique (toutes les 2
semaines durant 2 mois) chez une patiente atteinte d’un cancer du sein résistant aux traitements
conventionnels dont la tumeur exprimait la Survivin. Une régression tumorale compléte a été observée
1 mois apres la derniére injection ainsi qu’une forte réponse a la fois humorale et cellulaire contre la

Survivin (Ohtake et al., 2014).
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3.3 Optimisation de la formulation vaccinale

3.3.1. U'importance de la formulation adjuvante

3.3.1.1. Les différents types d’adjuvants

L’adjuvant ou systéme adjuvant est une substance ou préparation qui a pour but d’améliorer
I'efficacité de I'immunisation contre I'antigéne auquel il est associé. La présence d’un adjuvant permet
de réduire les doses d’antigénes et le nombre de rappels requis pour obtenir une immunité. Ills ont un
intérét en termes d’efficacité, de colt, mais également de sécurité, puisqu’ils permettent d’obtenir un
vaccin fortement immunogéne avec une tolérance optimale. Plus important encore, ils peuvent rendre
possible une immunisation efficace chez les populations immunodéprimées pour lesquelles les vaccins
vivants sont contre-indiqués (risque de réactivation) et les vaccins non vivants sans adjuvants
inefficaces (défaut d’activation du systéme immunitaire). Les adjuvants actuellement commercialisés
sont peu nombreux, concernent les vaccins non vivants (inactivés, conjugués, purifiés ou sous-

unitaire).

Il existe diverses classes d’adjuvants aux mécanisme d’action variés : Les immunomodulateurs
agissent sur les signaux 2 et 3 d’activation lymphocytaire en modulant le type de réponse adaptative
et son intensité. lls s’agit principalement des cytokines et des ligands TLR. Les systéemes de délivrance
et de vectorisation, qui ont essentiellement pour but d’améliorer le taux de présentation antigénique
(signal 1 d’activation lymphocytaire) par protection et adressage du vaccin, peuvent également étre
considérés comme des adjuvants. Ils peuvent en outre avoir un role supplémentaire
d’'immunomodulateur en jouant sur la dynamique cellulaire, la cinétique de la réponse immune, son

intensité ou encore le type de réponse adaptative engendré.

Autrefois dérivés de I'empirisme, un intérét croissant est dorénavant porté a la caractérisation
précise du ou des mécanismes d’actions des adjuvants, qui se révelent avoir une forte influence sur la
qualité de la réponse immune induite. Dans le cas d’un vaccin tumoral, on va chercher a obtenir une
réponse adaptative de type cellulaire, avec génération de Thl et de LTC effecteurs et mémoire. Cela
requiert donc I'utilisation d’adjuvants qui vont favoriser I'adressage du vaccin aux DC, favoriser la
cross-présentation d’épitopes CD8, et orienté I'immunité spécifique vers une réponse cytotoxique
(Khong and Overwijk, 2016). Les stratégies adjuvantes novatrices présentées en parties 3.3.2 et 3.3.3

sont parfois communes aux autres types de vaccins antitumoraux non peptidiques.
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3.3.1.2. Limites des « anciens » adjuvants

Les sels d’aluminium, trés utilisés dans les vaccins antiinfectieux commercialisés, favorisent
une réponse humorale (Marrack et al., 2009). lls ne sont donc pas pertinents pour la conception d’un

vaccin antitumoral.

L’adjuvant incomplet de Freund (émulsion huileuse) est I’adjuvant majoritairement utilisé des
premieres stratégies de vaccination antitumorale jusqu’a aujourd’hui. Son potentiel immunogéene a
été mis en évidence il y a plus de 50 ans, mais il ne fait pas partie des adjuvants utilisés dans les vaccins

prophylactiques du fait d’'un rapport bénéfice risque insuffisant.

Comme mentionné précédemment, le dépo6t antigénique formé par I'lFA au site d’injection
favorise la séquestration des T effecteurs et leur dysfonction (Figure 22) (Hailemichael et al., 2013;
Salerno et al., 2013). Il est toutefois important de noter que cet effet délétere était significativement
présent lors d’une vaccination par un cocktail d’épitopes CD8, mais moindre lors d’une vaccination par
longs peptides. Par ailleurs, la présence d’IFA ne semble pas entacher |'efficacité clinique des longs
peptides de séquence native d'E6 et d’E7 présentée précédemment (Kenter et al., 2009). Ceci souligne
une fois de plus I'importance de la construction vaccinale et particulierement la supériorité de la

vaccination par longs peptides.

3 hours post vacc. 3days 3weeks 3months
tumor inflamed tumor inflamed tumor inflamed tumor inflamed
Tcells priming  vacc. site very inflamed T cells deleted
T cells in blood T cells at vacc. site  or dysfunctional low
T cells deleting

3 hours post vacc. 3days 3 weeks 3 months
tumor inflamed tumor inflamed tumor very inflamed  tumor reduced n
Tcells priming T cells at tumor T cell memory i n
T cells in blood T cells killing tumor
vacc. site dearing c 3
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Figure 22 : Différences de dynamiques cellulaire T observées lors une émulsion vaccinale
dans de I'IFA versus une émulsion saline : L'IFA séquestre les T effecteurs au site de vaccination ce

qui inhibe leur activité antitumorale. D’apres (Hailemichael and Overwijk, 2013)
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D’autres émulsions eau dans I'huile moins visqueuses et plus stables que I'IFA se sont
développées tel que le montanide ISA-51 ou ISA-720 induisant des réponses humorales et cellulaires
(réponse biaisée Thl pour le montanide ISA-72 d’aprés le fabriquant) (Aucouturier et al., 2002). Leur
tolérance est avéré de part leur utilisation dans environ 300 essais cliniques de phase | a Ill toute

pathologie et formulation vaccinale confondues.
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3.3.2. Polarisation vers une réponse cellulaire cytotoxigque

3.3.2.1. Les ligands de TLR

Une classe importante d’adjuvants beaucoup plébiscité dans les stratégies vaccinales
anticancéreuses sont les agonistes de TLR (catégorie de PRR). Les ligands TLR induisent la sécrétion de
cytokines proinflammatoires et I'expression de molécules de costimulation sur les DC, favorisant leur
migration aux ganglions lymphatiques. En outre, les signaux d’activation TLR favorisent la cross
présentation par sollicitation d’un réservoir supplémentaire de CMHI au niveau du compartiment
endosomal de recyclage (Nair-Gupta et al., 2014). Le choix des TLR est important pour la polarisation

de la réponse immune vers le type cellulaire (Mandraju et al., 2014) (Figure 23).

TLR2
TLR1/TLR6/TLR10 LBP
14 : TLR4 i

|
. 4 = 4
Type | IEN Cytoklr]';:,e cillulalr:r;‘oklnes, IL-10  Typeé | IFN

Figure 23 : Les TLR et leurs voies de signalisation. D’aprés (Toussi and Massari, 2014)

NF-kB, AP-1 (MAPKs) J
- H "’/

Le TLR4 reconnait le lipopolysaccharide bactérien et est exprimé sur la membrane des cDC,
macrophages et certaines cellules épithéliales. Un ligand synthétique de TLR4 nommé MPLA engendre
une forte polarisation de la réponse immune vers le type cellulaire (Netea et al., 2005), tout comme
I'association MPLA et aluminium (AS04) développé par GSK (Garcon et al., 2007). L’analogue 3-0-
desacyl-4’-MPL est I’adjuvant contenu dans le vaccin CERVARIX® contre linfection par le

papillomavirus (Harper, 2009).
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Le TLR2 reconnait des lipopeptides bactériens et est exprimé sur la membrane de nombreux
types cellulaires immuns tels que les DC et les lymphocytes. Un ligand synthétique de TLR2 nommé
Pam3Cys a été créé et a démontré sa pertinence en tant qu’adjuvant antitumoral dans un modeéle
murin d’un vaccin par longs peptides. Tout particulierement, les conjugués Pam3Cys/longs peptides
ont permis d’obtenir des réponses T CD4+ et CD8+ robustes alors que le simple mélange antigene-

adjuvant n’en était pas capable (Zom et al., 2014).

Le TLR9 reconnait les llots CpG méthylés bactériens et est exprimé au niveau endosomal chez
les DC et les macrophages. Des ligands synthétiques de TLR9 nommés CpG A, B et C ont été testés dans
de nombreux types cancéreux et ont montré une bonne tolérance et capacité adjuvante en essais
cliniques. On peut notamment citer un essai clinique récent ou un vaccin long peptide issu de NY-ESO-
1 a été injecté en sous-cutané avec du CpG B et a permis I'induction de fortes réponses TCD4+ et TCD8+

sur 18/18 patients atteints de mélanome (Baumgaertner et al., 2016).

Le TLR3 reconnait I’ARN double brin et est exprimé au niveau endosomal chez les cDC,
macrophages et cellules épithéliales. Un ligand synthétique de TLR3 nommé polylCLC a démontré un
effet adjuvant chez des patientes atteintes de cancer de I'ovaire par une administration sous-cutanée
concommittante avec un vaccin par longs peptides chevauchants (Sabbatini et al., 2012), ainsi que chez
des patients atteints de gliome par injection intramusculaire associée a un mélange de peptides courts

vaccinaux adminitrés en sous-cutané (Okada et al., 2015).

Les TLR7 et TLR8 reconnaissent des ARN simple brin et sont exprimés au niveau endosomal par
les pDC et les cDC respectivement. L'imiquimod est un ligand des TLR7/8 qui est utilisé en traitement
topique antitumoral du carcinome basal et des verrues génitales sous forme d’une créme (Love et al.,
2009). Il a été montré chez des patients atteints de mélanome que I'application préalable d’imiquimod
au site d’injection d’un vaccin protéique recombinant de NY-ESO-1 était bien toléré et permettait
I'induction de réponses humorales et cellulaires une fraction significative de patients. Ces réponses
immunes était associées au recrutement au site d’injection de diverses populations immunes
(lymphocytes, monocytes, macrophages, DC, NK) (Adams et al., 2008). Sur un modeéle d’explant cutané
humain, il a été observé que I'application topique d’imiquimod avait un effet adjuvant supérieur a son
injection intradermique. L’activation, la migration et la capacité de cross présentation des DC
résidentes était renforcée par application d’imiquimod (Fehres et al., 2014). Cependant, la capacité
adjuvante de I'imiquimod n’a pas encore été confirmée cliniquement. Récemment, il a été montré
chez des patientes atteints de néoplasies vulvaires et vaginales de stade avancé que I'application
préalable d’imiquimod au site d’injection d’un vaccin par longs peptides issus d'E6 et E7 ne permettait

pas d’améliorer I'efficacité vaccinale (van Poelgeest et al., 2016).
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3.3.2.2. Les cytokines

Des cytokines immunostimulantes sous forme de protéines recombinantes telles que I'lL-2

I'IFNa ou encore le GM-CSF peuvent également étre utilisées.

L’IL-2 active de maniére globale la réponse T. In vivo, ce sont les T CD4+ activés qui en sont la
source majoritaire. L'IL-2 a été approuvée en traitement antitumoral direct pour le carcinome rénal et
le mélanome métastatiques dés la fin du 20°™ siécle. Son efficacité en tant qu’adjuvant vaccinal
antitumoral a été démontrée chez des patients atteints de mélanome ou I'administration d’IL-2 en
association avec un vaccin peptidique gp100/IFA a permis un taux de réponse clinique et une durée de
survie sans progression tumorale supérieures dans un essai de phase Ill (Schwartzentruber et al.,

2011).

L'IFNa est fortement impliqué dans I'immunité endogene antivirale par son action sur divers
types cellulaires. Elle augmente notamment la présentation antigénique par les DC et favorise
I'induction d’une réponse TCD8+ effectrice. L'IFNa sous forme simple ou pegylée est utilisé dans le
carcinome rénal métastatique, I’hépatite C chronique, et aprés résection des mélanomes primaires.
Son efficacité adjuvante a été démontrée chez la souris (Sikora et al., 2009), mais pas chez I'Homme
(Kirkwood et al., 2009; Pilla et al., 2006) en tant qu’adjuvant de vaccins peptidiques contre le

mélanome.

Le GM-CSF, utilisé dés les premiéres tentatives de vaccins antitumoraux, qui permet d’induire
le recrutement et la maturation des DC (Dranoff et al., 1993). Cependant, une revue systématique de
la littérature récente montre un faible bénéfice thérapeutique du GM-CSF dans les vaccins contre le
mélanome de stade avancé (Hoeller et al., 2016). En outre, une dose trop importante de GM-CSF peut
favoriser I'expansion de cellules immunosuppressives telles que les Treg et les MDSC (Parmiani et al.,
2007). Malgré ces limites, le GM-CSF est encore couramment utilisé et concerne 40% des essais

cliniques de phase I/1l actuels (cf Partie 3.4).

Les limites a I'usage des cytokines en adjuvant sont les effets secondaires systémiques (liés a
leur action pléiotropique) mais également leur faible demi-vie requiérant des injections trés réguliéres
et a fortes doses. Ces problématiques peuvent étre minimisées par utilisation de complexes immuns
anticorps-cytokines ou de formes mutantes qui influent sur la durée de vie, I'adressage cellulaire et/ou
I"action des cytokines. Ainsi, il a été observé que selon I’anticorps utilisé, I'administration du complexe
anticorps-IL-2 pouvait favoriser I'expansion de Treg (anticorps JES6-1) ou de T effecteurs (anticorps
S4B6) (Spangler et al.,, 2015). De méme, une augmentation d’efficacité a induire une réponse T
effectrice au détriment de Treg a également été observée par utilisation d’une forme mutante de I'IL-

2 (Carmenate et al., 2013).
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3.3.2.3. Combinaisons d’immunomodulateurs

Du fait de leur voies de signalisation spécifiques et/ou redondantes (Toussi and Massari, 2014),
la combinaison de différents TLR peut s’avérer pertinente. Ainsi, une synergie d’action entre les TLR7
et les TLR3 a été mise en évidence in vitro et in vivo et peut notamment s’expliquer par I'activation
simultanée des voies TRIF et MyD88 (Warger et al., 2006). D’autres synergies TLR ont été mises en
évidence in vitro tels que la combinaison TLR7 avec TLR2, TLR4 ou TLR9, ou encore TLR4 avec TLR2

(Mitchell et al., 2010).

Par ailleurs, il a été montré dans de nombreuses études précliniques que la combinaison
d’agonistes TLR ou d’autres sitmuli innés tels que I'lFNa avec un anticorps anti-CD40 présentait une
synergie d’action (McWilliams et al., 2010; Sanchez et al., 2007). En effet, la combinaison anti-CD40 et
ligands TLR/IFNa potentialise I'expression de CD70, qui par interaction avec CD27 sur le TCD8+
spécifiques stimulent les réponses cellulaires effectrices et mémoires. Elle engendre ainsi des réponses
primaires et mémoires plus puissantes sur modéle murin. En particulier, il a été observé sur modele
primate non humain que la combinaison de CD40 (administration V) et d’un ligand de TLR3 améliorait
significativement la puissance des réponses TCD4+ et TCD8 induites par un vaccin peptidique. De fagon
étonnante, il a été montré que les T effecteurs induits était principalement localisés au niveau

pulmonaire (Thompson et al., 2015).

D’autre part, il a été récemment observé que I'amorgage spontané d’une réponse T CD8+
contre un antigene tumoral implique I'induction de la protéine adaptatrice STING situé au niveau du
RE, qui va stimuler les génes d’interféron (Woo et al., 2014). Des agonistes de STING ont ainsi été
développés et ont montré une efficacité intratumorale directe par injection intratumorale dans un
modele de mélanome in vivo (Corrales et al., 2013). Les agonistes de STING s’averent également
efficaces en adjuvant d’un vaccin par cellules tumorales modifiées sécrétant du GM-CSF (Fu et al.,
2015). Il serait intéressant d’évaluer les agonistes STING avec ou sans ligands TLR dans un vaccin

peptidique.

Enfin, la conjugaison physique entre I'adjuvant et I'antigéne permet que la capture antigénique
et l'induction de molécules de costimulation aient bien lieu sur la méme DC, ce qui garantit une
présentation antigénique immunogéne et favorise la cross présentation des épitopes CD8+ (Abdel-Aal

et al., 2014; Zom et al., 2014, 2016).
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3.3.3. Potentialisation de I'adressage aux DC

3.3.3.1. Les systémes de délivrance particulaires

La formulation en particules vaccinales est d’avantage immunogéne qu’un vaccin sous forme
soluble parce que cela requiert une internalisation par endophagocytose, qui est une caractéristique
propre aux CPA et aux DC en particulier, a lI'inverse des autres populations cellulaires dénuées de cette

capacité (cf. Partie 1).

Divers systemes particulaires se sont développés en stratégie vaccinale, notamment les
liposomes et les polymeéres synthétiques (PLG, PLA, PLGA) ou naturels (chitosan, collagene, gélatine,
inuline), ou encore les dérivés de saponine (ISCOMATRIX, QS21). Selon leur taille et leur composition,
ils possedent des propriétés physico-chimiques et biologiques variables. Par exemple, les nanoarticules
vaccinales de 20 a 200 nm diffusent passivement jusqu’aux ganglions lymphatiques ou elles sont
capturées par les DC résidentes (Reddy et al., 2006), alors que les microparticules (500 — 2000nm) sont
préférentiellement capturées par les DC naturellement présentes ou recrutées au site d’injection. On
peut également citer les liposomes a propriété fusiogéne (fusion a pH acide avec la membrane
endosomale, relarguant leur contenu dans le cytosol) qui semblent particulierement intéressants pour

favoriser la cross présentation dans le cadre d’un vaccin antitumoral (Zamani et al., 2018).

Certains systémes particulaires ont également des propriétés immunomodulatrices. Elles
peuvent étre intrinseques, comme pour le QS21 (Ragupathi et al., 2011) et I'inuline (Kumar et al., 2017)

ou ajoutées artificiellement, par inclusion de ligands TLR notamment.

Le vaccin L-BLP25 (Tecemotide®) est constitué d’un lipopeptide antigénique de 25 acides
aminés contenant un résidu lysine palmytoide a sa séquence carboxyterminale. Ce résidu favorise son
incorporation dans un liposome immunogéne composé de 3 lipides: cholestérol, dimyristoyl
phosphatidylglycérol, et MPLA (induction d’une réponse Th1). Il a été montré que la liaison physique
entre le liposome immunogéene était requise pour l'induction d’'une réponse immune robuste, et
indispensable a I'induction d’une réponse T. Dans cette stratégie, la réponse cellulaire n’était pas
affectée par la localisation liposomale du peptide (en surface ou a I'intérieur), a I'inverse de la réponse
humorale pour laquelle I'expression du peptide a la surface du liposome était indispensable (Guan et

al., 1998).

Lors d’un essai clinique de phase lll chez des patients atteints de cancer du poumon non a
petites cellules, le Tecemotide® a permis une amélioration significative de la survie globale chez le
sous-groupe ayant recu une chimiothérapie au préalable par rapport au groupe contréle (Xia et al.,

2014).
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Tres récemment un autre vaccin peptidique utilisant des liposomes possédant a leur surface
CpG-ODN et du mannose a permis l'inhibition de la croissance d’une lignée de mélanome B16
implantée chez les souris ainsi que la prolongation de leur survie. Le nombre de DC
immunosuppressives (MDSC) et de Treg était réduit par le vaccin alors que les LTC et T activés
producteurs d’IFNy étaient augmentés. En outre, une augmentation de lI'apoptose des cellules
tumorales, une inhibition de I'angiogenése tumorale et de la prolifération tumorale ont été observées

(Lai et al., 2018).

Ces systemes particulaires peuvent également étre fonctionnalisés par des anticorps afin de

cibler spécifiguement une ou plusieurs sous-populations de DC :

Comme vu précédemment, différents sous-types de DC sont impliqués dans I'immunité
antitumorale (cf.1.2.2.3). Il a par ailleurs été montré que le ciblage par nanoparticules vaccinales de
multiples sous-types de DC favorisaient leur « cross-talk » par sécrétion d’IL-15 et augmentait la
réponse T (Sehgal et al., 2014). Plus particulierement, I'étape limitante déterminant I'efficacité d’un
vaccin peptidique est la cross-présentation des épitopes CD8, qui se retrouve en forte compétition

avec la voie classique CMHII in vivo (cf.1.2.2.3).

On a vu précédemment que la délivrance aux endosomes précoces abolissait les différences
de capacité de cross-présentation entre les sous-types de cDC (cf. Partie 1). Divers anticorps
permettant une délivrance antigénique aux endosomes précoces des DC ont été identifiés. Il s’agit des
récepteurs endocytaires CD40, CD11c, CLEC9A, MR (récepteur au mannose), DC-SIGN (par ciblage de
la région « neck »), ainsi que de la chaperonne ORP150. A I'inverse, le ciblage de DEC-205 ou encore
de DC-SIGN (par ciblage de la région « CRD ») favorise le routage du cargo antigénique vers les
lysosomes (Schuette and Burgdorf, 2014b). Il est important de préciser que ces expériences ont été
réalisées avec lI'ovalbumine (glycoprotéine soluble), et que ces résultats ne s’appliqueront pas

forcément a un autre antigene, notamment sous forme particulaire.

Il peut également étre intéressant d’utiliser les anticorps endogénes du patient comme
vecteurs vaccinaux via la formation de complexes immuns avec le vaccin in vivo. Les complexes immuns
sont des médiateurs puissants de I'activation des DC et facilitent la cross présentation antigénique,
notamment lorsqu’ils sont captés par liaison au FcRn exprimé par les DC mucosales (Baker et al., 2013;
Boross et al., 2014; van Montfoort et al., 2012). Partant du postulat que nous sommes universellement
immunisés contre la toxine tétanique par la présence d’anticorps anti IgG, une équipe a conjugué un
long peptide vaccinal a un épitope de lymphocyte B issu de la toxine tétanique. Cette construction
vaccinale permet théoriqguement la formation de complexes immuns in vivo entre le vaccin et nos

anticorps au niveau plasmatique.
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Il a été montré que cette stratégie améliorait de facon significative la réponse T et son efficacité
antitumorale sur modéle murin, par utilisation d’un long peptide dérivé de I'ovalbumine. La capacité

de cette construction vaccinale a rompre la tolérance envers des antigenes du Soi reste a évaluer.

Une autre approche novatrice, utilisée par le vaccin TVGV-1®, est la conjugaison d’une
séquence peptidique d’E7 avec I'exotoxine A de Pseudomona aeruginosa et un signal de rétention au
reticulum endoplasmique (RE). L’exotoxine A est utilisée en tant que vecteur car elle se lie in vivo au
récepteur LRP1 présent entre autres sur les CPA. Le vaccin est ensuite clivé par le protéasome, et le
signal d’adressage au RE facilite la présentation des épitopes d’E7 sur le CMHI. Chez la souris, ce vaccin
avait induit de fortes réponses LTC et une protection contre un challenge tumoral. Il est actuellement

en essai clinique de Phase lla chez des patients atteints de tumeurs HPV+ (NCT02576561).

3.3.3.2 Les peptides pénétrant les cellules

Les peptides pénétrants les cellules (CPP, Cell Penetrating Peptides) sont des peptides de 5 a
30 acides aminés ayant la capacité de traverser les membranes cellulaires avec la possibilité de
transporter avec eux un cargo (protéine, acides nucléiques, petites molécules). Leur propriété
pénétrante provient de leur séquence qui peut étre cationique (riche en arginine et tryptophane),
amphiphile, ou hydrophobe, et de son interaction avec les charges de la membrane plasmique
responsable de divers mécanismes d’entrée (divers types d’endocytoses et de diffusions passives)
(Borrelli et al., 2018). Chaque CPP a ses propres particularités selon sa structure : Le CPP LAH4 est
capable d’induire une translocation cytoplasmique car il change de conformation sous I’acidification
endsosomale (Prongidi-Fix et al., 2007), alors que le CPP Penetratine induit une présentation par
apprétement vacuolaire (Pouniotis et al., 2016). lIs peuvent étre synthétisés a facon pour favoriser leur

routage intracellulaire.

Les CPP sont entrés dans le développement clinique de nombreux traitements pour des
pathologies diverses et variées. Leur inconvénient majeur dans le cadre d’un vaccin peptidique
antitumoral est le manque de spécificité de leur adressage cellulaire. Malgré cela, les stratégies

vaccinales utilisant des CPP montrent des résultats prometteurs chez la souris.

Ainsi, il a été montré qu’un cargo contenant des épitopes CD4 et CD8 ou une protéine entiére
liée a la Penetratine permet la présentation CMHI et CMHII, une inhibition de la croissance tumorale
et une protection aprés rechallenge tumoral a 40 jours (Pouniotis et al., 2011). Par ailleurs, une

augmentation de I'efficacité vaccinale autant prophylactique que thérapeutique a été observée chez
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la souris pour divers antigenes tels que CEA, p53, survivin, MUC-1, HPv16-E7, ou HER2 lorsqu’ils étaient

formulés avec un CPP versus sans CPP (Grau et al., 2018).

Un vaccin long peptide hybride composé d’épitopes CD4 et CD8 de MAGE-3 ou d’'HPV-16
conjugués avec une séquence pénétrante du CPP TAT a permis I'induction de TCD4+ et d’anticorps
mais pas de TCD8+ chez des patients souffrant d’un cancer de la téte et du cou MAGE-A3+ ou HPV16+
lors d’un essai clinique de phase I. Aucun bénéfice clinique n’a été observé suivant les criteres RECIST,

excepté pour un patient dont le cancer s’est stabilisé durant plus de 10 mois (Zandberg et al., 2015).

Il s’agit du vaccin contenant des linker sensibles a la furine évoqué précédemment (cf.3.2.2.4),
qui est adressé spécifiqguement au niveau du RE et du Golgi grace a la séquence du CPP. Cette approche
est particulierement intéressante car elle combine deux innovations différentes qui agissent en
synergie : un routage intracellulaire favorisant la cross-présentation, et une construction peptidique
favorisant la génération d’épitopes au lieu d’adressage du vaccin. Cependant, aux vues des résultats

cliniques, elle ne semble pas optimale pour induire une réponse LTC.
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3.4. Optimisation de I'administration

3.4.1. Voies d’administration novatrices

Les vaccins actuellement commercialisés en France sont essentiellement délivrés par une
injection intradermique (ID), intramusculaire (IM) ou sous cutanée (SC). Quelques vaccins sont délivrés

par voie muqueuse (polio, choléra, salmonelle, rotavirus, grippe) (Nizard et al., 2014).

Le choix de la voie d’administration est trés important car cela peut trés fortement influencer

|’efficacité vaccinale.

Premiérement, la voie d’administration doit étre adaptée a la formulation vaccinale. Les
vaccins peptidiques étant destinés a étre capturés et présentés par des DC, ce sont les voies SC et ID
qui sont privilégiées dans les essais cliniques car riches en DC et bien tolérées par les patients. A
I'inverse, la voie IM pauvre en DC est peu utilisée en vaccination peptidique, mais représente la voie
d’administration majoritaire des vaccins nucléiques du fait que ce tissu est capable de produire de

grandes quantité d’antigenes a partir d’acides nucléiques (Khan et al., 2014).

Deuxiémement, il est essentiel de prendre en compte la localisation de la tumeur dans le choix
de la voie d’administration, afin d’obtenir une immunité robuste au niveau du site tumoral. En effet,
on a vu que les DC impriment un programme de recrutement préférentiel des lymphocytes vers leur

site d’activation initial (cf. Partie 1.1.1.).

Cette immunité peut se « mesurer » notamment par la présence de lymphocytes T CD8
mémoires résidants dans les tissus (TRM). Les TRM ont été décrits dans de nombreux cancers
(urothélial, colorectal, ovarien, endométrial, cervical, pulmonaire, ainsi que dans le mélanome et le
glioblastome). Leur accumulation est corrélée avec un bon pronostic pour plusieurs cancers (vessie,
ovaire, poumon) et de maniére plus fiable que le taux de T CD8+ total (Gebhardt et al., 2018). Ces
cellules résident de facon prolongée dans les tissus sans recirculation systémique et s’activent
rapidement lors d’un second contact antigénique. Bien que leur implication dans l'immunité
antitumorale prophylactique ou thérapeutique a été démontrée chez la souris pour certains cancers,
leur mécanisme d’action précis reste a définir. Certaines études suggerent qu’elles seraient également
les principales cibles des inhibiteurs de points de contréle immunitaire du fait de leur expression

constitutive de ces molécules (Nizard et al., 2016).

Ainsi, si les DC cutanées et notamment les cellules de Langherans favorisent le recrutement
lymphocytaire au site cutané inflammé (Dudda et al., 2004), il a été montré que la vaccination
peptidique par voie sous-cutanée ou intradermique ne permettait pas d’obtenir une forte réponse CD8

locale pour les cancers a localisation muqueuse (ORL, pulmonaire, digestif, urogénital). A I'inverse, la
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vaccination par voie mugueuse induit une immunité a la fois locale et systémique davantage approprié

pour ce type de cancers et leurs métastases (Nizard et al., 2014).

La vaccination muqgueuse n’a pour l'instant pas été étudiée cliniquement chez 'Homme dans
le cadre de vaccins peptidiques antitumoraux, mais donne des résultats sur modeles murins
prometteurs pour de nombreux cancers muqueux. Par exemple, 'administration par voie orale d’un
vaccin peptidique a permis de générer une réponse T CD8+ capable de contrbler la croissance de
tumeurs gastriques alors que la méme formulation vaccinale n’était pas efficace par voie sous-cutanée

(Wakabayashi et al., 2008).

Encore plus intéressant, |'existence d’un tissu lymphoide commun aux muqueuses (MALT,
Mucosal associated lymphoide tissu) organisé de fagon similaire aux ganglions lymphatiques permet
d’induire par une immunité mucosale locale mais également a distance. De ce fait, il a été montré que
la vaccination par voie sublinguale permettait d’'induire une immunité non seulement au sein des
mugqueuses aériennes mais également au niveau des muqueuses urogénitales. Cette immunité se
révélait par ailleurs suffisante pour inhiber la croissance tumorale des tumeurs présentes a ces niveaux

(Cuburu et al., 2009; Hervouet et al., 2014).

Cependant, la spécificité du microenvironnement de chaque muqueuse fait qu’elles n’ont pas
toutes la méme capacité a induire une forte immunité locale ou distante. Il a été montré que la voie
mugqueuse vaginale se révele peu efficace pour induire une immunité locale, notamment a cause de
I’estradiol qui inhibe 'amorcage de la réponse TCD8+ (Seavey and Mosmann, 2009). En outre, il a été
observé que les voies intravaginale et SC étaient efficaces pour induire une régression tumorale dans
la vessie et non la voie nasale chez la souris (Domingos-Pereira et al., 2014). Chaque site
d’administration muqueux semble donc induire des tropismes de T activés a des sites distincts et bien
définis. Certaines études suggerent également une influence du microbiote local cutané ou intestinal

dans la modulation de I'efficacité vaccinale (Kamada and Nufiez, 2014; Naik et al., 2012).

Une autre solution qui permet d’améliorer la réponse CD8 locale consiste a associer une
vaccination SC ou ID a une stimulation de I'immunité innée au niveau tumoral, notamment par des
ligands TLR. Un vaccin peptidique contre le papillomavirus associé a I'administration locale de CpG-
ODN a ainsi permis une régression complete de tumeurs génitales chez 75% des souris au lieu de 20%

par vaccination seule (Domingos-Pereira et al., 2013).

Aux vues de ses différentes études, on peut donc penser que la vaccination par voie
intratumorale serait I'idéale pour induire une réponse locale optimale. La tumeur n’est cependant pas
toujours accessible ; Si oui elle est généralement retirée par chirurgie, sauf parfois lorsqu’il y a de

multiples métastases. De plus, I'administration intratumorale requiert une compétence particuliére.
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Enfin, I'administration vaccinale dans le microenvironnement tumoral pourrait favoriser Ia
présentation tolérogéne d’antigenes vaccinaux si elle n’est pas associée a un traitement visant a levée

I'immunosuppression locale.

D’autres voies d’administration minoritaires sont également étudiées en vaccination
peptidique, notamment la voie systémique intraveineuse (IV) dans les stratégies Trivax et Bivax
utilisant un cocktail d’épitopes CD8 associés a des ligands TLR (Cho and Celis, 2009; Cho et al., 2013) ;
Il a été montré que I"'administration par voie intraveineuse permettait d’induire une immunité plus
efficace que par voie SC ou ID, en favorisant le tropisme aux ganglions lymphatiques et en facilitant le

recrutement de T naifs a ce niveau (Bridle et al., 2016; Cho et al., 2013).

L’effet antitumoral de la vaccination induite par Bivax a été démontré in vitro sur lignée de
mélanome B16 et chez des souris par inhibition de la croissance tumorale. Cette approche permet
d’obtenir des réponses T particulierement importantes et comparables avec la réponse immune

antivirale, notamment par I'utilisation du polylCLC en adjuvant (>70% de TCD8+ spécifiques sanguins).

De facon étonnante, la dépletion en CD4 avant les injections prime et boost n’avait aucune
influence sur l'intensité et la durée de la réponse TCD8+. Autre singularité, I'utilisation de longs
peptides dans ces conditions s’avére moins efficace que des peptides courts (Cho et al., 2013). Le
caractere amphiphile du peptide semble quant a lui primordial ; cela permet en solution aqueuse la
formation de nanostructures mimant une particule virale qui pourrait étre captée plus efficacement

par les DC (Hartgerink et al., 2001).

Ces résultats suggeérent que l'efficacité d’une construction vaccinale dépend de la voie
d’administration utilisée, ce qui souligne I'importance d’utiliser en préclinique des modeles similaires
au mode d’administration envisagé chez ’'Homme. Par ailleurs, la transposabilité chez I’'Homme de ce
vaccin par voie veineuse est susceptible d’engendrer un syndrome de choc toxique, surtout compte

tenu du pourcentage de lymphocytes spécifiques engendrés.
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3.4.2. Mode d’administration

L'utilisation de multiples peptides sous-entend une compétition d’affinité sur le CMH,
notamment pour les peptides de méme polymorphisme HLA (Powell and Rosenberg, 2004). Ceci peut
étre évité en subdivisant la préparation vaccinale en plusieurs vaccins monoépitopiques administrés a
des sites d’injection distinct. Néanmoins cette stratégie d’administration est peu tolérable par le
patient au-dela de 3 a 4 peptides différents, d’autant plus que les schémas thérapeutiques de vaccins

antitumoraux impliquent généralement plusieurs cycles d’injections.

Des résultats précliniques ont montré que la compétition peptidique n’inhibait pas
I'immunogénicité vaccinale puisque I'administration d’un vaccin tri épitopique permettait une réponse
T pour chaque antigene équivalente a leur injection par vaccin mono épitopique dans un modéle de

mélanome chez la souris (Thompson et al., 2004).

Chez 'Homme, il a été observé pour un vaccin di-antigénique par comparaison de deux essais
cliniques séquentiels que la réponse T vis-a-vis d’'un peptide pouvait étre altérée au profit de
I'immunogénicité de I'autre peptide lorsqu’ils étaient injectés au méme site versus divisés en deux

injection a des sites distincts (Rosenberg et al., 2006).

Néanmoins, une étude prospective comparant un vaccin a 12 épitopes et un vaccin a 4
épitopes a montré que I'immunogénicité intrinseques des épitopes était maintenue quelque soit la
formulation, et que le vaccin a 12 épitopes permettait I'obtention d’une réactivité T cumulative
augmentée (NCT00938223) (Slingluff, 2011). Plusieurs épitopes de ce vaccin avaient notamment la
méme restriction HLA, ce qui permet de démontrer 'addition de deux ou trois peptides liant le méme
polymorphisme CMH n’inhibe pas I'immunogénicité intrinséque des épitopes. Ces résultats sont en

faveurs du développement de stratégies vaccinales multiépitopiques.

De méme, dans un essai clinique de phase | chez des patients atteints de cancer colorectal, le
mode d’administration (commune ou divisée, en SC) n’a pas eu d’influence sur I'immunogénicité d’un
vaccin composé de 5 épitopes CD8, dont 3 proviennent d’antigénes tumoraux différents et 2 de
facteurs angiogéniques. Sur 18 patients, 1 a observé une régression tumorale compléte et 6 une
stabilisation. Les patients ayant développés des LTC spécifiques d’au moins 3 antigénes ont eu
signicativement un meilleur pronostic (médiane de survie de 27,8 mois versus 3,7 mois) (Hazama et

al., 2014). Ceci conforte I'intérét d’utiliser plusieurs antigenes tumoraux.

Enfin, d’autre criteres d’administration influent également sur I'efficacité vaccinale, tels que le
nombre d’injections rappels (boost), le calendrier des injections, ainsi le schéma d’administration

vaccin/adjuvant ou vaccin/traitement associé (administration séquentielle, combinée, différée, ...).
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3.5. Etat des lieux des vaccins peptidiques en essais cliniques

3.5.1. Vaccins peptidiques en phase Il

En effectuant une recherche au 20/04/2018 sur la base de données NCT Clinical Trials avec les
mots clefs « Cancer » et « vaccine », et en sélectionnant les essais cliniques actifs de phase lll
(recrutement terminé), on dénombre 4 essais cliniques en vaccination thérapeutique antitumorale

dont 2 vaccins peptidiques et 2 vaccins utilisant des cellules dendritiques.

La premiére stratégie peptidique est un vaccin de production biologique utilisant une
technique d’isolement et de purification d’antigenes solubles (gp100, MART-1, MAGE-3 et MelanA
notamment) a partir de 3 lignées cellulaires de mélanome, qui sont ensuite formulés dans de

I’hydroxyde d’aluminium avant d’étre injecté au patient (technologie Polynoma®) (NCT01546571).

La seconde stratégie peptidique en phase Il est constituée d’une combinaison brevetée de 10
néo-épitopes dont 9 épitopes CD8 HLA-A2 provenant de 5 antigeénes tumoraux différents sélectionnés
en fonction de leur mauvais pronostic clinique dans de nombreux cancers (p53, CEA, HER-2 et
MAGE2/3), et 1 épitope CD4 universel PADRE (Ishioka et al., 2004). Parmi eux se trouve un épitope
CD8 issu du CEA (CAP1) optimisé par le remplacement d’une arginine en position 6 par un acide
aspartique (CAP1-6D). En plus de cet épitope optimisé déja caractérisé, 6 autres des 8 épitopes CD8
ont été modifiés par substitution d’acide aminé afin d’améliorer leur affinité de fixation sur le CMH et

leur affinité d’interaction avec le TCR (technologie Memopi®).

L'efficacité de Tedopi® avait été évaluée dans un essai de phase Il (NCT00104780) chez des
patients HLA-A2+ atteints d’'un cancer du poumon non a petites cellules de stade avancé ou
métastatique, aprés échec d’un inhibiteur de point de contréle immunitaire. Il a été observé une
amélioration du taux de survie a 1 an (59% vs 49%) de la médiane de survie (17,3 mois vs 12 mois) et
de la survie a long terme par comparaison au groupe contréle composé de patients HLA-A2 négatifs
(Barve et al., 2008). 89% des patients du groupe expérimental ont montré une stabilisation de leur

pathologie et une forte corrélation significative entre les réponses T et la survie a été observée.

Cette stratégie vaccinale est actuellement évaluée chez la méme population dans un essai de
phase Il afin de démontrer sa supériorité par rapport a d’autres traitements conventionnels

(NCT02654587).
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3.5.2. Vaccins peptidiques en phase | et |l

En effectuant une recherche au 20/04/2018 sur la base de données NCT Clinical Trials avec les
mots clefs « Cancer » et « vaccine », en sélectionnant les essais cliniques actifs de phase | et Il
(recrutement terminé), on dénombre 175 essais cliniques en cours sur la vaccination antitumorale
dont 159 concernent des vaccins thérapeutiques et 34 sont des vaccins peptidiques (21%), concernant

divers types de cancers, dont le mélanome (26% des essais) (Figure 24).
Sur les 34 essais cliniques de vaccins peptidiques thérapeutiques antitumoraux :

Concernant la stratégie antigénique, on dénombre 16 études (47%) portées sur des vaccins
polyantigéniques, dont la majorité cible essentiellement des antigénes associés aux cancers (MART-1,
gp100, NY-ESO-1...), 3 concernent des vaccins personnalisés ciblant des néoantigénes, et 2 vaccins
ciblent des xénoantigénes (E6, E7). Les autres stratégies vaccinales étudiées (53%) sont mono-
antigéniques mais en général multiépitopiques. Les antigénes les plus représentés en stratégies mono-
antigéniques sont hTERT (4 essais), le récepteur a aux folates (3 essais), et WT1 (3 essais). Toute

stratégies confondues, les antigénes HER2 (4essais) et gp100 (4 essais) sont également les plus utilisés.

On note également plusieurs stratégies utilisant un design vaccinal amélioré. Ainsi, 2 vaccins
utilisent des peptides variant P1Y (NCT02289196, NCT01266083), 1 utilise des complexes KLH-peptide
(NCT02455557), et 1 utilise un peptide de I'antigéne E7 du papillomavirus fusionné avec une exotoxine

de Pseudomonas aeroginosa et un signal de rétention au réticulum endoplasmique (NCT02576561).

Concernant la formulation, les peptides sont le plus souvent émulsifiés dans du montanide
(38%) et administrés avec du GM-CSF (44%). L’adjuvant incomplet de Freund autrefois trés utilisé n’est
retrouvé que dans 1 essai sur les 34 (NCT00470015). On note I'apparition des ligands TLR tels que le
polyICLC (mentionné dans 3 essais cliniques) et I'imiquimod (dans 1 essai clinique) et, 1 vaccin utilise

une forme liposomale (NCT00828009).

Concernant I'administration, le schéma vaccinal est essentiellement constitué de plusieurs
cycles d’injections avec un nombre d’injections et des fenétres thérapeutiques variables. Les voies ID
ou SC sont systématiquement utilisées. Afin de minimiser la compétition de présentation épitopiques,
certains vaccins sont divisés en sous-préparations de spécificité distinctes et administrées

simultanément a des sites d’injection différents (NCT02293707, NCT02289196, NCT00960752).
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NCT Phase Désignation du vaccin Cancer Antigénes Vaccin GM- jmonta
Poly-Ag Noms Personnalisé |CSF [-nide

NCT01784913 171 uv1 cancer de la prostate hTERT X
NCT01789099 /1 uv1 cancer du poumon hTERT X
NCT02128126 /1 ISA101/ISA101b cancer du col de |'utérus X E6, E7 X
NCT01227772 I OTSGC-A24 cancer gastrique X OTSGC-A24 FOXM1, DEPDC1, KIF20A, URLC10 et VEGFR1
NCT02593227 1l FRa vaccine cancer du sein récepteur a aux folates X
NCT02764333 Il TPIV200 cancer de I'ovaire récepteur a aux folates X
NCT02737787 [ WT1 Vaccine cancer de |'ovaire WT1 X X
NCT02293707 1l GX301 cancer de la prostate hTERT X
NCT01922921 11 HER-2/neu Intracellular Domain Protein cancer du sein HER2
NCT00343109 I HER-2/neu intracellular domain protein cancer du sein HER2
NCT03199872 ALl RV001 cancer de la prostate RHoC X
NCT01606241 | Multi-epitope Folate Receptor Alpha Peptide Vaccine cancers de |'ovaire ou des trompes récepteur a aux folates X
NCT02426892 1l ISA 101 Cancers HPV+ X E6, E7 X
NCT02289196 [ Vx006 tumeur solides X MAGE, TERT et HER2
NCT00828009 Il emepepimut-S cancer du poumon MUC1
NCT02287428 | Personalized NeoAntigen Vaccine glioblastome X néoantigénes X
NCT01970358 | Peptides mélanome X néoantigénes X
NCT02429440 I7n peptide vaccine cancer rénal X antigénes associés aux cancers (TAA) X X
NCT02452307 171 peptide vaccine cancer de la prostate PSA X X
NCT00960752 Il gp100 / MAGE-A3 mélanome X gp100 et MAGE-A3
NCT02754362 Il Peptide Vaccine glioblastome X EGFRvIII IL13Ra EphA2 Her2 YKL-40 X
NCT01961115 Il MELITAC 12.1 Peptide Vaccine mélanome X TAA & TTX
NCT01890980 Il WT-1-vaccine mésothéliome pleural WT1 X X
NCT02576561 1l TVGV-1 Cancers HPV+ E7
NCT01266083 Il WT1 peptide vaccine LAM/LAL WT1
NCT02454634 [ IDH1 peptide vaccine glioblastome IDH1 (isocitrate dehydrogenase type 1)
NCT02149225 | APVAC1/APVAC2 glioblastome X 5-10 TAA pour APVAC1 / 1-2 neoantigénes pour APVAC2 X X
NCT02275416 /ALl UV1vaccine mélanome hTERT X
NCT00515528 Il 4-peptide melanoma vaccine mélanome X antigénes associés aux cancers (TAA) X X
NCT01176474 | NY-ESO-1 157-165 (165V) / gp100:280-288 (288V) mélanome X NY-ESO-1, gp100 X
NCT00470015 | MART1a, gp100 et Survivin mélanome X MART1a, gp100 et Survivin X
NCT01176461 I ART-1/ NY-ESO-1/ gp100:209-217(210M) / gp100:280-288(288) mélanome X NY-ESO-1, gp100 X
NCT02455557 Il SVN53-67/M57-KLH Peptide Vaccine glioblastome survivin X X
NCT02696356 | GRN-1201 mélanome X antigénes associés aux cancers (TAA) X

Figure 24 : Vaccins thérapeutiques de type peptidique en cours d’essais cliniques de phase | ou Il.
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On retrouve parmi ces essais cliniques de nombreuses stratégies vaccinales précédemment

évoquées dans ce manuscrit.

Cet antigene n’ayant pas encore été mentionné, les quelques essais actuels concernant le

récepteur a aux folates méritent d’étre abordés :

3 essais cliniques concernent un méme vaccin constitué d’'un mélange de 5 épitopes CD4 du
récepteur a aux folates (FR30, FR56, FR76, FR113, and FR238). Environ 88% des génotypes HLA sont
réactifs a au moins 1 de ces épitopes. Cet antigéne du Soi est surexprimé dans de nombreux cancers.
Cette stratégie vaccinale a été évaluée chez des patientes atteintes de cancer du sein ou de I'ovaire
préalablement traitées au cyclophosphamide, et a démontré une bonne tolérance ainsi que
I'apparition ou l'augmentation d’une immunité spécifigue chez plus de 90% des patientes
indépendamment de leur génotype HLA (Kalli et al., 2018). Cette immunité se développe
progressivement a 5 mois et persiste a 1 an. Un essai clinique en cours dans le cancer du sein triple
négatif évalue deux doses (faible et forte) de ce vaccin avec ou sans prétraitement au
cyclophosphamide NCT02593227, un autre essai clinique évalue la sécurité et I'efficacité de sa
combinaison avec GMCSF et Durvalumab (anticorps anti-PDL1 indiqué dans le carcinome urothélial)
(NCT02764333), et un troisieme sa combinaison avec le cyclophosphamide dans plusieurs types de

cancers (NCT01606241).

Par ailleurs, les stratégies de vaccins personnalisés de néoantigénes sont actuellement « a la
mode » grace aux nouvelles techniques d’identification de pointe, et commencent a arriver au stade
des essais cliniques (Kim et al., 2018). Cette approche représente cependant un vrai défi technique et
économique a mettre en place pour qu’elle puisse devenir profitable au plus grand nombre de

patients.

Ainsi, un essai clinique évalue I'applicabilité, la tolérance et I'immunogénicité d’une association
de deux vaccins personnalisés (NCT02149225) ; APVAC1® et APVAC2®. Le premier est mélange
spécifique de 5 a 10 peptides surexprimés par la tumeur du patient issus d’'une banque peptidique. Le
second est un mélange de 1 a 2 peptides issus de néoantigénes synthétisés spécifiguement pour le
patient, suivant leur identification par analyse du mutanome puis de I'HLA ligantome de la tumeur. La
fabrication personnalisée de ces vaccins impose un délai de 3 (APVAC1) a 6 mois (APVAC2) entre
I'inclusion du patient et I'administration de la premiere dose vaccinale. Ces deux vaccins sont

administrés avec du GM-CSF et du PolyIC.
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D’autre part, deux essais cliniques concernent NeoVax®, un autre vaccin personalisé qui
contient jusqu’a 20 néoépitopes autologues sous forme de longs peptides administré avec du polyICLC.
D’un coté en monothérapie associé a du polylCLC chez des patients atteint de mélanome
(NCT01970358), et de I'autre chez des patients atteints de glioblastome en combinaison avec une

radiothérapie (NCT02287428).

La stratégie de conception de Neovax® est la suivante : Pour chaque patient, la comparaison
du séquencage ADN complet de cellules tumorales et de cellules saines autologues a permi d’identifier
des mutations somatiques, dont I'expression a été évaluée par séquencage ARN complet des cellules
tumorales. Aprés prédiction in silico des séquences peptidiques susceptibles d’étre les plus affines au
polymorphisme CMHI du patient, ces longs peptides ont été synthétisés en qualité clinique et séparés
en 4 pools injectés a des sites distincts (Figure 25). Le délai entre I'inclusion et la premiére injection,

représentant la durée de fabrication du vaccin personnalisé, était de 4,5 mois (médiane).
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Figure 25 : Stratégie de conception et d’administration de Neovax® (Ott et al., 2017)

L’essai clinique mené chez les patients atteints de mélanome (NCT01970358) montre des
résultats prometteurs : 4 sur 6 patients vaccinés n’ont pas eu de récurrence tumorale a 25 mois post
vaccination, et 2 ont manifestés une progression tumorale post vaccination. Ces derniers ont alors été
traités par anticorps anti-PD1, ce qui a permis une régression tumorale compléte associée a

I’expansion de leur répertoire T néoantigéniques (Figure 26) (Ott et al., 2017).
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Les réponses endogenes ont été suivies par préléevements de leucocytes sanguins et analyse in
vitro de leur réactivité vis-a-vis de séquences peptidiques chevauchantes (ASP) provenant des 4 pools
peptidiques vaccinaux propre au patient (Figure 27A) par ELISPOT pour I'lFNy. Une médiane de 3 sur4
pools a induit une réactivité significative, non présente avant vaccination, suggérant 'induction de
réponses polyclonales contre les néoépitopes vaccinaux chez tous les patients. On note en outre que
les patients 2 et 6 observant les niveaux de réactivités les plus faibles correspondent aux patients qui
ont rechutés, soulignant le lien entre réponse au vaccin et pronostic (Figure 27B). Aprés analyse par
marquage intracellulaire, il s’est avéré que les réponses détectées par ELISPOT étaient des réponses
TCD4+ uniquement. L'observation de réponses TCD8+ (IFNy+) a pu étre détectée aprées expansion et
préstimulation des cellules in vitro avec des peptides épitopiques issus des peptides vaccinaux (ESP,

Figure 27A), et ce pour 8 des 17 pools ESP totaux parmiles 6 patients (47%) (Figure 28C). A noter qu’au
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Figure 26 : Devenir des patients (NCT01970358). D’apres (Ott et al., 2017).

moins 1 pool ESP par patient a permi I'induction d’une réponse TCD8+.
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On remarque donc que malgré une stratégie basée sur I'identification de néoépitopes CD8 de
haute affinité, ce sont des réponses TCD4+ qui sont majoritaires in vivo (~60% versus 20% de réponses
TCD8+), ce qui souligne une fois de plus que la cross-présentation est I'étape limitante de I'efficacité

vaccinale antitumorale.

D’autre part, de fagon tout a fait intéressante, il a été observé pour les patients 2 et 6 que les
réponses polyclonales au vaccin étaient maintenues et méme étendues aprés 9 a 12 mois de
traitement anti-PD1. Ainsi, pour le patient 2, on note I"apparition de 4 nouveaux clones TCD4+ post
anti-PD1. Pour le patient 6, certains clones TCD4+ ont disparus mais d’autres sont apparus, et on note
également I'apparition de 2 nouveaux clones TCD8+ (Figure 28). Ces résultats soulignent I'intérét

d’utiliser des ICl en combinaison avec un vaccin antitumoral.
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Figure 28 : Le répertoire T au vaccin persiste et évolue sous anti-PD1. Sur la droite, on peut voir des
exemples d’ELISPOT pour I'IFNy aprés vaccination (a 16 semaines) et aprés traitement par anti-PD1 (a
16 semaines) concernant des réponses TCD4+ contre 3 antigénes mutés. Le DMSO (diméthylsulfoxyde)
est un controle négatif. D’apres (Ott et al., 2017).

Cette étude constitue donc la preuve de concept de I'applicabilité, de la tolérance et de

I'immunogénicité d’un vaccin long peptides personnalisé antitumoral.
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Conclusion

Nous venons de détailler les principales découvertes et évolutions récentes en termes de
stratégies antigéniques, de constructions peptidiques, de formulation et d’administration visant a
optimiser I'immunogénicité vaccinale in vivo. En particulier, certains vaccins tels que Tedopi® et

Neovax®, ou encore galinpepimut-S®, Vx001® et TVGV1® semblent sortir du lot.

Si globalement les lecons des anciennes constructions peptidiques ont été tirées et que I'on
remarque une amélioration des design vaccinaux, les stratégies développées restent extrémement
hétérogenes car chaque équipe de recherche n’utilise finalement que quelques unes des techniques

d’optimisation de I'immunogénicité développées et non la combinaison de toutes.

En particulier, on observe encore de nombreuses stratégies composées d’épitopes courts, ou
encore de cocktails d’épitopes CD8 sans épitopes CD4. Bien que certaines montrent une bonne
tolérance et immunogénicité en préclinique ou phases cliniques précoces, elles pourraient aisément
améliorer leur chance d’atteindre ou de valider un essai clinique de phase Il par prise en compte au

minimum de tous les points limites listés en Partie 3.2.2.

Par ailleurs, cette diversification du nombre de stratégies fait qu’il est difficile de les comparer
entre elles et de distinguer les plus pertinentes. Néanmoins, en prenant en considération toutes les
stratégies d’optimisation présentées dans cette these, on pourrait imaginer le vaccin peptidique

antitumoral idéal comme suit :
Des séquences hybrides de type longs peptides contenant :

- 1variant P1Y d’un épitope CD8 de polymorphisme HLA*A0201 issu d’une séquence cryptique
ou non codante de WT1

- 1variant P1A et/ou PIL d’un épitope CD8 de polymorphisme HLA-A*0702 issu d’une séquence
cryptique ou non codante de MAGE

- 4 épitopes CD4 universels différents issus d’une séquence cryptique ou non codante d’"hTERT

En effet, I'oncogénicité d’hTERT, de WT1 et de MAGE ainsi que leur large expression dans
divers types tumoraux en fait une stratégie polyantigénique de choix (cf.3.1.2), et I'utilisation
d’épitopes cryptiques ou non codants permet en théorie de combiner la présence d’un répertoire T
effecteur chez la majorité des patients a une expression spécifiquement restreinte aux cellules
tumorales (cf.3.1.3). En outre, I'association de ces deux polymorphismes CMHI permettrait en théorie
d’induire une réponse LTC chez 75% de la population caucasienne, et leur combinaison a des épitopes

CD4 universels résoud presque totalement la problématique de restriction HLA (cf.3.2.2.2).
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On pourrait ainsi créer 4 constructions différentes en combinant a chaque fois 1 épitope CD8
avec 1 des épitopes CD4. Le design en longs peptides permettrait d’améliorer le taux et la durée de

présentation par les DC (3.2.1.1), et I'association CD4/CD8 de booster la réponse LTC (cf.3.2.1.2).

Pour aller plus loin, les épitopes de ces peptides pourraient étre entourés par des séquences
linker sensibles a la dégradation par le protéasome afin de favoriser la génération d’épitopes tout en
les protégeant (cf.3.2.2.4), et ces longs peptides seraient conjugués a une séquence homologue de
I'ubiquitine permettant I'adressage au protéasome (Yu et al., 2016). Cela combine une stratégie de
routage a une stratégie de génération d’épitopes, comme pour la stratégie du vaccin CPP TAT
(cf.3.3.3.2, association linker furine et adressage au RE), qui n’a pas été retenue ici car n’ayant pas

permis I'induction d’une réponse LTC chez les patients.

Enfin, chaque construction serait encapsulée dans un liposome fusiogene a pH acide, portant

a sa surface des ligands TLR3 (PolyICLC) et des anticorps anti-CD40 :

Le liposome donnerait une forme particulaire au vaccin, favorisant son endophagocytose par
les DC, et protégerait le vaccin des protéases extracellulaires (cf.3.3.3.1). Les ligands TLR3 ont été
retenus par rapport aux autres ligands TLR du fait qu’ils font partie de plusieurs stratégies vaccinales

prometteuses actuellement en essais cliniques.

(HLA-A2) WT1 (HLAIl universel) hTERT n°1 ‘;-‘(- A /,{
1 XXXXXX)I:IXXXXXXXXXXXXXXXXX)I:- : %\ 4
(HLA-A7) MAGE (HLAIl universel) h\TERT n°2 ' d
2 EAROOOOOOOEX XXX <7
(HLA-A2) WT1 (HLAIl universel) hTERT n°3 Liposome /
3 XXXXXX)L____KXXXXXXXXXXXXXXXX:- fusiogéfre a pH N
(HLA-A7) MAGE (HLAIl universel) hTERT n°4 Acide

4 EAX XXX XXXXXXXXXXXOOOO a7

Y
|:| Mutation d’acide aminé V }:
il
[ Linker sensible au protéasome
. - . B\
- Domaine ubiquitine d’adressage au protéasome /» Anti-CD40
/4

XXX X Epitope CD8 issu d’une séquence cryptique ou non codante A PolylCLC

XXX X Epitope CD4 issu d'une séquence cryptique ou non codante

Figure 29 : Le vaccin peptidique antitumoral « idéal ». Figure originale
(anticorps : smart.servier.com)
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Les anticorps CD40 auraient ici un double réle : provoquer l'internalisation du peptide au
niveau des endosomes (cf.3.3.3.1) et stimuler I'immunité innée en synergie avec le polylCLC

(cf.3.3.2.3).

L'adressage par anti-CD40 de I'ovalbumine se fait aux endosomes précoces, mais cela n’a pas
encore été démontré pour un systeme particulaire tel que celui-ci. Avec un liposome fusiogene cela
importe peu, car I'acidification des endosomes, qu’elle soit rapide ou plus lente, va in fine provoquer
la fusion entre les membranes liposomales et endosomales et le relargage du contenu vaccinal dans le
cytoplasme cellulaire. De la, cette construction peptidique permettra en théorie un adressage au
protéasome associé a la génération favorisée des épitopes vaccinaux. Les épitopes CD8 pourront
ensuite regagner soit le RE soit 'endosome-phagosome pour étre cross-présentés sur le CMHI
(cf.1.2.2.3.2), et les épitopes CD4 les endosome-phagosome pour une présentation classique

(cf.1.2.2.1).

A la maniére du vaccin NeoVax® et de d’autres stratégies vaccinales, chacune de ces
constructions serait administrée a un site différent, sans rotation lors des différents rappels. Cela
permet ainsi de prévenir une éventuelle compétition épitopique, bien que plusieurs études aient

démontré que I'impact du mode d’administration sur la réponse immune était moindre (cf.3.4.2).

Pour I'heure, la vaccination peptidique antitumorale n’a toujours pas montré de bénéfices
thérapeutiques en essai clinique de phase Ill. Pour autant, cela fait a peine 20 ans que la recherche en
vaccination antitumorale a débuté, et déja 'amélioration continue des mécanismes immunologiques
vaccinaux a permis le développement de multiples constructions peptidiques optimisées dont
certaines sont en phase Ill. Comparé a la durée moyenne de développement d’'un médicament, qui
peut s’étirer sur plusieurs dizaines d’années avant commercialisation, on peut s’attendre a ce que le
bénéfice clinique de la vaccination thérapeutique soit d’avantage mis en lumiere d’ici une dizaine
d’années, comme le laisse espérer les résultats des essais de phases précoces présentés dans cette

these.

Comme mentionné en début de partie 3, les échecs de développement cliniques peuvent étre
influencés par le fait que les échantillons de patients choisis sont généralement peu
immunocompétents (malgré I'utilisation de « tests compagnons » lors de leur inclusion) avec un cancer
de stade trés avancé. L'impact du choix des biomarqueurs est également a ne pas négliger. De
nouveaux biomarqueurs de réponse émergent tels que le statut d’expression d’EGFR (Gainor et al.,
2016), le ratio de lymphocytes intra et péri tumoraux (Vasaturo et al., 2016), et I'utilsation du critére

RECIST des traitements conventionnels au lieu du critére de réponse immun (Hodi et al., 2016).
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La compréhension des effets immunomodulateurs engendrés par les traitements

conventionnels et leur cinétique permettra d’établir des combinaisons et schéma thérapeutiques

pertinents a I'induction d’'une immunité antitumorale. L’étude de telles combinaisons sera compliquée
mais s’aveére nécessaire, car on sait aujourd’hui que la vaccination antitumorale seule n’est pas
suffisante pour induire une régression tumorale compléte en monothérapie. En revanche, son
utilisation en tant que thérapie consolidante dans la prévention des rechutes post chirurgie ou
chimio/radiothérapie semble tout indiquée. De plus, d’aprés les résultats de I'essai sur Neovax® (cf.

Partie 3.5.2), la combinaison ICl/vaccin semble particulierement pertinente.

En effet, le but d’un vaccin thérapeutique est d’induire une immunité antitumorale, mais celle-
ci se retrouve inefficace si I'immunosuppression du microenvironnement tumoral n’est pas levée,

et/ou si le systéme immunitaire n’est pas désinhibé (surtout chez les patients immunodéficients).

D’autres combinaisons de traitements visant a potentialiser I'action du vaccin sont
envisageables, notamment avec la radiothérapie (Sharabi et al., 2015) ou les virus oncolytiques (Cf.
mécanisme d’action de T-VEC® , Partie 2.2.3) qui favorisent la mort immunogénique des cellules
cancéreuses, ou encore des inhibiteurs de MEK ou EGFR, qui augmentent I’expression du CMH par les

cellules tumorales (Angell et al., 2014; Kumai et al., 2013).

En conclusion, la vaccination peptidique antitumorale n’est pour l'instant qu’au stade de
développement, mais I’évolution des constructions vaccinales et les récents résultats cliniques

prometteurs laissent espérer qu’elle fasse un jour partie intégrante de la lutte contre le cancer.
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Le réle de notre systéme immunitaire est de nous protéger contre toute forme de menace
extérieure (virus, bactéries) mais aussi intérieure (cancers). La survenue de cancers
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pourrait notamment permettre de prévenir les rechutes tumorales au long cours.
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stables, les peptides peuvent s’adapter a une grande diversité de formulations et
d’adjuvants. La vaccination peptidique est aujourd’hui une voie trés active de recherche
du fait de I'amélioration continue des connaissances en immunologie permettant de
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