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Abréviations

Ac : Anticorps

ADCC : Cytotocicyté dépendante d’anticorps

ADN : Acide DesoxyriboNucléique

Ag : antigéne

APC : Cellules présentatrices d’antigénes

ARN : Acide RiboNucléique

BDCA : Blood Dendritic Cell Antigen

BMDC : Cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse
BTLA : B and T lymphocytes attenuator

CD: Cellule Dendritique

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CTL : Lymphocytes T Cytotoxique

CTLA : Cytotoxique T Lymphocytes Antigen

DAMP : Danger Associated Molecular Patterns
DC-SIGN : DC specific ICMA3-grabbing non integrin
EGFR : Récepteur au facteur de croissance épithéelial
GMCSF : facteur de stimulation de colonies de granulocytes-macrophages
HLA : Human Leucocyte Antigen

IDO : indoléamine-2-3-dioxygenase

IFN : Interféron

IL : Interleukine

MAGE : Mélanocyte AntiGEn



MDSC : Cellules suppressives d’origine myeéloide
NK : Natural Killer

PAMP : pathogen associated molecular patterns
PBMC : Cellules mononuclées du sang périphérique
PBL : lymphocytes du sang peériphérique

pDC : Cellule dendritique plasmacytoide

PD-(L)1 : Programmed cell death (ligand) 1

PRR : pattern recognition receptor

RI : Réponse Immunitaire

SPARC : protéine acide sécrétée riche en cystéines
TAP : Tip Associated Protein

T-yd : T gamma-delta

TGF : Transforming Growth Factor

Th : T helper

TIL : Lymphocytes infiltrant la tumeir

TLR : Toll-Like Receptor

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNFR : TFN-récepteur

TRAIL : TNF-related apoptosis inducing ligand
Tregs : Lymphocytes T régulateurs

VIH : Virus de I'Immunodéficience Humaine
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Introduction



1. Le mélanome

1. 1. Définition et caracteéristiques.

Les melanocytes sont des cellules pigmentaires localisées majoritairement au niveau
de la peau, mais aussi dans la rétine, I’iris et l'oreille interne. Dans la peau, elles sont
spécialisées dans la protection contre le stress des ultra-violets. Ces rayonnements trés
énergétiques induisent des radicaux libres, déclenchent un stress oxydatif et provoquent des
cassures de la molécule d’acide désoxyribonucléique (ADN) des cellules. Les mécanismes de
réparation de I’ADN peuvent conduire a des erreurs, des mutations, dont I'impact peut étre
important sur les mécanismes cellulaires. Si1’ADN est trop endommagg, cela entraine la mort
de la cellule par apoptose via I’activation d’une voie métabolique impliquant la protéine p53
(Vousden and Lu, 2002). Les mélanocytes résistent mieux a ce stress que les autres types
cellulaires grace a un environnement paracrine particulier, qui favorise leur production de
mélanine, d’enzymes antioxydantes, de protéines anti-apoptotiques tel que Bcl2, ainsi que les
mécanismes de réparation de ’ADN (Abdel-Malek et al., 2010). Toutefois, Ceci n’empéche
pas I’apparition de mutations pouvant se révéler oncogéniques et favorise par conséquent la

survie de cellules susceptibles d’en posséder.

Suite & un déreglement des mécanismes cellulaires, favorisé par les mutations, les
mélanocytes peuvent se mettre a proliférer localement et causer des tumeurs bénignes (naevus
acquis ou congénital au niveau de la peau) ou maligne, alors appelées mélanomes, qui sont a
90% d’origine cutanée. Le type cellulaire a ’origine de cette tumeur cutanée maligne la
distingue des deux autres : le sarcome (tissu épithélial) et le carcinome (tissu conjonctif). En
plus des mutations fréquentes au sein des tumeurs sur des genes tels p53 ou bcl2 (Vogelstein
and Kinzler, 2004) qui leur conférent une résistance a 1’apoptose, le mélanome conserve la
capacit¢ des mélanocytes a résister aux radiations d’ultra-violets trés énergétiques en s’aidant
de protéines impliquées dans les mécanismes de réparation de I’ADN et de la pigmentation
(Pak et al., 2004). Il a de surcroit un fort potentiel métastatique avec des récidives tardives (au

dela de dix ans).



1. 2. Voies oncologiques du mélanome.

Le tissu tumoral est composé de nombreuses cellules a différents stades d’évolution et
de differenciation. Certaines tumeurs sont plus hétérogénes que d’autres mais toutes sont
caractérisées par leur capacité proliférative. Cette faculté implique la présence au sein des
tumeurs de cellules souches cancéreuses : des progeniteurs exprimant la télomérase (une
enzyme préservant lintégrit¢ des extrémités chromosomiques, offrant une capacité
proliférative infinie) et ayant acquis une mutation levant le contrdle du cycle cellulaire. Dans
le mélanome, il s’agit de progéniteurs mélanocytaires, ou de mélanocytes en partie
dédifférenciés par des mutations. Ces cellules expriment souvent CD133, une molécule
caractéristique de lignage embryogénique, qui permet de les identifier au sein du tissu
(Sabatino et al., 2009). En fonction de la situation (mutations, facteurs paracrines etc...), la
cellule va passer d’un c6té ou de ’autre de la balance générée par le facteur MITF : principal
facteur de différenciation mélanocytaire impliqué dans la prolifération cellulaire et dans la
production des pigments, et par BNR2 : facteur inhibiteur de MITF et impliqué dans la
motilité cellulaire. La présence simultanée de deux sous-populations aux profils opposés
(prolifération / motilité) favorise la formation et I'expansion in vitro de microsphéres
tumorales dans un modéle tridimensionnel sur matrice de collagéne, modele qui illustre bien

leur capacité d’expansion invivo (Thurber etal.,, 2011)

Plusieurs voies peuvent étre impliquées dans 'oncogenése du mélanome, impliquant
un certain nombre de genes et de protéines déterminantes (Ko et al, 2010). La grande
majorité des mélanomes expriment une mutation sur la protéine Braf, la rendant
constitutivement active. Cette protéine est impliquée dans le contréle du cycle cellulaire et de
la differenciation par I’intermédiaire de la voie des MAP-Kinases. Cette mutation seule ne
suffit cependant pas a générer une cellule tumorale et conduit normalement a un arrét du cycle
eta la sénescence. D’autres mutations coopératives sont nécessaires et il apparait par exemple
dans 10 a 20% des mélanomes, une inactivation de la protéine Pten qui régule la voie des
protéines kinases Akt. Celles-ci, également mutées ou amplifiées dans la majorité des
mélanomes, favorisent une voie anti-apoptotique en phosphorylant de nombreuses cibles tel
Bad (protéine pro-apoptotique antagoniste de Bcl2) et le facteur nucléaire Nf-xf au centre de

la signalisation intracellulaire (Fresno Vara et al., 2004).

Il existe d’autres mutations types en fonction de la localisation des tumeurs, qui vont
conduire aux mémes voies intracellulaires et leurs conséquences (Ko et al., 2010). Pour les

mélanomes oculaires on note la mutation fréquente du géne gnaq, codant pour la sous unité o,



d’une protéine G. Ces protéines sont associées a un grand nombre de récepteurs
transmembranaires et sont par conséquent impliquées dans la régulation de diverses voies
intracellulaires. Pour les mélanomes des paumes et des mugueuses, on remarque des
mutations du récepteur kinase c-Kit, en amont des protéines Ras. En plus d’activer la voie de
Braf, le récepteur c-Kit va activer la voie des PI1-3 kinases également en amont des Akt. Cette
voie fournit une protection supplémentaire contre la mort induite par les ligands associés aux

facteurs de nécrose tumorale (TNF) et induisant I'apoptose (TRAIL) (Larribere et al., 2004).

1. 3. Epidémiologie et traitements.

Bien que peu fréquent, le mélanome est en nette progression dans les pays
industrialisés depuis les quinze derniéres années durant lesquelles son incidence, ou du moins
sa détection, a doublé, passant a 18/100000 nouveau cas par an. En France, elle est de plus de
1/10000 habitants, soit 6000 a 8000 nouveau cas par an. Plus de 130000 mélanomes sont
diagnostiqués dans le monde chaque année et le risque est de 0,53% pour les populations

caucasiennes (Garbe and Leiter, 2009).

Cette tumeur cutanée est facilement observable mais il faut pouvoir la distinguer d'un
naevus bénin. Le diagnostic s'établit principalement sur la base de criteres simples mais
caractéristiques nommés d’une part « ABCDE » pour Asymeétrie, Bords irréguliers, Couleur
hétérogene, Diamétre supérieur & 7 millimeétres et Elévation ou Evolution progressive récente
(critere qui doit coexister avec l'un des quatre précédents), ou d’autre part « les trois C »
(Changement de Couleur et de Contour) associés a quatre criteres mineurs (diametre supérieur

a 7 millimetres, troubles sensitifs, saignements, inflammation).

Il existe des classifications variées et détaillées du mélanome en fonction de son
évolution, les plus utilisées étant celles de I'Union Internationale Contre le Cancer et de
« I American Joint Commitee on Cancer ». Toutefois, le pronostic de guérison des patients est
encore plus catégorique. En effet, il est de 80 a 90% en l'absence de metastases mais des que
l'on observe une premiére atteinte ganglionnaire, le taux de survie chute a 35%, puis il passe a

12% si des métastases se diffusent.

En cas de suspicion d'un mélanome, la premiére étape consiste en une exérese
chirurgicale de la tumeur primaire (qu'elle soit effectivement maligne ou bien bénigne) avec
une marge variable pouvant inclure I'hypoderme. L'échantillon de peau est ensuite analysé par
une étude anatomopathologique. Ceci permet d'établir un diagnostic et de classer la Igsion



pour donner les éléments pronostics nécessaires a la mise en place d'une stratégie
thérapeutique. Si lexamen clinique qui s'en suit laisse apparaitre une atteinte ganglionnaire,
on préconise un curage de la zone atteinte, bien que cela comporte un risque non négligeable
de complications inflammatoires. Un traitement par chimiothérapie localisée peut étre associé
en cas de récidive locale ou la suspicion de nodules en transit. Les chimiothérapies agissent de
maniere peu ciblée en visant la prolifération cellulaire. Malgre leur efficacité sur l'inhibition
de la progression tumorale, elles touchent généralement d'autres cellules saines, ce qui
provoque inévitablement des effets secondaires. 1l est ensuite nécessaire d'effectuer une
surveillance post-thérapeutique durant toute la vie du patient en cas de récidive. Toutefois,
devant l'inefficacité des traitements actuels dans les formes métastatiques de la maladie, de
nouvelles molécules et approches thérapeutiques sont testées depuis plusieurs années pour
essayer de cibler les cellules tumorales, ou d'induire une réponse de lorganisme. Parmi les
diverses molécules et anticorps etudiés, certains offrent des résultats encourageants. Ils visent
a neutraliser les différentes voies oncogeniques du mélanome (Ras, B-Raf...) ou ses
mécanismes de survie et de progression métastatique (CXCLI, SPARC...) en les ciblant
directement (Botton et al., 2011; Fenouille et al., 2011; Vultur et al., 2011). Une autre
approche prometteuse consiste a utiliser le potentiel du systtme immunitaire a reconnaitre et
éliminer des cibles spécifiques dans un contexte inflammatoire, ce sont les concepts

d’immunothérapie (Garbe etal., 2011).

2. Le concept d’immunosurveillance des cancers.

Le systéme immunitaire est capable de reconnaitre, contréler et détruire des cellules de
I’organisme devenues «anormales » a condition de disposer d’un microenvironnement
favorable. Les cellules cancéreuses ne peuvent alors se développer que si elles echappent au
systeme immunitaire. C’est le concept d’immunosurveillance proposé par Burnet en 1970
(Burnet, 1970) suite a I’hypothése de Thomas en 1959 (Burnet, 1957) ; (Thomas, 1959) selon
lequel 'immunité & médiation cellulaire serait le principal mécanisme impliqué dans

I’élimination des tumeurs.

Ce sont les modéles murins de tumeurs chimio ou radio-induites développés a partir

des années 1940 et 50 qui ont permis d’établir I’immunogénicité et la spécificité antigénique



des tumeurs implantées chez des souris syngéniques (Boon and Van Pel, 1978; Prehn and
Main, 1957) en montrant notamment que I’immunisation contre une lignée tumorale mutée in
vitro induit une réponse immunitaire T spécifique de la tumeur d’origine, qui n’était pas
rejetée spontanément. Cette expérience montre que I’immunisation peut induire une réponse T
protectrice spécifique d’antigenes (Ag) qui n’induisent pas spontanément une telle réponse, ce
qui est sans doute le cas des antigénes de tumeurs humaines. Cette observation justifie déja le
principe d’immunothérapie chez ’Homme, qui permettrait de déclencher, a partir d’une
réponse spécifique d’un seul Ag de la tumeur, une réaction immunitaire a d’autres Ag. Les
études des réactions immunitaires ont été poursuivies sur des modéles de tumeurs humaines
greffées a des souris immunodéprimées : souris SCID et KO rag/yc (Koo et al., 2009). Enfin,
les mécanismes de I'immunosurveillance des cancers ont été déduits en grande partie des
modeles de tumeurs murines endogénes (induites par le methylcholanthréne ou par
I’activation conditionnelle d’oncogénes) en neutralisant par génie génétique différents
effecteurs de I’immunité et en mesurant leur impact sur I'incidence des cancers. L’action
bénéfique du systeme immunitaire sur le contrdle du développement tumoral étant établi chez
I’animal, il a ensuite été recherché chez ’'Homme. Ainsi, les études ont fournit de nombreux
arguments indirects a I'appui d’une immunosurveillance des cancers. Parmi ceux-ci : le fait
que les tumeurs soient infiltrées par de nombreux lymphocytes T, que cette infiltration corréle
avec un pronostique favorable (Galon et al., 2006; Husby et al., 1976; Underwood, 1974), et
le fait que des immunosuppressions d’origines variées soient associées a une augmentation de

I'incidence de nombreux cancers (Gatti and Good, 1971).

Malgré I'impact bénéfique de certaines réponses immunitaires des études réalisées
dans les années 2000 ont révélé ’ambivalence des relations entre le systéme immunitaire et
les cancers. En effet, d’une part la pression qu’exerce le syst¢tme immunitaire sur les cellules
tumorale en éliminant certaines cellules (contrdle sur la quantité) favorise la sélection d’un
phénotype plus résistant (controle sur la qualité) des cellules tumorales (Imai et al., 2000;
Shankaran et al., 2001). D’autre part ’inflammation associée aux cancers et I’instabilité
genétique des cellules tumorales semblent contribuer fréquemment a 1’établissement d’un
microenvironnement tumoral immunosuppresseur et pro-tumoral. Ces résultats ont conduit a
concevoir une nouvelle théorie selon laquelle I’immunosurveillance de la tumeur évoluerait
au cours du temps et serait divisée en trois phases dite des « 3E » : Elimination, Equilibre,
Echappement (Dunn et al., 2002; Dunn et al., 2004; Vesely et al., 2011).



2.1.La théorie des trois « E »

Basée sur de nombreuses observations et expériences, cette théorie illustrée par la
figure 1, décrit I’évolution de la tumeur de par sa relation étroite avec le systeme immunitaire.
Tout débute par la reconnaissance des cellules tumorales par le systéme immunitaire inné et
adaptatif qui va enclencher la phase d’élimination. Les mécanismes exacts qui permettent la
mise en place de la réponse anti-tumorale ne sont pas clairement établis et ce phénoméne n’a
pas été directement observé in vivo. Toutefois, on suppose que le développement tumoral, qui
se fait aux dépends du tissu sain, favorise un contexte pro-inflammatoire par la libération de
signaux de danger (appelés DAMP). Ce contexte favorise alors le recrutement et ’activation
de cellules cytotoxiques de 1’immunité innée telles que les cellules NK (natural Killers) et les
lymphocytes T gamma-delta (T-yd) capables de reconnaitre et de tuer des cellules tumorales
exprimant des signaux de stress (Raulet and Guerra, 2009). Ce contexte favorise aussi le
recrutement de cellules présentatrices d’antigénes (APC) telles que les cellules dendritiques
(CD). La nécrose ou I’apoptose de cellules au sein du tissu tumoral va libérer des Ag qui
seront alors capturés par les CD. Sous I'influence des DAMP, celles-ci peuvent alors maturer
et migrer dans un organe lymphoide secondaire pour présenter les Ag tumoraux aux
lymphocytes T naifs. Cette présentation aux lymphocytes T CD8 (dite «présentation croisée »
OuU « cross-présentation ») et T CD4 va permettre ’activation initiale ou « priming » de ces
lymphocytes puis leur multiplication et différenciation en lymphocytes T cytotoxiques (CTL)
et CD4" « helper » (Th). Les CTL et Th anti-tumoraux migrent ensuite dans la tumeur et
peuvent a leur tour éliminer les cellules cancéreuses par cytotoxicité, via des récepteurs de
morts tels que TRAIL et FAS-L ou par lyse directe via la libération de perforine et de
granzymes suite a la reconnaissance d’un Ag qui leur est specifique. Les lymphocytes activés
(notamment les Th) et les CD libérent également de nombreuses cytokines (Interleukines,
Interférons, TNF) qui vont favoriser le contexte inflammatoire et la mise en place de la
réponse (Figure 1, (Schreiber etal., 2011)). Ainsi, durant cette étape, la tumeur sera contr6lée

par le systtme immunitaire, voire entierement éliminée.

La relation dynamique entre le systéeme immunitaire et la tumeur conduit a une phase
d’équilibre, qui peut durer de nombreuses années. Durant cette période certaines cellules
tumorales peu prolifératives et/ou peu immunogenes auront survécu a la phase d’élimination.
Les échanges entre les deux systemes devenus tous deux moins agressifs, conduisent a une
homéostasie. La tumeur est dite « en dormance » : elle est contrélée mais continue d’évoluer

lentement (Aguirre-Ghiso, 2007; Schreiber et al., 2011). La balance peut pencher en faveur



d’un systeme ou de I’autre mais plus il se maintient dans le temps plus il y a de risques que les
cellules tumorales échappent au contrdle et prennent le dessus. En effet, durant cette longue
phase, les cellules tumorales vont subir une pression importante du systeme immunitaire,
notamment par les lymphocytes cytotoxiques qui libérent beaucoup d’IFNy et de TNF,
cytokines inflammatoires et catalyseurs des mécanismes de la reconnaissance antigénique.
Cette pression conduit alors a un phénoméne de sélection darwinienne que 'on nomme
« immunoediting » (Schreiber et al., 2011). C’est I’observation de modéles murins de tumeurs
chimio-induites qui a permis de vérifier ces hypothéses. En effet, I’immunogénicité des
tumeurs différe selon qu’elles sont induites dans des souris immunocompétentes ou dans des
souris Rag” dépourvues de lymphocytes. Lorsque des lignées cellulaires dérivées de ces
tumeurs sont réinjectées dans des souris contrdles, celles ayant été au contact du systeme
immunitaire adaptatif induisent une progression tumorale systématique, tandis que 40% de

celles ne I'ayant pas été sont rapidement rejetées (Shankaran et al., 2001).
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Figure 1 : L’immunosurveillance du cancer, par Shreiber et al. dans Science, 2011.
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Alors que les cellules tumorales continuent de proliférer et de muter, la pression du
microenvironnement et du systeme immunitaire sélectionne les variants les plus adaptés a
survivre. Ces clones résistants, capables d’échapper par divers mécanismes a la mort,
prennent le dessus au sein du tissu tumoral. Ils vont alors permettre a la tumeur de proliférer
brusquement voire générer des métastases : c’est la phase d’échappement. C’est souvent
durant cette phase tardive, durant laquelle la tumeur prend de I’ampleur, qu’on parvient a la
détecter. Les mécanismes de survie et de résistance qu’elle a acquis la rendent plus ou moins

ardue a éliminer.

2.2.L’échappement tumoral

L’accumulation dans les tumeurs de nombreuses modifications génétiques ou
épigénétiques et l'apparition de nouveaux facteurs micro-environnementaux offrent ensuite a
celles-ci des possibilités de « camouflage » et de résistance (Poschke et al, 2011). La
désactivation des mécanismes de présentation d’antigénes (perte de molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe I, molécules TAP) ou de la réponse aux cytokines pro-
inflammatoires (comme les récepteurs aux Interférons (IFN) et autres protéines impliquées
dans la transduction des signaux), sera le moyen le plus adéquat pour se cacher aux yeux du
systéme immunitaire. Les modifications favorisant la résistance sont celles forgant la survie
cellulaire en depit de tous les facteurs contradictoires de I’environnement. On trouvera par
exemple une surexpression de molécules anti-apoptitiques comme bcl2 ou une activation
constitutive de p53, d’oncogeénes codant pour des protéines anti-apoptotiques, ou de genes
codant pour des récepteurs de mort cellulaire tels que la molécule FAS (induisant la mort des
lymphocytes T). L’évolution de la tumeur et de son microenvironnement ainsi qu’une
inflammation devenant chronique vont favoriser la mise en place de mécanismes
d’immunosuppression via 1’expression au sein du tissu, soit par les cellules tumorales elles-
mémes, soit par les cellules immunitaires infiltrantes de ligands ou de cytokines régulatrices.
On aura une accumulation au sein de la tumeur de nombreuses sous populations régulatrices
telles que les cellules myéloides suppressive, les macrophages suppresseurs, les cellules
dendritiques tolérogenes... (Allavena et al., 2010; Ostrand-Rosenberg, 2010; Vasievich and
Huang, 2011) qui peuvent en plus avoir un potentiel angiogénique (2008 Nat Rev Cancer
Murdock_C), ainsi que des lymphocytes T régulateurs (Elkord et al., 2010).



Par ailleurs, les cellules tumorales expriment elles-mémes de nombreuses molécules
contribuant a supprimer ou limiter la réponse immunitaire (RI) anti-tumorale telles que les
galectines (Demydenko and Berest, 2009; Liu and Rabinovich, 2005), le récepteur inhibiteur
de Tlactivation T et B nommé BTLA (Derre et al., 2010), TIM-3 (Fourcade et al., 2010;
Sakuishietal., 2010), le récepteur CTLA-4 qui limite I’activation T chronique (Contardi et al.,
2005), PD-L1 aussi nommé B7-H1, le ligand d’un récepteur inhibiteur exprimé par les
lymphocytes activés de fagon prolongée, (Dong et al., 2002). Plusieurs de ces ligands sont en
fait impliqués dans le rétrocontrle normal de la réponse immunitaire afin d’éviter une

inflammation chronique.

Deux cytokines immunorégulatrices : le transforming-growth factor (TGF) B et
I’Interleukine (IL)-10 sont par ailleurs produites dans beaucoup de tumeurs, soit par les
cellules tumorales elles-mémes soit par les cellules immunosuppressives mentionnées plus
haut. Le TGF-B a d’abord un effet anti-tumoral (anti-prolifératif et anti-invasif), mais celui-ci
est rapidement compensé par son effet immunosuppresseur comme I'induction de Tregs et
leur sécrétion d’IL-10, ainsi que par le détournement de certaines voies de signalisation a
I’avantage de la cellule tumorale (Massague, 2008; Padua and Massague, 2009). L’IL-10 peut
aussi étre sécrétée par les cellules tumorales. Il va changer le profil de la réponse immunitaire
en inhibant les CD et en favorisant I’apparition de Tregs (Elkord et al., 2010; Rabinovich et
al., 2007).

Outre ces deux cytokines, de nombreux autres facteurs solubles immunosuppresseurs
sont produits dans les tumeurs, notamment I’indoléamine-2-3-dioxygenase (IDO), produite
par les cellules tumorales, les cellules myéloides suppressives et les CD tolérogénes. Cette
enzyme agit en dégradant un acide aminé essentiel a I’activation des lymphocytes T : le
tryptophane ; et induit des produits de dégradation toxigques de celui-ci (Katz etal., 2008). Les
MIC solubles, des molécules inhibitrices du récepteur NKG2D indispensable a la cytotoxicité
des cellules NK et des lymphocytes T cytotoxigues peuvent également étre produites par les

cellules tumorales (Flies and Chen, 2006; Zwirner et al., 2007).

Tous les mécanismes d’échappement qui peuvent advenir au niveau de la tumeur lui
permettent de progresser en dépit de I’action du systéme immunitaire. Outre la stimulation des
réponses immunitaires anti-tumorales, le second objectif majeur des immunothérapies en
développement est donc la neutralisation simultanée des mécanismes d’échappement. Dans
cette perspective il faut identifier les mécanismes d’échappement majeurs qui sont a I’ ceuvre

dans les différents cancers en traitement. De nombreuses études abordent actuellement cette
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question, principalement par le biais de la détermination du profile d’expression génique

propre a chaque tumeur (Gajewski et al., 2011; Melief and Finn, 2011).

3. Induction des réponses immunitaires adaptatives a médiation

cellulaire.

3. 1. Les réponses d’immunité innée.

Les réponses d’immunité innée précédent et sont nécessaires aux réponses
immunitaires adaptatives. Elles sont spécialisées en fonction de la nature des signaux de
danger (DAMP) présents. Ces signaux vont induire la production de cytokines par les
premiéres cellules immunitaires innées activées présentes sur le site tumoral, ainsi que par
celles recrutées par la suite. Les composantes des réponses favorables a I'induction de
I’immunité adaptative a médiation cellulaire de type antivirale sont en grande partie
connues et dépend des PAMP (pathogen associated molecular patterns) viraux. On suppose
donc leur implication dans la réponse a une tumeur d’origine virale. On ne connait pas en
revanche les composantes de I’immunité innée induite précocement par les tumeurs d’origine
non virale. L’induction d’une réponse cytotoxique efficace implique probablement celle d’une
réponse CD4 Thl voire Thl7 et donc la production d’Il-12 et d’IFN-y. Les cellules
dendritiques et les cellules NK sont probablement les cellules de I’'immunité innée les plus
concernées par I'induction de ces réponses, comme illustré figure 1. D’autres cellules comme

les NKT etles T y8 pourraient jouer un role.

3.2.L’activation des lymphocytes T.

La réponse adaptative du systeme immunitaire met en jeu les lymphocytes T, CD4 et
CD8 cellules trés spécialisées dans la reconnaissance antigénique. Les lymphocytes T CD4
orchestrent toutes les réponses immunitaires (RI) adaptatives mais c’est la sous population
Th1 qui joue un réle majeur grace a sa collaboration avec les lymphocytes CD8 cytotoxigues
dans les RI a médiation cellulaire.
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Le répertoire des lymphocytes T naifs est produit et sélectionné dans le thymus par
I’interaction de leur récepteur avec des complexes constitués de peptides du soi et des
molécules du CMH-1 ou CMH-II, présentés par les cellules épithéliales corticales du thymus.
Ce répertoire est ensuite réduit par la mort des thymocytes dont le TCR interagit avec une
forte affinité avec les complexes CMH-peptides du soi présentés par les cellules dendritiques
médullaires du thymus. Ce répertoire va ensuite circuler, par le sang et la lymphe, en
traversant les organes lymphoides secondaires jusqu’a ce qu’il rencontre son antigene (Koch
and Radtke, 2011). L’activation des lymphocytes T naifs, ou priming, se fait généralement
dans les organes lymphoides secondaires. Elle nécessite trois types de signaux : antigénique,

de co-stimulation, de survie et différenciation.

Tout d’abord, le lymphocyte T doit reconnaitre par I'intermédiaire de son complexe
TCR-CD3, et du corécepteur CD8 ou CD4, la molécule CMH présentant I’ Ag qui lui est
spécifique. Ce sera généralement sur une cellule dendritique (CD). Mais cette interaction
seule ne suffit pas. Les molécules d’adhérence ICAM-1 du lymphocyte et LFA-1 de la CD
renforcent le signal antigénique. De plus le récepteur CD2 est activé par son ligand ubiquitaire
LFA-3, ce qui amplifie ’activation dépendante du TCR et induit la sécrétion de cytokines

(Kaizuka etal., 2009; Le Guiner etal.,, 1998).

L’absence d’un second signal conduit a I'anergie des lymphocytes T. Ce signal,
obtenu par I’interaction de récepteurs co-activateurs du lymphocyte T avec les ligands des CD
est donc indispensable leur activation. De plus, afin d’obtenir une activation optimale, le
lymphocyte doit interagir plusieurs heures avec une CD par une structure dynamigque nommée
synapse immunologique (Dustin and Depoil, 2011). Lors de cette interaction, les lymphocytes
et les CD activées vont exprimer plusieurs corécepteurs afin de renforcer puis de stopper leurs
interactions (Croft, 2003) Beaucoup de ces récepteurs appartiennent aux familles des

récepteurs du TNF et des molécules B7. Les principaux sont :

- Le CD28, qui est le récepteur de co-stimulation majeur. Il est activé par CD80 et
CD86, deux molécules de la famille B7. Le CD86 est exprimé principalement par les CD.
L’activation des CD va augmenter ’expression de cette molécule et induire ’expression de
CDB80 (Greenwald et al., 2005; Sharpe and Freeman, 2002). 1l existe un autre ligand de CD80
et CD86 nommé CTLA-4. Ce récepteur est exprimé par les lymphocytes T apres plusieurs
heures d’activation. Ce n’est pas un récepteur activateur mais au contraire un récepteur
inhibiteur impliqué dans le rétrocontrdle négatif naturel de lactivation des lymphocytes T

(Rudd et al., 2009).
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- Le CD27, activé par CD70, agit précocement et va favoriser la division du
lymphocyte T (Hintzen et al., 1995)

- 4-1BB, de la superfamille des TNF récepteurs (TNFR) lie 4-1BB ligand. Il joue un
role tardif mais important dans la co-stimulation car il agit sur de nombreux éléments tel que
la prolifération, la capacité de la cellule & devenir effectrice, mais aussi sa survie par
I’intermédiaire d’une augmentation de BCLXL (agoniste de BC2) (Hintzen et al., 1995;
Starck et al., 2005; Wen et al., 2002).

- L’expression d’OX40 sur les lymphocytes T et celle de son ligand OX40L sur les
CD n’est pas constitutive mais induite respectivement par I’interaction du TCR et la liaison de
divers molécules activatrices (CD40, lipopolysaccharide...). Cette interaction est donc tardive
mais néanmoins importante pour perpétuer I’effet d’activation induit par le CD28 (Dawicki et
al., 2004; Ishii et al., 2010).

- Le CD40L, molécule de la superfamille des TNFR, apparait principalement sur les
CD4 une fois activés, et va interagir avec CD40 exprimé par la plupart des cellules
immunitaires dont le CD. Cela va favoriser I'activation des CD et des T CDS8 dans le cadre
des RI a médiation cellulaires (Clarke, 2000; Rocha and Tanchot, 2004; Schoenberger et al.,
1998).

Le troisieme signal nécessaire a la survie des lymphocytes et a la différenciation des
lymphocytes T, est I’ensemble des cytokines libérées par le microenvironnement et par les
APC (Curtsinger and Mescher, 2010). Il en existe une trés grande variété avec de nombreuses
redondances de signalétiques intracellulaire distinguant plusieurs grands groupes. Les familles
d’interleukines 1 (dont 18 et 33) et 2 (dont 15 et 7) favorisent la survie et ’activation des
lymphocytes (Ben-Sasson et al., 2009; Gaffenand Liu, 2004; Kim and Williams, 2010; Smith,
2011; Weber et al., 2010), tandis que les autres (IL4, 6, 10, 12, 17, 21...) orientent le type de
réponse immunitaire via la différenciation des sous-types de CD4 helpers (Th). Les cytokines

ont un role essentiel dans I'induction ou le contréle de Pinflammation.

L’ensemble de ces mécanismes d’activation des lymphocytes T sont également
nécessaires pour réactiver une réponse effectrice a partir de lymphocytes mémoires (Sprent
and Surh, 2011). Pour que les conditions de stimulation des lymphocytes soient optimales, il
faut donc que le contexte (microenvironnement inflammatoire, co-stimulation, cytokines)
concorde, et surtout que la cellule présentatrice d’antigéne soit elle-méme activée et maturée

de facon adéquate.
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3.3.Les CD et le conceptde la présentation croisée.

Les complexes CMH-I-peptides sont exprimés de facon quasi- ubiquitaire sur toutes
les cellules par une voie d’apprétement antigénique dite « classique » (Reits et al., 2003;
Williams et al.,, 2002). Cette présentation cible majoritairement des protéines nouvellement
synthétisées présentant un défaut fonctionnel. Elle passe par une étape d’ubiquitinilation et la
dégradation se fait par le protéasome ou d’autres enzymes (Schubert et al., 2000). Les cellules
présentent ainsi des Ag du soi mais également des Ag viraux, bactériens ou tumoraux suivant

la situation.

Les lymphocytes T CD8 naifs, méme s’ils reconnaissent leur Ag spécifique sur une
cellule de l’organisme, ne seront pas capables d’induire une réponse effectrice sans
I’importante étape préalable de priming par une CD qui se fait dans un organe lymphoide
secondaire. Les CD capturent les Ag et sont activées via leurs PRR (Pattern recognition
recepors) par les signaux de danger PAMP et DAMP (Takeuchi and Akira, 2010). Cette
stimulation induit chez les CD la présentation des antigénes internalisés sur les molécules du
CMH-1 et/ou 1, cette présentation est dite « croisée » lorsqu’elle concerne les CMH de classe
| pour la différencier de la voie endogéne classique. L’activation de la CD induit également
l’augmentation la densité des CMH et des molécules de co-stimulation & sa surface, et sa
migration de la cellule dans 'organe lymphoide secondaire drainant. La CD dispose de trois

principaux mécanismes actifs pour capturer les Ag :

- la macropinocytose (Kerr and Teasdale, 2009), permettant aux APC grace au réseau
d’actine, d’englober dans invagination de sa membrane plasmique, du milieu extracellulaire

avec les molécules qu’il peut contenir (nutriments, facteurs solubles, antigénes...),

- ’endocytose par I’intermédiaire d’un réseau de clathrine ou de cavéoline autour de

divers récepteurs (Doherty and McMahon, 2009; Vyas et al., 2008),

- la phagocytose, dépendante de I'actine, qui permet d’internaliser de larges particules

pouvant aller jusqu’a des cellules entiéres (apoptotiques ou nécrotiques).

La capture des Ag par ces deux derniers mécanismes, met en jeu de nombreux
récepteurs d’endocytose (récepteurs aux fragments Fc des immunoglobulines, scavengers,
lectine C like, langerine, DC-SIGN, CD91 et Lox-1, ...)
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Les CD sont au centre de I’immunité, faisant le lien entre immunité innée et adaptative.
(Granucci et al., 2005; Greenberg and Grinstein, 2002; Palucka and Banchereau, 1999). Elles
ont différentes origines : les CD différenciées tissu-spécifiques et les CD circulantes
(Kushwah and Hu, 2011). Ces deux types cellulaires sont peu abondants, ce qui les rend
difficile a étudier. Parmi les CD circulantes on distingue plusieurs sous-types caractérisés par
I’expression de marqueurs spécifiques : les BDCALl (CD1c)*, les plus abondantes, les
BDCA3", les plus rares mais qui semblent spécialisées dans la présentation croisée et les
BDCA2(CD123)"BDCA4" qui correspondent aux cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)
(Dzionek et al., 2000; Jongbloed et al., 2010; Narbutt et al., 2004; Poulin et al., 2010). Bien
que leur role spécifique ne soit pas encore bien connu, chaque sous-population semble
posséder des fonctions particulieres comme le montre leur capacité différente a réagir et a
présenter les antigenes (Schnurr et al., 2005). Les CD myéloides conventionnelles semblent
spécialisées dans la présentation croisée. Les pDC en comparaison, sont spécialisées dans la
réponse antivirale. Elles répondent aux stimuli viraux qu’elles détectent notamment via les
toll-like récepteurs (TLR) 3 et 7 capables de lier des fragments d’ADN et d’ARN viraux.
Cette activation déclenche leur maturation et la libération massive d’IFNa pro-inflammatoire
(Di Pucchio et al., 2008; Dudziak et al., 2007; Hoeffel et al., 2007; 1zaguirre et al., 2003). Par
ailleurs, les monocytes sont capables de phagocytose et interagissent étroitement avec le
systeme immunitaire. Ce sont des précurseurs capables de générer des CD quand ils sont
recrutés dans un foyer inflammatoire et ils représentent une proportion importante des
leucocytes du sang (Auffray etal., 2009; Randolph et al., 2008; Yona and Jung, 2010).

Les voies de présentation croisée des Ag par les CD ne sont pas encore toutes
¢lucidées mais suivant le mode d’internalisation, la particule antigénique se retrouvera dans
différents compartiments ou phagosomes et transitera éventuellement dans le cytosol via des
récepteurs de rétrotranslocation suivant ensuite, pour le chargement des peptides, une voie
dépendante ou indépendante de la protéine TAP (Burgdorf and Kurts, 2008; Monu and
Trombetta, 2007). La dégradation de la particule s’effectuera soit par le protéasome, soit par
d’autres enzymes, avec ou non I’aide d’une acidification du compartiment (lysosome). Le lieu
et les modalités de chargement sur les CMH-I restent mal connus (Merzougui et al., 2011).
Les peptides générés seront ensuite chargés, suivant la voie empruntée (Burgdorf et al., 2007;
Merzougui et al., 2011) soit sur des CMH-I soit nouvellement synthétisés (comme dans la
voie classique) soit de recyclage, puis présentés a la surface aux lymphocytes T (Ackerman et
al., 2006; Graham et al., 2007; Robson et al., 2010; Shen and Rock, 2006; Vyas et al., 2008).
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La présentation croisée des antigenes par les CD possede deux caractéristique qui
semblent indispensables a I’activation optimale des populations CD8 cytotoxiques effectrices
et mémoires : la durée, par rechargement prolongée des molécules du CMH-I a partir d’un
stock intracellulaire de 1’antigene, et une capacité de stimulation des lymphocytes T CD8
encore incomplétement caractérisée, généralement dépendante de I’activation simultanée des

T CD4 par la CD et du « licensing » en retour de la CD par ceux-ci.

3.4.Vers une réponse T cytotoxique optimale : le help CDA4.

En fonction des signaux de maturations que forment les PAMP, les DAMP, et les
cytokines de type TNF et IFN (Diamond et al., 2011; Godefroy et al., 2011), les CD vont
sécréter des cytokines et se spécialiser vers un profil associé a la génération de certains types
de lymphocytes T CD4 helpers. Ces derniers different en fonction de leurs sécrétions
cytokiniques principales et du réle qui leur est associé (Kaiko et al., 2008). Toutes ces
populations peuvent se retrouver a un moment ou un autre au sein des tumeurs en fonction du
microenvironnement (Kennedy and Celis, 2008). Le profil Thl, semble le plus efficace pour

le help associé a la réponse T cytotoxique.

La coopération CD4 apparait indispensable a 1’élaboration de la réponse cytotoxique
optimale (Bennett et al., 1997; Horne et al., 2007; Rocha and Tanchot, 2004). Elle se fait sans
doute a deux niveaux : lors du priming dans les organes lymphoides secondaire au contact des
CD et lors de la phase effectrice au sein du tissu infecté ou tumoral. Lors du priming, il est
admis que la coopération passe a la fois par I’interaction CD40L/CD40 entre le CD4 et la CD
qui rend cette derniére capable d’activer le T CD8 de facon optimale et par I'IL2 sécrété, qui
apparait étre indispensable a leur expansion (Blachere et al., 2006; Feau et al., 2011). Une
interaction directe peut également se faire entre les CD4 et les CD8 via I’interaction
CD40/CD40L (Rocha and Tanchot, 2004). De plus, I’interaction des CD4 et des CD via le
CD40 et le CMH-I1 dans les ganglions lymphatique entraine la production de chemokines qui
va permettre un recrutement massif des CD8 et favoriser la sélection de clones spécifiques de

la réponse (Kumamoto etal., 2011).
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4. Les antigenes du mélanome

L’immunogénicité¢ avérée du mélanome a poussé les chercheurs a découvrir quels
étaient les antigenes reconnus par les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TILS). Les Ag ainsi
identifiés dans les mélanomes ont été classés en différentes catégories suivant leur modalité

d’expression. (Renkvist et al., 2001).

Il existe des antigenes spécifiques de tumeurs, qui forment une cible privilégiée pour

I'immunothérapie carils €cartent les risques de réaction autoimmune, ce sont :

- Les Ag «cancer germ line » ou « cancer-testis ». L’un de ces antigénes MAGE-Al
(Melanoma AntGEn family A) a été le premier Ag tumoral ayant été identifié par la méthode
génétique d’identification des antigénes T mise au point chez la souris, par le groupe de
Thierry Boon a Bruxelles (De Plaen et al., 1997; van der Bruggen et al., 1991). D’autres Ag
apparentés ont ensuite été découverts par le méme méthode, la plupart dans le mélanome,
donnant naissance a un classement de ces génes en trois familles : BAGE (Boel et al., 1995),
GAGE (Van den Eynde et al., 1995), LAGE dont NY-ESO-1 (Chen et al., 1998; Chen et al,,
1997), SSX-2 (Sahin et al., 1995; Tureci et al., 1996). L’expression de ces genes situés
principalement sur le chromosome X est normalement restreinte aux cellules germinales qui
n’expriment pas la molécule HLA. Dans le cas des tumeurs, c’est généralement une
déméthylation des promoteurs qui va générer une expression aberrante des Ag et les faire
apparaitre en surface (Ohman Forslund and Nordgvist, 2001; Sang et al, 2011),

(http//www.cancerimmunity.org/peptidedatabase/Tcellepitopes. htm).

- Les Ag résultants d’anomalies génétiques proviennent de protéines générees codées
par les genes altérés lors de la transformation tumorale : mutations et autres erreurs de
réparation de I’ADN, translocations et réarrangements chromosomiques comme B-raf,
(Dessars et al., 2007). Certaines de ces altérations sont uniques et donc restreintes au patient
tandis que d’autres sont partagées car oncogéniques, comme la mutation activatrice de B-raf,
ou de p2lras. Il existe d’autres mécanismes générant des antigenes spécifiques de tumeur
mais qui ne sont pas représentés spontanément dans le mélanome humain tels que les

oncogenes Viraux.

- Les antigénes d’expression aberrante tels que les peptides codés par des introns
comme NA-17A (Guilloux et al., 1996) ou des pseudogénes (NA-88), ou bien des cadres
ouverts de lecture dits ORF (LAGE-1, gp75...).
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On trouve également, dans le mélanome, des antigénes du « soi » :

- Les antigénes surexprimés, qui sont des protéines deja présentes a un taux basal dans
la cellule mais qui vont se retrouver plus ou moins amplifiées dans certains cancers. Ce sont
souvent des protéines qui vont offrir un avantage de survie a la cellule tumorale, notamment
BCLX-L, p53 et la Telomérase dans le mélanome. Ces antigenes sont des cibles potentielles

mais problématiques car leur ubiquit¢ génére un risque mmportant d’autoimmunité.

- Les antigenes de différenciation cellulaire, qui sont spécifiques de tissus et sont
exprimés a la fois par les cellules saines et les cellules tumorales. Ces antigénes ne peuvent
étre la cible d’immunothérapie que si les cellules saines qui les expriment ne sont pas vitales a
I’organisme. C’est le cas du mélanome, qui présente plusieurs antigénes de différenciation
(tels que gp100/Pmell7, tyrosinase, Melan-A/MART-1...) trés étudiés pour I’immunothérapie
de cette tumeur, car hautement exprimés et partages par les cellules de mélanome et les
mélanocytes. En effet, le déclenchement d’une réaction auto-immune face aux mélanocytes
ou aux cellules pigmentaires de I’ceil et de l'oreille (tel que le vitiligo ou des rétinopathies)
suite a une réaction contre ces antigénes ne présenterait pas de risque majeur pour la vie du
patient et peuvent étre contrlable par des anti-inflammatoires (Yeh et al., 2009). Récemment
un nouvel antigene de différenciation prometteur nommé MELOE a été découvert grace a un
clone issu de TILs amplifiés (isolés chez un patient resté sans rechute dix ans apres leur
réinjection) reconnaissant toutes les lignées de mélanomes restreintes A2 (Godet et al., 2010;
Godet et al., 2008).

4. 1. Melan-AIMART-1.

C’est une protéine membranaire exprimée spécifiquement par la lignée mélanocytaire
a un haut niveau protéigque et dans plus de 80% des mélanomes quelque soit leur stade (Coulie
et al., 1994; Kawakami et al., 1994a). Melan-A est une protéine membranaire de type IlI
présente dans le mélanosome dans lesquels la mélanine est synthétisée. Il s’agit d’un
polypeptide de 118aa qui présente une forte homologie avec la forme murine. Les deux noms
de cet antigéne, viennent des deux équipes qui ont découvert la méme année : Melan-A,
donné par I’équipe de T. Boon et MART-1 (Melanoma Antigen Recognised by T cells) donné
par I'équipe de S. A. Rosenberg.

Le r6le de la protéine Melan-A n’a pas encore été déterminé avec exactitude. 11 semble

qu’elle participe a la maturation des mélanosomes en régulant directement et de différentes
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facons (expression, stabilité, trafic et apprétement) la protéine gp100 (De Maziere et al., 2002;
Hoashi et al., 2005) qui est elle-méme impliquée dans la maturation des mélanosomes en
participant a la formation de sa matrice membranaire et constitue aussi un antigéne de
différenciation fréquemment exprimé par les mélanomes (Berson et al., 2001; Berson et al.,
2003; Kushimoto et al.,, 2001; Yasumoto et al., 2004). Melan-A posséde une demi-vie de
quatre heures avant d’étre dégradée par le protéasome (Rimoldi et al., 2001) ou par le
lysosome (Levy etal., 2005).

La dégradation de la protéine Melan-A (qu’elle soit naturelle ou par le biais d’une
APC)  génere  différents  épitopes  reconnus  par les lymphocytes T

(http://www.cancerimmunity.ora/peptidedatabase /differentiation.htm). Plusieurs d’entre eux

sont regroupés au début de la région transmembranaire 26-47 (Figure 2) : les épitopes CD8
immunodominants 26 et 27-35 HLA-A2 (Coulie et al., 1994; Kawakami et al., 1994b) et des
épitopes CD4 (Bioley et al., 2006).

Bien que certains lymphocytes T CD8 soient strictement spécifiques du nonamére
AAGIGILTV (Derre et al., 2007), il existe généralement une reconnaissance croisée par les
TILs du décamere EAAGIGILTV, avec une affinité souvent identigue (Romero et al., 1997).

a 40
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GIGILTVILGYLLLIGCW Y CRR
NH2 ’Bﬁmainetransmembranairﬂ 5 61 10 COOH
1 27 47 118
26 35
== Fpitope C04 Sl : :
— Eotope (28 w5 | Epitopes CD8 restreints HLA-A2

Figure 2 : Schéma de la protéine Melan-A/MART-1 et localisation de ses épitopes.

Ces épitopes Melan-A/A2 ne présentent pas une tres bonne affinité de liaison au HLA
car il leur manque un résidu d’ancrage en position 2 de la séquence (Valmori et al., 1998).
Toutefois, ils sont une cible importante du mélanome car la fréquence du répertoire T CD8
specifiques est exceptionnelle dans les lymphocytes du sang périphérique (PBL) aussi bien
chez les patients que chez les donneurs sains. Cette fréquence tres élevée, comparée pour

d’autres antigénes du mélanome, a été évaluée par differentes techniques : soit en stimulant
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des TILs, soit en marquant les cellules naives avec des complexes multimériques CMH-
peptide (Alanio et al., 2010; Seiter et al., 2002). L’hypothése proposée pour expliquer un taux
siélevé de précurseurs dirigés contre cet antigene du soi, est qu’il y aurait dans le thymus la
présentation de nombreux peptides ayant des similitudes de séquence (et probablement de
conformation) qui induirait la sélection positive de nombreux thymocytes ayant une réactivite
croisée pour les complexes Melan-A/A2. De tels peptides ont été effectivement identifiés dans
les bases de données protéiques (Dutoit et al., 2002; Loftus et al., 1996; Loftus et al., 1998).
De plus, la faible stabilité de liaison des complexes HLA-A2-peptides Melan-A, liée a

I'absence d’un résidu d’ancrage, n’induirait pas la sélection négative.

Afin d’améliorer la stimulation des lymphocytes et le potentiel vaccinal de ces deux
épitopes, différentes modifications de la séquence ont été réalisées et étudiés (Valmori et al.,
1998). Si le remplacement de I’alanine en position 2 n’a pas montré d’efficacité sur le
nonamere, plusieurs décameres portant une modification se sont montrés plus affins que le
décamere d’origine. Celui qui a été retenu pour sa stabilité, son affinité, et sa capacité a
stimuler efficacement le plus grand nombre de clones spécifiques est le décamere

ELAGIGILTV pour lequel I’alanine en position 27 a été remplacée par une leucine (26-36

A27L)-

4.2.NA17-A/ GnTV (glucosaminyl N-acetyl-transférase V).

L’antigéne NA17-A est dérivé d’un peptide aberrant issu du codage d’un intron de la
séquence de la glucosaminyl N-acétyl transférase V (Guilloux et al., 1996), une enzyme
impliquée dans I’ajout de chaines glycosylées sur les protéines. Cette enzyme est surexprimée
dans les ménalomes par rapport aux tissus sains et a la majorité des cancers. Les épitopes
restreints HLA-A2 qui sont générés : 1-9 VLPDVFIRC et 1-10 VLPDVFIRCYV, sont donc
spécifiques de tumeur. Bien qu’il soit peu étudié, cet antigéne semble un bon candidat pour
I’immunothérapie du mélanome car il existe un répertoire T mémoires spécifique chez les
patients, de fréquence supérieure a celle de beaucoup d’Ag du type «cancer germ-line »
(Labarriere et al., 1998), la séquence présente des résidus prédisant un bon ancrage sur le
HLA et cet antigéne a la capacit¢ d’étre présenté de facon croisée par des DC mises en

présence de cellules tumorales apoptotiques (Labarriere et al., 2002a).
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4.3.NY-ESO-1.

NY-ESO est un antigene exprimé par de nombreux types de tumeurs et souvent
associé a des stades avancés. 11 s’agit d’une protéine antigénique de type « cancer-germ-line »,
mais dont le role demeure inconnu. NY-ESO est trés immunogénique, cet Ag est capable de
déclencher des réponses humorales et une réponse T générées contre de nombreux épitopes
(Gnjatic et al., 2006), une moitié de ceux-ci étant retreinte classe | (HLA-A, B et C) et ’autre
classe Il (principalement HLA-DR). Certains de ces épitopes ont encore été découverts

récemment (http://www.cancerimmunity.org/peptidedatabase/tumorspecific.htm). L’épitope T

CD8 restreint HLA-A2 le plus étudié pour I'immunothérapie est la séquence 157-165
SLLMWITQC. La présence d’une cystéine en position 9 au niveau du second résidu
d’ancrage au HLA rend ce peptide peu afin et sujet a des liaisons par pont disulfure. C’est
pourquoi des études ont été menées, comme pour le peptide Melan-A, afin d’optimiser cet
épitope en remplacant la cystéine par une valine ou par unautre acide aminé et améliorer ainsi
la reconnaissance de clones spécifiques in vitro (Chen et al., 2005; Chen, 2000; Romero et al.,
2001).

5. L’immunothérapie des cancers :

Les cellules tumorales, suite aux nombreuses mutations génétiques ou épigénétiques
quelles subissent, expriment souvent des molécules aberrantes parfois antigéniques et
immunogenes (capables de recruter les cellules du systéme immunitaire). Ces antigenes,
pouvant étre trés caractéristiques de la tumeur, sont des cibles privilégiées pour
I’immunosurveillance spontanée et pour les immunothérapies. Cependant, les tumeurs
développent aussi de nombreux mécanismes qui leur permettent d’échapper ou de résister a
I’immunosurveillance, aux immunothérapies, et aux traitements d’une maniere générale, de ce

fait elles progressent souvent.

Les immunothérapies des cancers sont des traitements basés sur I’induction ou le
transfert d’effecteurs de I’immunité chez les patients (anticorps développés chez I’animal,

vaccinations, transfert de cellules immunitaires) pour éliminer les cellules tumorales. Le
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principe des immunothérapies a été déduit des études réalisée sur les modeles murins de
tumeurs, d’abord greffées puis endogenes. Une notion récente issue de ces derniers modeles et
essentielle a la réussite de ces approches, est la compréhension du fait que les tumeurs
endogénes acquierent au cours du temps de nombreux mécanismes d’échappement. Par
conséquent, le développement d’immunothérapies efficaces implique non seulement de
transférer ou d’induire le développement d’effecteurs anti-tumoraux, mais aussi de neutraliser
les mécanismes qui s’opposent a leur action. De nombreuses approches d’immunothérapie

existent, on peut les classer de la sorte :

- L’administration d’anticorps (Ac) monoclonaux ciblant des molécules de surface des
cellules tumorales et permettant leur reconnaissance par des cellules immunitaires et leur
lyse directe par ADCC (Antibody dépendent cell mediated cytotoxicity), activation du

Complément, induction de signaux d’apoptose...,

- Les thérapies visant a stimuler les RI spontanées, innées ou adaptatives : cytokines

activatrices, anticorps bloquants...
- Les thérapies visant a renforcer les réponses T par transfert de lymphocytes anti-tumoraux.
- Les thérapies visant a induire de nouvelles réponses T par vaccination.

Récemment, des ¢tudes suggerent 'mtérét de réaliser des thérapies combinées (chimio
ou radiothérapie + immunothérapie) pour leur action synergique (Hannani etal., 2011; Kepp
et al, 2011).

5. 1. L’administration d’anticorps monoclonaux ciblant la tumeur.

L’administration d’Ac monoclonaux déborde le domaine de I’immunothérapie. C’est
le cas en particulier des Ac anti-angiogéniques et des Ac qui agissent essentiellement comme
des inhibiteurs de récepteurs angiogéniques. On qualifie alors plus particulierement
I’administration de ces Ac de thérapies ciblée. Néanmoins des études récentes ont révélg que
beaucoup d’Ac agissent par des mécanismes immunitaires tels que [I’activation du
Complément ou la lyse dépendante des Ac et peuvent donc aussi méme étre considérés

comme des immunothérapies.

Beaucoup d’Ac ciblent des molécules de surface des cellules tumorales impliquées
dans la croissance et la survie de ces cellules. On trouve ainsi les anti-HER2 ciblant les

récepteurs tyrosine kinase HER2 aux facteurs de croissance épithéliaux, et les anti-EGFR
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utilisés dans le traitement du mélanome, qui ciblent le récepteur au facteur de croissance
épidermique impliqué notamment dans I'angiogénése de la tumeur (Fish-Steagall et al., 2006).
Les effets bénéfiques de ces Ac dans certains cancers sont avérés (Ward et al., 1997) et leurs
modalités d’action exactes sont en cours d’études, telle que la nature des cellules impliquées
dans I’ADCC et la contribution de I'activation du complément ou de 1’induction directe de

I'apoptose des cellules cancéreuses par suppression d’un mécanisme oncogénique.

Les Ac peuvent également étre utilisés comme des Véhicules, soit pour apporter de
maniére ciblée des agents toxiques (toxine ou radioelément) au contact des cellules
cancéreuses et via I’interaction de leurs fragments Fab avec leur antigéne exprimé
spécifiquement par les cellules cancéreuses, soit pour cibler des molécules
immunostimulantes au contact des cellules de I’immunité équipée de récepteurs pour le

fragments Fc des Ac (Goldenberg and Sharkey, 2007; Milenic et al., 2010).

5. 2. Les thérapies visant a stimuler le systéme immunitaire.

5.2. 1. Molécules activatrices des cellules immunitaires :

Les cytokines ont été utilisées en immunothérapie en tant qu’activateurs du systeme
immunitaire et font 1’objet d’études depuis une dizaine d’années chez la souris, notamment
sous forme combinée a des antigénes ou aux anticorps (protéines de fusion) (Fournier et al.,
2011; Lode et al., 1998). On trouve par exemple I'interleukine 12 dont le potentiel anti-
tumoral a clairement ét¢ démontré chez 'animal (Kumagai et al., 1997). L’IL2, nécessaire en
faibles doses a la survie des lymphocytes activés, le facteur de stimulation de colonies de
granulocytes- macrophages (GM-CSF) et I'interféron-o pour stimuler les APC, ont été testés
lors d’essais cliniques, parfois en combinaison. Leur effet potentialisateur sur I’amplification
et la survie des populations lymphocytaires a ét¢ clairement établi, bien qu’il n’y ait pas de
corrélation avec un effet clinique. Toutefois, il faut prendre en compte le fait que I'IL2 peut
avoir un effet contraire en induisant la prolifération de lymphocytes T régulateurs (Block et al.,
2011; de Gast et al., 2000; Di Pucchio et al., 2006; Sikora et al., 2009; Smith et al., 2003;
Verra et al., 2003). Récemment, I'[L1 a aussi démontré sa capacité a amplifier une réponse T

in vivo, incitant a I'utiliser comme adjuvant (Ben-Sasson etal., 2011).

D’autres types de molécules activatrices du syst¢éme immunitaire : notamment les
ligands des PRR tels les récepteurs toll-like sont étudiés afin de stimuler plus spécifiquement

les CD qui vont intégrer I’antigéne, comme par exemple les motifs CpG (2006; Kreiter et al.,
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2011; Miconnet et al., 2002; Speiser et al., 2005; Tacken et al., 2011). Les essais réalisés ont
clarement montré I'intérét de telles molécules pour améliorer I'induction d’une réponse

spécifique.

5.2. 2. Inhibiteurs des voies immunosuppressives :

Afin de stimuler le systeme immunitaire, en particulier dans le contexte anti-tumoral,
il faut également inhiber les mécanismes induisant 'échappement ou la régulation de la
réponse immunitaire. Jusqu’a présent, les molécules développées et utilisées de la sorte sont

en majorité des anticorps bloquant :

- les anti-CTLA-4, qui tendent a inhiber la voie de co-inhibition des lymphoytes T. Ils
ont montré une certaine efficacité mais preésentent un risque important d’autoimmunité qu’il
faut pouvoir prendre en charge et qui remettent leur utilisation en cause (Callahanet al., 2010;
Kahler and Hauschild, 2011).

- Les anti-PD-1, parfois associés avec les anti-CTLA-4, afin de bloquer les voies
naturellement impliquées dans Pinhibition de la réponse a médiation cellulaire évitant la

survenue d’une réponse chronique (Gajewski etal., 2011; Melief and Finn, 2011).

Récemment, la voie inhibitrice de la molécule BTLA (atténuateur des lymphocytes T
et B) est a I'étude ainsi que l'utilisation de molécules inhibitrices spécifiques visant les
cellules immunosuppressives (Tregs, cellules suppressives d’origine myéloide ou MDSC) ou
les molécules immunorégulatrices libérée dans le microenvironnement (IDO, TGF-p et IL-10)
(Gajewski et al., 2011). D’apres certains essais chez la souris, d’aucun suggére par exemple
I’utilisation d’anticorps ciblant les lymphocytes T régulateurs tel qu'un anti-CD25, qui
éliminerait préférentiellement cette population (mais aussi les lymphocytes T activés chez
I’Homme) qui expriment le récepteur a I’IL2, ainsi que [I’utilisation d’un anti-GITR
(Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor family related gene), un agoniste
d’une molécule de co-stimulation exprimées par les lymphocytes T et abrogeant I’action des
suppressive des Tregs) (Gajewski et al., 2011; Haynes et al., 2008; Mitsui et al., 2010; Rech
and Vonderheide, 2009). Une récente étude clinique sur ’effet d’inhibiteurs potentiels de
Tregs associés a un protocole de vaccination n’a cependant révélé qu’une efficacité trés
limitée sur la déplétionen Tregs, et seulement chez un certain nombre de patients (de Vries et
al., 2011).
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Combiner I’action des mécanismes d’immunosuppression et celle d’activateurs du
systeme immunitaire dans des protocoles d’immunothérapiec montre son efficacité dans les
modeles murins et représente sans doute la seule voie d’avenir pour I’immunothérapie des
tumeurs humaine (2010-Clin Cancer Res-Mitsui_J-Two distinct mechanisms of augmented
antitumor activity by modulation of immunostim or inhibitory signals ; Takeda K. et al., JI
2010, Combination therapy of established tumors by antibodies targetting immune activating

and suppressing molecules).

5. 3. Les thérapies visant a renforcer les réponses T par transfert de
lymphocytes anti-tumoraux.

Le concept de cette immunothérapie consiste a sélectionner et amplifier des
lymphocytes spécifiques d’un ou plusieurs antigenes de la tumeur, afin de les réinjecter au
patient en grand nombre une fois stimulés in vitro (Dudley and Rosenberg, 2003; Dudley et
al., 2003; Hershkovitz et al., 2010; Rosenberg and Dudley, 2009). C’est une démarche
prometteuse qui a déja montré des résultats cliniques (Gattinoni et al., 2006). Du fait de leur
fréquence éelevee, les lymphocytes T spécifiques de Melan-A/A2 sont fréquemment utilisés

dans les essais contre le mélanome. Les lymphocytes injectés peuvent avoir plusieurs origines.

La présentation croisée est un phénomeéne essentiel a I'activation des lymphocytes T
CD8 cytotoxiques et doit donc étre prise en compte pour le développement des
immunothérapies et notamment pour la vaccination (Kurts et al., 2010). L’identification des
épitopes tumoraux a conduit a I’utilisation de séquences peptidiques minima les en vaccination.
Malheureusement ces peptides ne permettraient pas une présentation efficace. En effet, d’une
part ils se chargent sur les CMH-I par la voie exogéne, et d’autre part ce chargement
s’effectue sur des cellules non présentatrices d’antigénes qui n’expriment pas de molécules de
co-stimulation, ce qui conduit a une présentation sous-optimale par ces cellules car peu
durable. Une telle présentation conduit a I’induction de réponses cytotoxiques faibles et de
durée limitée, voire a I'anergie ou I’apoptose de certains lymphocytes CD8 (Melief and van
der Burg, 2008; Zanoni and Granucci, 2011).
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5. 3. 1. L’injection de TILs et de PBL enrichis :

Les TILs de certaines tumeurs comme le mélanome ont ’avantage de contenir de
nombreux lymphocytes spécifiques de la tumeur susceptibles de répondre & un nombre varié
d’antigénes. Dans ce cas ces lymphocytes peuvent étre obtenus par culture de fragments de
tumeurs. Néanmoins cette approche est lourde et on a donc essayé par ailleurs d’obtenir de
tels lymphocytes en induisant leur expansion par stimulation antigénique des PBL du patient
en culture. Afin d’obtenir suffisamment de cellules a réinjecter, il faut donc passer par une

étape d’amplification et/ou de stimulation in vitro de plusieurs semaines.

De nombreux essais cliniques ont ainsi été réalisés, en particulier dans le cadre du
mélanome, aussi bien avec des TILs (Besser et al., 2010; Dudley et al., 2010; Labarriere et al.,
2002b; Rosenberg et al., 2011a) que des PBL enrichis (Dreno et al., 2002; Dudley et al., 2002;
Meidenbauer et al., 2003; Powell et al., 2006; Verdegaal et al., 2011). Des réponses cliniques,
avec des régressions parfois complétes, ont ainsi pu €tre observées, démontrant 1’intérét de
cette technique d’immunothérapie. Cette efficacité semble cependant dépendante de la qualité
(avidite) des lymphocytes injectés mais aussi de I'administration de ceux-ci dans des
conditions particulieres comme une situation adjuvante ou apres une lymphodéplétion et/ou
une myéloablation séveéres du patient (Dreno et al.,, 2002; Gattinoni et al., 2006; Rosenberg
and Dudley, 2009).

5. 3. 2. Clones et lymphocytes génétiqguement modifiés :

Tres peu d’équipes dont la notre ont utilisé des lymphocytes clonés a partir des PBL
du patient CDS8. Injectés au stade métastatique en I’absence de lymphodéplétion, ces
traitements ont induit quelques régression et/ou des stabilisations mais la plupart de ces
réponses ont été de courte durée (Vignard etal., 2005; Yee et al., 2002; Yee et al., 2000).

Les résultats obtenus avec des clones autologues, ainsi que la difficulté et la durée
d’obtention de ces derniers pour chaque donneur, en plus de la limite que représente la
fréquence limitée du répertoire T spécifique de I’antigéene d’intérét, a conduit a 1’¢laboration
d’une nouvelle stratégie. En prenant le probléme a sa source, cette stratégie se base sur le
récepteur T spécifique de D’antigéne cible : il s’agit de transfecter des lymphocytes T
cytotoxiques avec un TCR de forte affinité pour un antigene tumoral, puis de les réinjecter au
patient aprés avoir vérifi¢ leur réactivité face a I’antigéne (Park et al., 2011; Turtle and

Riddell, 2011). Se basant sur des études contemporaines in vitro et chez la souris, des essais
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de phase I ont déja été réalisés avec ’observation de réponses cliniques, confirmant I’ intérét
de cette approche pour le traitement de cancers variés (Duval et al., 2006; Morgan et al., 2006;
Ochi et al., 2011; Wang et al., 2011).

5. 4. Les thérapies visant a induire de nouvelles réponses T par vaccination.

Les vaccinations anti-tumorales ont pour objectif d’induire la différenciation et ou
I’expansion des lymphocytes T CDS8 cytotoxiques spécifiques d’antigénes de la tumeur du
patient. Pour cela, différents agents vaccinaux (peptides, wvecteurs viraux, cellules
cancéreuses...) ont été¢ étudiés et comparés chez la souris avant d’étre évalués en clinique.
Dans le cadre du mélanome, la plupart de ces vaccins ont été testés mais ils présentent des
défauts importants. Ainsi, pour les vecteurs viraux, ils induisent une réponse anti-virale trop
forte qui limite la réponse aux antigénes tumoraux ciblés. Quant aux vaccins ADN, ARN nus,
ils restent pour I’instant faiblement antigéniques, sans doute en partie a cause des trop faibles
concentrations utilisées. Les vaccins les plus étudiés ont été jusque la les peptides épitopiques,
pour leur facilit¢ de préparation et pour la simplicité¢ d’évaluation des réponses T spécifiques
qu’ils induisent. Par contre, les risques de tolerogénicité de ces vaccins, révélés par certaines
¢tudes récentes, suggerent que les candidats vaccins les plus intéressants sont d’une part les
longs peptides contenant des épitopes CD8 et CD4 et d’autre part les vaccins utilisant, ou

ciblant directement in vivo, des CD.

5.4. 1. La vaccination épitopique.

Les essais basés sur la vaccination par des peptides épitopique se sont rapidement
développés du fait de leur simplicité de production et d’administration. Les peptides
épitopiques HLA-A2 dérivés de l’antigéne Melan-A (nonamere, décamére et décamere
modifi¢ A27L) ont ét¢ utilisés dans divers essais, souvent couplés a d’autres antigénes A2
voire a des épitopes viraux stimulant les CD4, et généralement associés dans les essais les
plus récents a des solutions adjuvantes afin d’optimiser la réponse anti-tumorale. Tous les
essais ont été réalises sur des patients métastatiques a haut risque et montrent que la
vaccination induit des lymphocytes spécifiques de Melan-A avec un phénotype effecteur ou
effecteur mémoire chez un certain nombre d’entre eux. Toutefois, le consensus établi en

recoupant I’observation des réponses cliniques de différentes études veut qu’il n’y ait pas de
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corrélation entre les deux (Cebon et al., 2003; Cormier et al., 1997; Di Pucchio et al., 2006;
Jager etal., 2002; Lienard et al., 2004; Speiser et al., 2008; Valmori et al., 2003).

Les peptides courts présentent en fait beaucoup d’inconvénients qui peuvent nuire a
leur efficacité (Figure 3). Tout d’abord ils sont rapidement dégradés par des protéases in vVivo
(Brinckerhoff et al., 1999) ensuite, leur chargement exogéne sur les CMH-1 de toutes les
cellules conduit nécessairement a leur présentation par des cellules non présentatrices
d’antigénes dont on sait qu’elle peut étre tolérogene (Meliefand van der Burg, 2008). De plus,
on sait que le priming des T naifs implique que les antigénes soient présentés plusieurs heures
par les CD (Hugues et al., 2006; Jusforgues-Saklani et al., 2008), ce que ne permet pas le
chargement exogéne a cause du recyclage rapide des CMH-I1 de surface et la dégradation
rapide des peptides courts. Ces limites ont donc conduit a étudier des préparations vaccinales
permettant d’induire une présentation des épitopes par les CD, telles que des liposomes, des
vecteurs viraux, des protéines couplées ou non a un adjuvant (Robson et al., 2010), des
complexes antigene-anticorps capables de se fixer sur les récepteurs aux Fc des APC, des Ag
couplés a des Ac spécifiques de récepteurs des CD tels que DC-SIGN ou le mannose
récepteur (Romani et al., 2010), les longs peptides et des CD chargees en antigenes par la voie

endogeéne.

5. 4. 2. La vaccination par longs peptides (LP) :

Il est connu depuis longtemps que les longs peptides peuvent étre internalises et
donner lieu a une présentation des épitopes par les CD capables de stimuler in vivo chez la
souris des réponses T CD8 et CD4 helper (Fayolle et al, 1991; Kast et al., 1991). Des
données plus récentes obtenues chez la souris montrent par ailleurs que ces longs peptides
induisent une réponse T CD8 plus forte et plus durable que les épitopes correspondants et ont
corrélé ces différences a la durée de présentation des épitopes dans les organes lymphoides
secondaires ((Bijker et al., 2007; Melief and van der Burg, 2008), Figure 3).

Lorsque j’ai commencé ma thése, aucun essai clinique utilisant des LP d’antigénes
tumoraux n’avait été réalisé. Toutefois la présentation croisée durable de plusieurs épitopes
d’antigénes de mélanome a partir de LP de ces antigenes avait été établie in vitro en utilisant
des CD monocytoides (Faure et al., 2009). Récemment les premiers essais de vaccination
utilisant des LP ont été réalisé I'un pour stimuler des réponses contre le VIH chez le macaque

(Rosario et al., 2010) et deux autres chez ’Homme pour la prévention de la malaria
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(Arevalo-Herrera et al., 2011; Herrera et al., 2011) et pour le traitement de Iésions
précancéreuses du col utérin induites par le virus papillome HPV-16 (col de I'utérus) (Kenter
et al, 2009; Welters et al., 2010). Ces études ont démontré capacité des LP a induire une
réponse T in vivo. De plus, I'essai de Kenter et al., a pu mettre cette réponse en corrélation

avec les résultats cliniques observés contre les Iésions précancéreuses du col de I'utérus.

Il apparait donc majeur, suite a ces résultats encourageants, de tester I’efficacité
vaccinale de longs peptides dérivés d’antigénes de tumeurs pour le traitement des cancers non
associés a un virus, mais néanmoins immunogéniques comme le mélanome. Dans ce contexte
il nous a semblé important de tester préalablement les capacités relatives de longs peptides de
plusieurs Ag de melanome a étre cross-presentés durablement par les CD et a induire le
priming des lymphocytes T CD8 et CDA4.
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Figure 3 : Vaccination épitopique versus vaccination par longs peptides.
Les peptides épitopiques CD8 et CD4 se fixent de fagon exogene sur les CMH de différentes
cellules (a, b) et stimulent les lymphocytes T de fagcon non optimale voire induisent des Tregs,
contrairement a des longs peptides incluant des épitopes CD8 et CD4 qui sont exclusivement
cross-présentés par les CD.
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5. 4. 3. La vaccination par des vecteurs viraux.

Les vecteurs viraux recombinants ont fait 'objet de nombreuses études dans le
traitement du cancer, toutefois les résultats sont restés décevants, ne montrant pas d’impact
sur la survie des patients. En effet, comme souligné récemment par ’équipe de Rosenberg
(Gattinoni et al., 2006), bien qu’il existe une amplification de lymphocytes T spécifiques de la
tumeur, celle-ci s’estompe rapidement contrairement a d’autres approches vaccinales comme

le transfert de lymphocytes T.

5. 4. 4. La vaccination par des CD chargées en antigénes.

Afin de s’assurer d’une prise en charge exclusive des antigénes vaccinaux par des CD
matures, seules capables d’induire une RI efficace, 1’idée fut de charger ex vivo des CD
autologues, avant de les réinjecter au patient (Melief, 2008). Cette approche permet de
maitriser la quantité et la qualité des cellules stimulatrices, en particulier leur maturation et la
concentration d’antigénes et la voie de chargement pour une présentation optimale.
Généralement les CD sont générées a partir de monocytes ou de progéniteurs myéloides
CD34" issus du sang, bien que certains essais aient utilisés des PBMC qui contiennent, on le
sait, de faibles fractions de CD (Gajewski et al., 2001; Peterson et al., 2003). Le chargement
se fait par I'intermédiaire d’un lysat de cellules tumorales ou par les peptides épitopiques,
mais dans les deux cas des inconnues importantes subsistent quant a I'efficacité et la durée de
présentation des épitopes. De nombreux essais cliniques utilisant des CD ont ainsi été réalisés
dans différents types de tumeurs (Draube et al., 2011; Melief, 2008), et notamment dans le
mélanome. Les réponses encourageantes rapportées dans plusieurs essais de phase I/ I,
(Banchereau et al., 2001; Fay et al., 2006; Gajewski et al., 2001; Hersey et al., 2004; Nestle et
al., 1998; Palucka et al., 2006; Peterson et al., 2003), n’ont cependant pas été retrouvées dans
un essai de phase 111 et ont méme été interrompues car jugees défavorables (Schadendorfet al.,
2006). Une approche alternative en développement est basée sur un ciblage spécifique des CD
in vivo par différents vecteurs couplés a Il’antigéne et conjointement a I’administration

systémique d’agents de maturation des CD tels que le CD40L (Romani et al., 2010).

A la lumiere des résultats obtenus jusqu’a présent utilisant des peptides courts, et ceux
présentés dans cette thése, la faible efficacité de ces différents vaccins & induire des réponses
T durables pourrait étre due en partie a une présentation des comparée a la présentation

prolongée obtenue avec les longs peptides par présentation croisée (Faure et al., 2009).
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Résultats
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1. Introduction

Dans le cadre de la thématique du laboratoire : « Réponse T antitumorale et
immunothérapie », plusieurs projets se sont axés autour des antigenes du mélanome dont
certains ont ét¢ découvert par I’équipe. L’antigéne Melan-A, pour lequel le répertoire T
spécifique est trés vaste, s’avere étre un modeéle d’étude approprié pour I’immunothérapie. De
nombreux essais cliniques ont déja été réalisés en utilisant cet antigéne pour la vaccination ou
la stimulation in vitro de lymphocyte T de patients pour un transfert adoptif (Dangoor et al.,
2010; Speiser et al., 2008; Vignard et al., 2005). L’épitope CD8 Melan-A 26-35, ayant une
faible affinité de liaison au HLA-A2, a été optimisé pour améliorer sa stabilité et par
conséquent sa présentation aux lymphocytes T (Blanchet et al., 2001; Valmori et al., 1998;
Valmori et al., 1999). Cela a également permis de générer artificiellement des complexes
multimériques CMH-peptide-optimisés avec un meilleure stabilité que le peptide naturel ; ces
complexes multimériques étant un outil d’analyse et de détection spécifique du répertoire T
antigénique qui leur est associé (Altman et al., 1996; Romero et al., 1998a; Romero et al.,
1998b). Toutefois, le peptide épitopique modifié ne semble pas présenter d’avantage notable
par rapport au peptide naturel dans les essais de vaccinations dont les résultats restent
décevants (Hamid et al., 2007; Speiser et al., 2008).

Deux études du groupe de Melief ont démontré dans un modele murin de vaccination,
I’immuno génicité supérieure de longs peptides contenant I’épitope OV A, par rapport a des
peptides courts (Bijker et al., 2007; Zwaveling et al., 2002). D’aprés cette expérience et
d’autres observations, C. J. Melief et S. H. van der Burg ont émis 1’hypothése que les peptides
courts épitopiques sont inadéquats pour la vaccination, du fait de leur chargement par la voie
exogene sur les CMH-I de toutes les cellules, aboutissant a une présentation inadaptée voire
tolérogene (Melief and van der Burg, 2008). Ils ont ainsi proposé I'utilisation vaccinale de
longues séquences peptidiques dont il est établi depuis longtemps qu’elles peuvent donner
lieu a la présentation des épitopes CD8 et CD4 par des cellules dendritiques et stimuler ainsi
de forts réponses T CD8 et CD4 (Fayolle et al., 1991; Kast et al., 1991). Il restait a établir des

constructions pouvant Vérifier ces hypotheses.

Plusieurs projets sur les longs peptides ont éte développeés, au sein de notre équipe
dont I’un portant sur un long peptide Melan-A 16-40 contenant I’épitope A2 optimisé (A27L)

couplé a des glycoconjugués pour permettre son internalisation via des PRR d’endocytose tels
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que le récepteur au mannose et DC-SIGN. Les expériences menées par le Dr. P. Larrieu lors
de sa these ont démontré la capacité de ces LP a étre cross-présentés par des cellules
dendritiques, capacité également partagée par la séquence peptidiqgue non couplée. En
parallele de cette étude, la présentation croisée durable par des CD dérivées de monocytes
d’un long peptide Melan-A 15-40 naturel ainsi que d’un LP dérivé de ’antigéne gp100 a été
établie par le Dr. F. Faure (Faure et al., 2009). C. J. Melief et son équipe ont par ailleurs
apporté la méme année les premiéres preuves d’une certaine efficacité clinique de LP

contenant des antigenes de tumeurs virales (HPV) (Kenter et al., 2009).

Partant des résultats préliminaires obtenus dans 1’équipe, mon projet de these, débuté
en septembre 2008, a alors été d’étudier in vitro I'immunogénicité de longs peptides dérivés
d’antigénes de mélanomes humains contenant un épitope CDS8 restreint HLA-A2, optimisés
ou non pour I'ancrage a ce HLA. J’ai tout d’abord comparé la cross-présentation par les CD
de I'épitope Melan-A 26-35, modifié ou non, a partir des longs peptides Melan-A 16-40 et 16-
40a27., ainsi que le cross-priming de PBL de donneurs sains induit par cette cross-
présentation, Les résultats de cette étude ont conduit a la soumission au Journal of
Immunology d’un article en révision intitulé : “HLA anchor optimization of the Melan-A-
HLA-A2 epitope within a long peptide is required for efficient cross-priming of human
tumor-reactive T cells.” A la demande des reviewers de I’article, nous avons plus récemment
comparé la capacité de ces deux LP a stimuler une réponse CD8 parmi les PBL de patients
porteurs de mélanome, puis leur immunogénicité chez la souris HLA-A2, en collaboration
avec Armelle Blondel de I'Institut Cochin. Par la suite nous avons tent¢ d’établir la valeur
générale de I’impact de ’optimisation d’ancrage sur I’immunogénicité des LP en utilisant un
LP de I'antigeéne NY-ESO-1, modifié¢ ou non. Cette étude n’a finalement pu aboutir car aucun
priming n’a été obtenu avec les PBL de 3 donneurs sains, sans doute du fait du répertoire
extrémement limité des lymphocytes spécifiques de cet épitope chez les individus naifs. Enfin,
nous avons étudié¢ la capacité de plusieurs LP naturels, modifiés ou chimeres de longueurs
différentes, a induire une présentation croisée et un cross-priming par les CD. Les résultats
montrent que la majorit¢é des LP induisent efficacement une présentation croisée mais que
I’efficacité de cross-priming est plus hétérogeéne et sans doute dépendante de la réponse CD4.
Pour terminer, nous avons donc commencé I'étude de la réponse CD4 au LP Melan-A modifié
afin de préciser la capacité de ce peptide a induire, malgré la modification d’un acide aminé
dans plusieurs épitopes CD4 connus, une réponse CD4, puis déterminer I'impact de celle-ci

sur la réponse CD8.
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2. Matériel et méthode

Cellules et culture :

Les PBMC ainsi que les PBL et les monocytes élutriés de donneurs sains ont été
fournis par la plateforme DTC du CHU de Nantes. Les PBL des patients ont été fournis par le
service de Dermatocancérologie du CHU de Nantes 5 (Pr Dréno). Le milieu de culture utilisé
est le RPMI 1640 complété avec de la L-glutamine et de la pénicilline-streptomycine
(10pg/mL) (GIBCO®) ainsi que 10% de sérum de veau feetal (Laboratoires PAA) pour la
culture des lignées tumorale, ou 8% de sérum humain (préparé dans le laboratoire) pour la
culture des cellules humaines. Les CD ont été obtenues a partir de monocytes cultivés durant
5 jours a 2.10°/mL avec 80ng/mL d’IL4, 90ng/mL de GM-CSF (AbCys) and 1% plasma

humain.

Les clones : M77-84 spécifique de Melan-A 26-35/HLA-A2, M17-221 spécifique de
NA17-A 1-10/HLA-A2, et M117-167 spécifique de NY-ESO-1 157-165/HLA-A2, sont issus
de TILs et ont été préalablement générés dans le laboratoire. Ils sont décongelés et cultivés en

présence d’IL2 a 150UI/mL (Proleukine® Chiron).

Peptides synthétiques:

Les peptides Melan-A 21-40 modifi¢ (YTTAELAAGIGILTVL), Melan-A 16-40
naturel (GHGHSYTTAEEAAGIGILTVILGVL) et modifié 16-40427
(GHGHSYTTAEELAGIGILTVILGVL), les peptides 26-35 (EAAGIGILTV) naturels et
modifiés 26-354271 (ELAGIGILTV), ainsi que les peptides 20mer NA17A chimérique
(YTTAEVLPDVFIRCVILGVL) et NY-ESO-1 modifi¢ 151-170C165V
(SCLQQLSLLMWITQ VFLP VF) ont été obtenus chez MilleGen avec une pureté supérieure a
90%.

Les LP fluorescents Melan-A Acl16-40-1AF 271 et Ac16-40-K-FITCar7 ont d’abord
¢té synthétisés chez NeoMPS puis couplés aux fluorochromes par le Dr E. Duverger
(Laboratoire de Neurobiologie de I’Université¢ d’Orléans) avec une pureté supérieure a 70%.
Le long peptide Melan-A 16-40 a été couplé a deux autres fluorochromes : le bodipy ou

I’acide indocarbocyanine (rot), par P. Henklein avec la collaboration du Dr F. Ebstein (Institut
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de Biochimie — Charit¢ — de I’Universit¢ de Médecine de Berlin). La localisation des

fluiorochromes est décrite figure XO0A.

Le 30mer NA17A synthétique (VLPDVFIRCVVFPRSPTVFYNIPPMPLPPSQL)
et le NY-ESO-1 151-170 naturel (SCLQQLSLLMWITQCFLP VF) sont des dons des Dr C.

Sedlik et D. Valmori respectivement. Le peptide épitopique de grade clinique NA17-A
(VLPDVFIRCYV) est un don du Dr C. Pandolfino.

Les peptides NY-ESO-1 157-165 naturels et modifiés C165V (SLLMWITQV) ont été
obtenus chez Eurogentech avec une pureté¢ supérieure a 70%. Le mélange de 9 peptides
chevauchant couvrant la séquence du Melan-A 16-40 utilisés pour tester la réponse CD4
comprend les séquences décrites dans la figure XOB. Ils ont ét¢ obtenus chez Proteogenix
avec une pureté supéricure a 80%. La pureté des différents peptides a été contrdlée par les
fournisseurs via une chromatographie en phase inverse. Les peptides lyophilisés ont été repris
dans du DMSO a 10mg/mL et conservés a -20°C.

A

|Me|an—ﬁ\ 16-40 et 16-40A27L", AcG-25-L N-ter couplés & des fluorochromes :

Marquage des histidines par :
- acide indocarbocyanine (rot) (encre orange)
- bodipy (encre violette)
- iodoacetamidoflucresceine* (IFA) (fluorescence verte)

Ac-G-H-G-H-3-Y-T-T-A-E-E-A-A-G-1-G-I-L-T-V-|-L-G-V-L-co0
+ ¢ (N8

* L'FA est couplée 8 la séquence modifiés)

[Melan-A 16-41A27L", Ac-26-K C-ter fluorescent : |

Marquage d'une lysine par fluoresceinisothiocyanate (FITC)
Ac-G-H-G-H-5-Y-T-T-A-E-E-L-A-G-I-G-I-L-T-V-I-L-G-V-L-K-cocr

B 18 40
Melan-A16-40 GHGHSYTTAEEAAGIGILTVILGVL
(Gl-1516-30 > GHGHSYTTAEEAAGI

Gl-15-1 18-32 ——>» GHSYTTAEEAAGIGI
8T-1520-34 ————> SYTTAEEAAGIGILT

Melan-A 21-36 ————— YTTAEEAAGIGILTVI
TI-1522-36 ——> TTAEEAAGIGILTVI
Melan-A 25-36 = EEAAGIGILTVI
Melan-A 25-40 ——————————————»/EEAAGIGILTVILGVL
AlL-14 27-40 AAGIGILTVILGVL
| GT-1229-40 > GIGILTVILGVL

Figure 4 : Informations sur les peptides synthétiques.
A : localisation des fluorochromes sur les LP Melan-A. B : composition des peptides
chevauchants couvrant la séquence de Melan-A 16-40.
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Expériences de présentation croisée et analyse de la réponse des clones :

Les CD vivantes ou fixées par 0.1%0 de glutaraldéhyde (Sigma-Aldrich), ont eté
pulsées durant 3h avec un peptide puis lavées 4 fois. Du TNF-a (10ng/mL) (AbCys) et du
Poly I:.C (100ng/mL) (Sigma-Aldrich) ont été ajoutés durant et aprés le pulse. Apres un temps
d’incubation de 0 a 96h, le clone est ajouté en ratio 1/1 durant Sh en présence de bréfeldine-A
(BFA) (Sigma-Aldrich). La production d’TFN-y du clone est mesurée ensuite par un marquage
intracellulaire associé a un marquage CD8. Chaque condition expérimentale est en duplicate

ou en triplicate.

Inhibition de la présentation croisee :

Les CD sont incubées avec des molécules inhibitrices ou compétitrices, 45minutes
avant le pulse de peptide, puis durant celui-ci. Les cellules sont lavées 4fois et comptées afin
d’évaluer la toxicit¢ de I'inhibiteur, puis elles sont incubées avec le clone en ratio 1/1 en

présence de BFA.

Les inhibiteurs des récepteurs scavengers ont été fournis par le Dr Y. Delnest (Institut
de Biologie en Santé PBH-IRIS, CRCNA UMR892 Angers), les autres molécules proviennent
de chez Sigma-Aldrich.

Stimulation des PBMC ou des PBL par les peptides :

Les PBMC de donneurs sains ou de patients, de méme que les PBL, ont été incubés en
plaques 96 puits & 1,5.10° cellules par puits minimum, respectivement en présence de peptide
oude CD autologues pulsées 3h par un peptide en présence des agents de maturation, dans un
milieu contenant 8% de sérum humain. 50Ul/ml d’IL2 est ajouté aprés 3 jours d’incubation et

le milieu est renouvelé tous les deux a trois jours jusqu’a analyse.

Analyse des réponses CD8 apres priming :

Aprés 14 jours d’incubation, ou bien 9, 11, 14, 15, 18 et 21 jours si ’expérience le
nécessitait, une partie des PBL de chaque puits est prélevée et analysée directement au FACS
par un marquage CD8 et tetramer, ou bien stimulée par une lignée tumorale exprimant ou

n’exprimant pas I’antigéne d’intérét (Melan-A, NA-17A ou NY-ESO) durant 5 heures en
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présence de BFA, avant d’effectuer un marquage CDS, tetramer et IFN-y pour analyser la

réponse au FACS.

Analyse des réponses CD4 spécifiques de Melan-A apres priming :

Apres les 14 jours de stimulation par le long peptide Melan-A modifié, les PBL ont été
restimulés, ou non, durant 5 heures en autoprésentation et en présence de BFA par un mix de
peptide chevauchants couvrant la séquence du LP naturel (FigureX0). Un co-marquage CD4

et IFN-vy est ensuite réalisé pour analyser la réponse au FACS.

Souris :

Les souris AAD exprimant un CMH chimérique de classe I composé des domaines ol
et 02 du HLA-A*0201 et du domaine o3 de la molécule H2-Dd murine (Newberg et al., 1996)
utilisées dans cette étude sont un présent du Pr VH Engelhard (University of Virginia School
of Medicine, Charlottesville). Les expériences ont été réalisees enaccord avec le ministére de

I'agriculture pour la régulation de I'expérimentation animale.

Immunisation par une préparation de peptide en IFA ou des CD chargées :

Les souris AAD, ont été immunisées soit avec une préparation vaccinale de 50ug de
peptide 26-35a27, de LP melan-A 16-40 naturel ou de LP modifie A27L et 50ug d’IFA
renouvelé aprés 7 jours, soit des CD autologues dérivées de moelle osseuse (BMDC) chargées
en peptide. Aprés respectivement 18 et 12 jours aprés la premiére immunisation, les cellules
des ganglions axillaires et des rates ont été extraits pour un test de réponse soit par stimulation
en présence de BFA pour une analyse au FACS de I'lFN-y intracellulaire, soit par ELISPOT-
IFN-y.

Pour obtenir les BMDC, les cellules de moelle osseuse de souris AAD ont été
déplétées en hématies et mise en plaque a incuber 6h dans du milieu RPMI 10% SVF, 2mM
L-glutamine, 50uM de P2-mercaptoethanol et 50 pM de streptomycin et 100 pg/ml de
pénicilline. Les cellules non adhérentes ont été récupérées, puis incubées 5 jours dans du
milieu supplémenté en GM-CSF avec renouvellement du milieu apres 2 et 4 jours. Les CD
immatures ainsi obtenues ont été chargées ou non par avec 10ug/mL de LP 16-40 naturel ou
A27L. Aprés 16h de chargement, les CD ont été lavées puis immédiatement injectées par voie

veineuse dans des souries AAD avec une concentration de 1,8.10° cellules/souris. Aprés
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douze jours, les lymphocytes ont été extraits des ganglions et des rates des souris pour étre

immédiatement testé.

ELISPOT IFN-y

Des microplagues PVVDF (Millipore) ont été coatées sur la nuit a 4°C avec un anticorps
de rat anti-IFN-y de souris (R4-6A2, Pharmingen) puis lavées et saturées avec du milieu
complet. 2.10° cellules ont été co-incubées sur la nuit avec 1M de peptide Melan-A 26-35 ou
un peptide irrelevant M55-66 dans du milieu contenant 30UI/mL d’IL2 recombinant humain
(Roche Applied Science). Aprés lavage, un anticorps biotinylé de rat anti-IFN-y de souris
(XMG1.2, PharMingen) a été ajouté pour une incubation de 2 heures. Aprés lavage, une
alkaline phosphatase couplée ExtrAvidin (Sigma-Aldrich) a été ajouté dans les puits pour une
incubation d’une heure a température ambiante. Le substrat conjugué de la phosphatase
alkaline (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a ensuite été ajouté durant 30min. Les cellules
formant des spot d’IFN-y ont ensuite ét¢ comtés en utilisant un ELISPOT BioReader 5000F..

Tri cellulaire :

Les déplétions en CD14", CD4" ou CD19%, ont été réalisées avec des billes
magnétiques sur colonne de tri (MACS® separation Kit) Myltenyi-Biotech. Les tris CD8",
CD4" et NKP46+ ont été réalisés au FACSAria® par le Dr. Desfrancois-Noél.

Marquages, anticorps et analyses FACS:

Les marquages membranaires, dont le marquage par tetramer-biotine couplé
streptavidine-PE ou APC, ont effectués durant 15 minutes a 4°C en PBS 0,1% BSA. Le
marquage intracytoplasmique IFN-y-PE ou APC a été effectué en PBS 0,1% BSA 0,1%
saponine. Les cytochromes utilisés en fonction des expériences couvrent quatre couleurs :
FITC, PerCP, PE et APC ; les anticorps utilisés ont été obtenus chez Myltenyi- Biotech™ ou
Becton-Dickinson™. L’analyse des cellules marquées est réalisée au FACSCalibur®, avec les
logiciels CellQuest® ou Flowjo®

Statistiques :

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel GraphPad Prism® et les

tests précisés dans la légende des figures.
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3. Etude de la capacité de cross-priming d’un long peptide de
Pantigene Melan-A/MART-1 contenant I’épitope A2
immunodominant naturel ou optimisé pour un meilleur ancrage
au HLA.

3. 1. Un ancrage optimisé de I’épitope immunodominant Melan-A 26-35 est
nécessaire pour conférer a un long peptide contenant cet épitope une
efficacité de cross-priming de lymphocytes T anti-tumoraux.

« HLA anchor optimization of the Melan-A-HLA-A2 epitope within a long

peptide is required for efficient cross-priming of human tumor-reactive T cells »

Joé-Marc Chauvin, Pierre Larrieu, Guillaume Sarrabayrouse, Armelle Prévost-Blondel,

Renée Lengagne, Juliette Desfrancois, Nathalie Labarriére, Francine Jotereau.

Article en révision soumis a The Journal of Immunology
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ABSTRACT

The uptake and long term cross-presentation of tumor antigen long peptides (LP) by DC make
them attractive cancer vaccine candidates. However, it remains to be established whether LP
can prime long-lived tumor-reactive CTL, and whether other cell types are able to cross-
present them. Using HLA-A2 healthy donor and melanoma patient-derived PBMC, we
studied the in vitro cross-priming potential of Melan-A 16-40 LP bearing the HLA-A2-
restricted epitope 26-35, or its analogue 26-35A27L and compared it to the priming capacity
of the short analogue. We then addressed LP priming capacity in vivo, using HLA-A2 mice.
We also studied LP cross-presentation by moDC, pDC, monocytes and B cells. We showed
that the modified LP gave rise to high and sustained cross-presentation by moDC. This led to
cross-priming vitro and in vivo and to expansion of long-lived tumor-reactive cytotoxic T
cells. In contrast, the LP containing the natural 26-35 epitope primed specific T cells poorly,
despite its long-lived cross-presentation, and T cells primed against the short analogue were
short-lived. We further showed that LP cross-presentation is restricted to monocytes and
conventional DC. These results document for the first time the strong immunogenicity of a
human tumor antigen LP. Of note, they underscore that this property is critically dependent on
sufficient HLA binding affinity and/or TCR ligand potency of the cross-presented epitope.
We conclude that LP fulfilling this requirement should be used as tumor vaccines, together
with DC maturating agents, especially the Melan-A 16-40 A27L LP, for the treatment of
HLA-A2" melanoma patients.
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INTRODUCTION

The demonstration that tumor specific cytotoxic T lymphocytes (CTL) are major
effectors of the surveillance of experimental- and virus-associated human cancers, as well as
the discovery of human tumor-associated antigens (TAA) recognized by CTL from patients,
initiated twenty years ago (1), opened the way to developing cancer vaccines to treat non-viral
associated cancers. Immunogenic cancers such as melanoma were particularly targeted.
Nonetheless, these treatments have not yielded fully satisfying clinical responses so far (2).
This failure has been attributed to immunosuppresion and tolerance mechanisms, which
develop within the tumor environment. A way to circumvent them would be to induce robust
enough CTL responses (3). Because the induction of potent CTL responses requires long-
lived cross-presentation by mature DC of high affinity TCR ligands, cancer vaccines should
fulfill these requirements. Most tumor antigens elicit anti-tumor T cell responses displaying
low avidity, due to limited densities of MHC-peptide complexes on target cells, and/or to low
HLA binding affinity of tumor epitopes, resulting from missing anchor residue(s).
Paradoxically, this latter defect was documented essentially for immunodominant melanoma
epitopes, such as Melan-A 26-35, gp100 209-217 and NY-ESO-1 157-165. The introduction
of'a missing anchor residue was therefore considered to increase the immunogenicity of these
epitopes (4-7). Nonetheless, these analogues used as vaccines were not efficient to treat

cancer patients so far, which led to question theirr potential mterest (8, 9).

Another suggested limit of cancer vaccines (3) would be their inability to induce an
exclusive and sustained cross-presentation by mature DC, which appears mandatory to mount
robust cytotoxic T cell responses. Studies in mice suggested that low immunogenicity of exact
epitope vaccines is due to the exogenous and short-term peptide presentation, not restricted to
DC (10). In contrast, this study and others showed that LP give rise to sustained cross-
presentation by DC, and/or induce strong T cell responses (11, 12). LP (and proteins) are
therefore considered as promising cancer vaccines (3). In accordance, in vitro studies showed
that LP from human melanoma-associated antigens, among which the differentiation antigen
Melan-A/MART-1 (thereafter called Melan-A), are efficiently internalized by monocyte-
derived DC (moDC), eliciting sustained cross-presentation (11). However, neither the ability
of such LP cross-presentation to prime tumor reactive CTL, nor whether other cell types were

able to internalize and cross-present LP were formally addressed.

To successfully design new melanoma vaccines, it appears crucial to document, in a

preclinical setting, the T cell priming capacity of tumor antigen LP and the impact of an

42



epitope modification improving the affinity/stability of the HLA-peptide complex on this
ability. To address these questions, we chose the Melan-A ,635/HLA-A2 complex as a model
epitope, because 1/ specific T cells have shown anti-melanoma efficacy without dramatic
toxicity, in adoptive transfer therapy (13-17) 2/ a uniquely vast specificT cell repertoire is
present in HLA-A2 donors (18), which allows the detection of specific responses from naive
T cells after a single stimulation; 3/ the A27L modification has been carefully designed to
stimulate a repertoire largely cross-reactive with the natural epitope (7), three key properties

for use in vaccination.

Here, we therefore compared the capacity of the Melan-A 16-40 LP (16-40 WT) and
of its modified analogue (16-40 A27L), to be cross-presented by moDC, and to cross-prime
and/or expand tumor-reactive Melan-A specific CTL in vitro and in vivo in a HLA-A2 mouse
model. We also compared Melan-A specific CD8" T cell induction by these LP and by the
related short analogue.
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MATERIAL and METHODS

Cells and culture:

PBMC were obtained from HLA-A2 healthy donors and melanoma patients. PBL, monocytes
and intermediate fractions were isolated by elutriation. Plasmacytoid dendritic cells (pDC)
were enriched by an additional CD123" sorting, using magnetic beads (Stem cells). These

subpopulations were supplied by the DTC-platform (CHU Nantes, France).

The culture medium used was RPMI 1640 supplemented with L-glutamine and penicillin-
streptomycin (10pg/mL) (GIBCO®).

The HLA-A2 tumor cell lines Melan-AP”® M113 and Melan-A "®* M17 (melanomas) and C4S
(colorectal carcinoma) were cultured with 10% fetal bovine serum (FBS), (PAA Laboratories).
The M77-84 T cell clone, reactive to the HLA-A2/Melan-A 26-35 complex and 26-354271
analogue had been obtained from a metastatic lymph node of a HLA-A2 melanoma patient
(19). The PBMC, PBL and the T cell clones were cultured with 8% human serum (HS)
prepared in our laboratory and 150 IU/ml IL-2 (Proleukine® Chiron).

DC were obtained from monocytes cultured for 5 days at 2.10%mL with 80ng/mL IL4,
90ng/mL GM-CSF (AbClys, Paris, France) and 1% human plasma. CD19" B cells were sorted
from PBL with MACS® CD19" magnetic separation kit (Miltenyi- Biotech). MACS® CD19"
CD4" and CD14" were used for the CD19", CD4" and CD14" PBMC depletions. Naive and
memory T cells were sorted on a FACS ARIA® with a CD3"CD45RA'CD45RO"CD27" or
CD3'CD45RO" phenotype selection, respectively, to a purity superior to 99%.

Synthetic peptides:

The Melan-A 16-40 (GHGHSYTTAEEAAGIGILTVILGVL) and 26-35 (EAAGIGILTV)
WT peptides and their modified (A27L) analogues were purchased from MilleGen. Purity (>
85%) was controlled by reversed-phase high-performance liquid chromatography.
Lyophilized peptides were dissolved in DMSO at 10mg/mL and stored at -20°C. M58-66 was
an irrelevant HLA-A2 restricted peptide.
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Cross-presentation assay and T cell clone response analysis:

HLA-A2" DC, alive or fixed for 3 min by 0.1%o glutaraldehyde (Sigma-Aldrich), were pulsed

3 h, in duplicate or triplicate wells, with peptides, and washed 4 times. TNF-a (10ng/mL)
(AbCys) and Polyl:C (100ng/mL) (Sigma-Aldrich) were added during and following the pulse.
M77-84 T cells were added, at a 2:1 ratio, for 5 h in medium containing 10 pg/mL brefeldin-A

(Sigma-Aldrich). The IFN-y production of the T cell clone was measured by intracellular
labeling with CD8 co-labeling.

PBMC or PBL stimulation by the Melan-A peptides:

PBMC (2.105 per well of 96 well plates, or 1.10° per well of 24 well plates), were incubated
with the peptide concentrations indicated in the Figures for 2 weeks. For PBL stimulation
moDC were pulsed for 3 h with 8 uM peptides, in medium containing TNF-o and Poly I:C,
and then washed 4 times before addition of PBL at a 10:1 ratio. IL-2 (50 IU/mL) was added
after 3 days.

Immunofluorescent stainings and flow cytometry analysis

Antibodies (Abs) used for surface labeling were: anti-human CD3-PerCP, CD8-APC, CD8-
FITC, CD45RA-FITC, CD45RO-APC, CD27-FITC, CD27-APC, CD28-PE, Granzyme A-
FITC (Miltenyi- Biotech or Becton Dickinson). Single-stained controls for each fluorochrome
were used for compensation settings. 2.10° cells were stained in PBS-0.1% BSA with
appropriate concentrations of specific mAbs for 20 minutes at 4°C. For intracellular staining,
cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min, washed and stained with IFN-y-PE
mAD for 25 min in PBS-0.1% BSA -0.1% saponin. After washing in PBS 0.1%BSA, 10 cells

were acquired, in the viable cell gate, on a BD® FACS Calbur™ with Cellquest® Pro

software.

Tetramer staining

HLA-A*0201/Melan-A 26-354271. a3-mutated biotinylated monomers were generated by the
recombinant protein facility (INSERM U892, Nantes, France), as described (20). Monomers

were tetramerized through binding to streptavidine-PE (BD Pharmingen,). Cells were co-
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incubated with Melan-A tetramers (10pug/mL or, if cells were recently stimulated, 40 ug/ml)
and CD8 mAb for 20 min at 4°C in the dark. 10° cells were analyzed, using a FACSCalibur.

Analysis of specific tumor cell recognition:

T cells were co-cultured, at a ratio 2:1, with HLA-A2 Melan-A" (M113) or, as a negative
control, Melan-A™ (M17) melanoma lines for 5 h in medium containing brefeldin A. Reactive
T cell frequency was analyzed by flow cytometry following anti-CD8, Melan-A tetramer and
intracellular [FN-y or CD107a co-labeling. The Melan-A specific response was obtained by

subtracting the response to the negative control from that to M113. In some experiments, the
number of Melan-A specific T cells was estimated from the total number of T cells in each

well and the fraction of M113-reactive T cells.

Analysis of cytotoxic activity by flow cytometry:

Target cells (HLA-A2 Melan-AP®* (M113) melanoma line or, as a negative control, a Melan-
A" (C4S) colon carcinoma cell line) were stained with PKH67 (Sigma-Aldrich) at a
concentration of 4uM during 1h and washed twice. Labeled target cells were diluted at 5.10°
cells per 50 puL of culture medium and incubated, or not, for 4h with tetramer T cells at
various ratios in 96—well plates, in triplicate. The supernatant of each well was discarded and
150uL of culture medium containing propidium iodide (PI) (BD Pharmingen) at 50 ug/mL
was added. Cytotoxicity was analyzed immediately by flow cytometry. The percentage of
tumor cells killed was the number of dead tumor cells (PKH67+, PI+) in the presence of
lymphocytes, divided by the total number of target cells (PKH67+) minus the number of dead

tumor cells in the absence of lymphocytes, divided by the total number of tumor cells.

Mice

AAD mice expressing a chimeric MHC class I composed of the al and 02 domains of HLA-
A*0201 and the 03 domain of H2-Dd (21) were a kind gift of Pr VH Engelhard (University of

Virginia School of Medicine, Charlottesville).

Experiments were performed in compliance with French Ministry of Agriculture regulations

for animal experimentation.
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Immunization with bone marrow—derived DC (BMDC)

Bone marrow cells from AAD mice were depleted of red blood cells and plated for 6 hours in
RPMI 1640 with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 50 puM 2-mercaptoethanol, 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin (complete medium). Non-adherent cells were suspended
(0.5 x 10%/mL) in complete medium containing GM-CSF. Medium was replaced after 2 and 4
days. At day 6, immature DC were cultured in the presence of LPS (500 ng/mL) and IFN-y
(10 ng/ml) either alone or with the Melan-A 16-40 peptide or with its modified (A27L) LP
analogue (10pg/ml). Sixteen hours later, DCs were washed, and immediately injected
intravenously into AAD mice (1.8 x 10° cells / mouse). Twelve days later, fresh splenocytes
were tested by IFN-y ELISPOT.

ELISPOT IFN-y

PVDF microplates (Millipore) were coated overnight at 4°C with rat anti-mouse IFN-y
antibody (R4-6A2, Pharmingen) and then washed and saturated with complete medium. 2.10°
splenocytes were incubated overnight with Melan-A 26-35 or M58-66 (1 pM) in medium
containing 30 units/ml human rIL2 (Roche Applied Science). After washing, biotinylated rat
anti-mouse IFN-y mAb (XMG1.2; PharMingen) was added for 2 hours. After washing,
alkaline phosphatase- labeled ExtrAvidin (Sigma) was added, and wells were incubated for 1 h
at room temperature. Finally, alkaline phosphatase conjugate substrate (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) was added for 30 min. IFN-y spot forming cells (SFC) were counted using a
BioReader 5000F ELISPOT reader.

Statistics.:

Statistical analyses were done with GraphPad Prism® software. Scatter-dot graphs were made
to compare medians of non-Gaussian populations and were analyzed with a non-parametric
test (Mann-Whitney or Kruskal-Wallis followed by a Dunns post-test). Bar-graphs were
realized to compare means and were analyzed for populations following a Gaussian
distribution with an unpaired t-test or ANOVA. The two time-scatter-dot graphs were
analyzed with an ANOVA paired test (Gaussian distribution) and a Friedman test (Gaussian

approximation) respectively.
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RESULTS

Efficient cross-presentation of WT and modified Melan-A 16-40 peptides by moDC.

The cross-presentation by moDC of Melan-A 16-40 (16-40 WT) and of its analogue
(16-40 A27L) was evaluated by the IFN-y response ofa CD8" T cell clone (M77-84), reactive
to both the natural and the modified 26-35 epitopes. Fixed DC, unable of cross-presenting, but
as efficient as live DC to present the WT and analogue epitopes (Figure 1A), were used
alongside, to exclude or evaluate a contribution of exogenous presentation of degradation

products of the LP i the T cell response.

Both LP induced a significant proportion of IFN-y secreting T cells only when they
were cross-presented by unfixed DC (Figure 1 B). These responses were respectively
detectable from 0.5 uM and 4 uM for the 16-40 A27L and the 16-40 WT respectively. They
increased with the LP concentration, reaching a plateau at 16 uM and 64 uM respectively.
Below 32 puM of LP, IFN-y responses resulted only from cross-presentation. At all
concentrations, the response was significantly higher for the modified LP than for the WT one.
Therefore, both LP are efficiently cross-presented. Cross-presentation of the modified LP was
quite stable for 72 hours (Figure 1C). A similarly long-lasting cross-presentation has been
reported elsewhere for the WT LP, with the difference that it strongly decreased with time
(11). In contrast with the stable cross-presentation of the modified LP, the exogenous
presentation of the analogue short peptide by DC remained very high at 24 hours but
decreased rapidly thereafter (Figure 1C). Therefore, both the WT and the modified LP are
spontaneously and durably cross-presented by moDC, while exogenous presentation of the

short analogue is significantly shorter.

The Melan-A 16-404571 LP, but neither its WT homologue nor the short analogue, stimulates a

very high and long-lasting expansion of Melan-A 26-35-specific CD8" T cells

The capacity of the WT and the modified LP to stimulate Melan-A 26-35 specific
CDS8" T cells was then examined. As shown in Figure 2 A, for a representative donor (out of 4),
a single stimulation of PBMC with 8uM of the modified LP induced a large expansion of
Melan-A specific CD8" T cells in a majority of the culture wells and within two weeks, as

measured by tetramer labeling. In contrast, the WT LP induced a limited expansion of these
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cells and in a very small fraction of the culture wells even at higher concentrations (32, 64, or
100uM). This difference was reproducibly observed in eight independent experiments
performed with 4 donor-derived PBMC, as illustrated, in Figure 2B by the mean percentages
of wells containing a significant fraction of CDS8' tetramer = cells (at least 1%). Since the
tetramer used was refolded with the modified epitope A27L, we could not exclude that the
natural LP had induced the growth of Melan-A specific cells not detected by this tetramer. To
avoid this bias, we measured for two additional healthy donors and two melanoma patients the
fraction and total number of CD8 T cells responding to a HLA-A2+ Melan-A expressing
melanoma cells among PBMC stimulated by the natural and modified LP. For the healthy
donors, in accordance with previous tetramer labeling, we found that high fractions of the
culture wells stimulated with the modified LP contained high fractions and high numbers of
CD8 T cells reactive against Melan-A expressing melanoma cells, whereas very few of those
stimulated with the wt LP did contain such cells (Figure 2C). An even higher difference was
observed for one melanoma patient (Figure 2D). Nonetheless the PBMC from another
melanoma patient failed to respond to both LP (data not shown).

We, and others, reported earlier that the Melan-A 26-354,71 peptide stimulates a high
expansion of specific CD8' T cells in vitro from PBMC or PBL (7, 19). We therefore

compared side by side in the same experiments, CD8" T cell responses induced by the short
and long modified peptides. As shown on Figure 2E for a representative experiment
performed from PBMC ofone donor out of 6, both peptides induced a reproducible expansion
of tetramer’ CD8" T cells in most culture wells. At day nine, the tetramer” cells induced by
the short analogue were more frequent (p<0.01) than those induced by the modified LP.
However, from day 9 to 21, and for most donors, the proportions of tetramer” cells increased
m wells stimulated with the modified LP, while it decreased or remained stable in those
stimulated with the short analogue (Figure 2E and supplementary Figure 1). Therefore, in
vitro, the Melan-A modified LP is remarkably more efficient to stimulate a long-term
expansion of Melan-A specific CD8" T cells than the natural LP and the modified short

peptide.

The tetramer" cells induced by the Melan-A modified LP are tumor reactive.

Because recent reports emphasized the risk that T cells stimulated with the modified

epitopes may be less reactive against the natural epitope than T cells stimulated with the latter

49



(9), we compared the reactivity to HLA-A2" Melan-A" melanoma cells of tetramer' T cells
induced by the modified and the natural LP (although the latter were unfrequent). The median
fraction of tetramer’ cells induced by both LP that reacted against melanoma cells was high
(around 60%) and not significantly different (Figure 3A left). A representative example is
illustrated in Figure 3B. In addition, tetramer’ cells induced by the modified LP express
CD107-a (Figure 3 A right) and killed the melanoma cell line M113 (Figure 3C), as efficiently
as a high affinity Melan-A specific T cell clone (19). Therefore the modified LP stimulates
efficiently the growth of T cells that are highly reactive (cytokine production and lysis)

against the natural epitope expressed by melanoma cells.

Cross-presentation of the modified LP by moDC efficiently primes naive Melan-A specific T

cells and induces their differentiationt into effector memory cytotoxic T cells

To further assess whether cross-presentation of the modified LP could prime naive-

and/or  stimulate memory- Melan-A specific PBL, we used moDC from HLA-A2 healthy
donors pulsed with 8uM of the modified LP to stimulate autologous PBL.

As shown in Figure 4A, for one representative donor out of two, cross-presentation of
the modified LP by moDC induced the expansion of tetramer” CD8" T cells from total PBL,
in a significant fraction of culture wells, while cross-presentation of the natural LP did not.
Using cytometry based sorted CD3" CD45RA" CD45RO™ CD27' PBL (naive T cells) and
CD3" CD45RO" (memory T cells) from two donnors, we further showed that Melan-A
specific T cells could be efficiently induced from naive precursors (Figure 4B and data not
shown). We then compared the phenotype of tetramer positive or negative T cells induced
from naive precursors by the modified LP (Supplementary Figure 2). The expressions of
CD27, CD28 and granzyme B are increased in tetramer+ cells, whereas those of CD62L,
CD57 and CCR?7 are decreased. Therefore, cross-presentation of the modified LP by moDC
efficiently primes naive Melan-A specific T cells inducing their development into effector
memory cytotoxic T cells. We then asked which cell types among PBMC were able to cross-

present the modified LP and to prime circulating T cells.
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Among blood cells, monocytes, but not plasmacytoid DC nor B cells, cross-present the Melan-

A 16-40 A27L peptide and are required for the cross-priming of CD8" T cells.

To ascertain the role of circulating antigen presenting cells (APC) such as monocytes,
conventional DC and B cells in the induction of tetramer+ cells from PBMC stimulated by the
modified LP, PBMC were depleted for CD19", CD4" or CD14" cells. CD19" B cell depletion
did not affect the stimulation of tetramer” CD8" T cells. In contrast, the depletion of CD4"
cells, ie. CD4" T cells, monocytes, and conventional DC, and that of CDI14" cells, ie.
monocytes, quite abrogated the capacity of LP to induce the growth of tetramer ™ cells (Figure
5 A, for one representative donor out of two), suggesting that monocytes and/or DC are
critical to prime CD8" T cells from the modified LP. In addition, populations of HLA-A2"
PBMC, highly enriched (>95%) in monocytes, pDC or B cells, as well as moDC and a HLA-
A2+ Melan-A- tumor cell line (C4S), were pulsed with the modified LP and cross-
presentation was measured with the Melan-A specific T cell clone. As illustrated in Figure 5B,
for one representative donor out of 3, only monocytes and moDC, were able to cross-present
the analogue epitope from the LP. This suggests that among PBMC, monocytes and/or
conventional DC are responsible for the very efficient cross-priming of tumor-reactive CD8'T

cells by the modified Melan-A LP.

BMDC cross-presenting the Melan-A 16-404271, LP, but not its WT homologue, induce a
significant expansion of Melan-A26-35-specific T cells in vivo

The capacity of the WT and the modified LP to stimulate Melan-A 26-35 specific cells
was then examined in vivo. HLA-A2 transgenic AAD mice were immunized with BMDC
previously incubated with each peptide for 16 hours to favor cross-presentation. Twelve days
later, the number of IFNy-secreting splenocytes was determined by an ex vivo ELISPOT assay.
As shown in Fig 6, a single immunization with DC incubated with 1 uM of the modified LP
induced a large expansion of Melan-A specific splenocytes, and no specific response towards
M58-66 used as an irrelevant HLA-A?2 restricted peptide (p<0.05). In contrast, Melan-A 26-
35 specific cells were not efficiently induced in mice immunized with DC incubated with the
WT LP. Overall, these results show that only Melan-4 16-404,7;, LP induced a significant
proportion of IFN-y secreting T cells after cross-presentation by BMDC in vivo and are

relevant with data obtamed in vitro.
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DISCUSSION

Here we showed that a Melan-A LP, bearing an anchor optimized analogue of the
immunodominant CDS8 epitope (26-35/HLA-A2) gave rise to a sustained high level of cross-
presentation by moDC and exhibited in vitro and in vivo a unique ability to generate a large
and long-lived expansion of highly tumor reactive CD8" T cells from PBMC. In contrast, the
WT LP failed to efficiently induce such cells. It is noteworthy that specific T cells primed by
the short epitope proliferated poorly, and/or died rapidly. Finally we showed that monocytes
and moDC, but not B cells, pDC, nor tumor cells, were able to cross-present the modified
Melan-A LP. These findings support the unique immunogenicity of tumor derived LP
provided the cross-presented epitope has a sufficient HLA-binding affinity and/or TCR ligand
potency.

The much higher capacity of the modified LP to induce the growth of Melan-A
specific T cells compared with the WT LP was initially observed by labeling with a tetramer
containing the modified decapeptide. Since the natural LP could induce the cross-presentation
and priming of T cells specific for the natural nonamer and decamer not labeled by this
tetramer (22), the induction of Melan-A specific T cell by the natural LP might have been
underestimated. Therefore, for two healthy donors and two melanoma patients, we quantified
the melanoma reactive CD8 T cells induced by both LP. This approach confirmed the
extremely low capacity of the natural LP to induce melanoma specific T cells. In addition, we
did not observed any melanoma reactive T cells in the tetramer negative fraction of cells
stimulated with the natural LP. Therefore, the total or at least the major fraction, of T cells
reactive with the WT epitopes are labeled by the modified tetramer.

The cross-presentation of the modified LP by DC induced a significantly higher T cell
response than the WT LP. However, since the analogue epitope itself triggers a stronger T cell
response than its WT counterpart (Figure 1 A and (23)), it is not possible to know whether the
modified LP induces a higher level of cross presentation (i.e. the presentation of higher
densities of MHC peptide) than its WT homologue. Nonetheless, the significantly longer half-
life of the HLA-A2/A27L analogue complex, compared to the WT (7), could logically result
in a higher density of the former on DC.

Sustained TCR-ligand interaction between naive T cells and DC is critical for efficient

T cell priming (24). The observation that DC pulsed with the modified LP acquired a high
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level of epitope cross-presentation, which was stable for at least 72h, may explain why this LP
primed naive T cells so effectively. Faure et al (11) previously reported a similarly long-
lasting cross-presentation of the WT Melan-A LP. Nonetheless, our results showed that this
LP was inefficient to induce the expansion of Melan-A specific T cells in vitro and in vivo.
The mechanistic basis of this major difference between the two LP is difficult to precise,
although it clearly depends on the A27L anchor modification. Anchor optimized residues,
through the enhancement of MHC-peptide affinity/stability, might increase the duration of the
T cell/DC interaction, which is critical for T cell priming. In addition, these residues may
increase the strength of the TCR/MHC-peptide interaction due to the higher stability of this

complex or to subtle alteration of the MHC-analogue peptide conformation (25).

Although at equimolar concentrations the short analogue induced a much higher T cell
clone response than the modified LP by pulsed DC, the latter induced a much higher
expansion of long-lived PBMC-derived tetramer' cells. Therefore, lymphocyte stimulation by
the Melan-A A27L, short and long peptides, is qualitatively different. As suggested by the
group of Melief from in vivo data (10), this may result from a potentially tolerogenic
presentation of the exact epitopes due to their presentation: 1/ by non-professional APC, 2/ for
limited duration, and 3/ in the absence of CD4" T helper cells. In accordance, potentially
explaining the different life duration of CD8" T cell expansion induced by the short and long
modified Melan-A peptides, we found that the latter was cross-presented exclusively by
monocytes and DC and that its presentation by DC lasted about 48 hours longer than that of
the modified short peptide.

The WT 16-40 Melan-A sequence used in the present study also contains 3
overlapping CD4 peptides presented by HLA-DR1, DR3 and DQ6 alleles (26). Since these
peptides encompass the alanine at position 27, the A27L modification, might affect the
corresponding CD4 responses. Nonetheless the 26-35 A27L peptide was unexpectedly shown
capable to activate a HLA-DQG6 restricted CD4" T cell clone (26). We have observed that
PBMC stimulation by the Melan-A modified LP also induced the growth of CD4" T cells
reactive with a mix of 15 overlapping 12 mer peptides covering the natural 16-40 sequence of
Melan-A (Chauvin unpublished results). We are currently addressing a potential helper role of
these cells in the priming efficiency and in the quality of the specific CD8" T cells induced by
the modified LP.

Among PBMC, LP cross-presentation, appeared restricted to monocytes and moDC. Although

not completely delineated, the role of inflammation induced monocyte-derived DC in the
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induction of T cell responses has been directly established in the mouse (27). Our data
showed that monocytes, purified by elutriation, efficiently cross-presented the modified LP. It
may be that this process, and/or the culture, during the cross-presentation assay, could provide
pro-inflammatory danger signals, endowing these cells with a LP cross-presentation capacity.
Therefore, it is likely that the induction of Melan-A specific CD8 T cell by adding LP to
PBMC resulted from epitope cross-presentation by monocytes or blood DC. In support of this,
the depletion of PBMC in monocytes (CD14+) abrogated the induction of Melan-A specific T
cells by the modified LP. This induction was also strongly reduced when CD4+ cells,
corresponding to subsets of monocytes, DC and T cells were depleted. This might result from
a defective cross-presentation due to monocyte or blood DC depletion and/or from a lack of
help by Melan-A specific CD4+ T cells. Nonetheless, preliminary experiments in which
purified CD8 T cells were stimulated by autologous monocytes loaded with the modified LP,
in the presence or absence of CD4, showed that Melan-A specific CD8" T cells were induced
in the absence of CD4 T cells, although their presence enhanced CD8" T cell expansion
(Chauvin unpublished results).

A role of pDC in antigen presentation has been proposed, on the basis of their capacity
to express both MHC-I and -II molecules and to cross-present soluble or particulate antigens
to CD8" T cells following TLR stimulation (28). We did not observe any LP cross-
presentation by these cells either ex-vivo, or following a 3-day maturation by IL-3 or CpG
(data not shown). It may be that intracellular components required for LP cross-presentation,
are distinct from those allowing protein or particular antigens reported to be cross-presented
by these cells, and are lacking in pDC or that cross-presentation by these cells requires a

specific context.

We showed that cross-presentation of the modified LP by Mo-DC induced the priming
and expansion of naive CD8" T cells and their differentiation within two weeks into effector
memory T cells. It is likely that this cross-presentation stimulate memory T cells as well. In
support of this, the modified LP induced a higher expansion of Melan-A specific CD8" T cells
from PBMC of a melanoma patient. PBMC of melanoma patients may contain more memory
Melan-A specific CD8" than those from healthy donors, mainly composed of naive T cells (29,
30). The PBMC from another melanoma patient failed to respond to both LP. This lack of
reactivity may reveal the heterogeneity of the immunological status of cancer patients

reported recently by several groups.
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Both the Melan-A 26-35 epitope and its A27L analogue, in association or not with
adjuvants, have been used as cancer vaccines to treat metastatic HLA-A2" melanoma patients.

Comprehensive analysis of patient T cell responses confirmed the previous in vitro
observation that the short analogue induced a higher expansion of Melan-A 26-35 CD8" T
cells than the WT epitope (9). Nonetheless, these expansions remained ten times lower than
expansions induced by an Influenza virus-derived epitope (31) and were not associated with
clinical responses. The present demonstration that the modified Melan-A LP induces in vitro a
significantly higher and longer expansion of tumor reactive CD8" T cells than the short
analogue, supports the superior immunogenicity of LP compared with the exact epitopes
proposed by the group of Melief, on the basis ofa mouse study (10, 32). In accordance, strong
T cell responses correlating with clinical responses have been observed in women with HPV -

16 associated vulvar neoplasia vaccinated with HPV-16 LP (33, 34).

Recent clinical studies of adoptive T cell transfer in melanoma patients have shown
that some characteristics of transferred tumor infiltrating lymphocytes significantly associated
with objective responses is the long persistence following infusion and the expression of
CD27 (35, 36). The Melan-A specific T cells primed by the modified LP shared these
properties while T cells primed by the short analogue proliferated for a limited time and/or

rapidly died in vitro.

In summary, the present study documented, for the first time directly, the unique
capacity of a tumor antigen LP in priming specific tumor reactive CTL through a preferential
uptake and durable cross-presentation by APC, and induction of a very high and durable
expansion of primed cells. Importantly, our results also underlines that LP immunogenicity is
strongly conditioned by a sufficient MHC binding affinity and/or TCR ligand potency of the
cross-presented epitope, an observation which may be an in vitro manifestation of the impact
of the strength of MHC binding of CD8 epitopes on the immunodominance hierarchy of
CDS8" T cell responses (37). This last study clearly established that induction of strong T cell
responses have two major requirements: a sufficient TCR repertoire and a sufficient MHC

binding affinity of the epitope.

Overall, the present study strongly supports the development of tumor antigen derived
LP fulfilling these requirements, and their use as cancer vaccines in combination with DC

maturating agents, with a special emphasis for the use of the Melan-A 16-40 A27L LP, for the

treatment of HLA-A2" melanoma patients.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Relative levels and duration of exogenous- and cross-presentation of the natural and
A27L modified Melan-A/A2 epitopes respectively from short and long peptides, by HLA-A2
moDC. In triplicates for each condition, immature DC were pulsed for 3 hours in the presence
of TNF-a and poly I:C with the indicated concentration of A: Melan-A natural (EAA) or
modified (ELA) 26-35 short peptide, B: Melan-A natural or modified LP. The clone was
added at 1:1 E:T ratio for 6 hours and the response was measured by IFN-y-labeling. C: The
cross-presentation of the modified Melan-A LP by moDC is long lasting, in contrast with the
exogenous presentation of the short peptide. The DC were pulsed with 1uM of the modified
short peptide or with 8uM of the modified LP and the clone response was analyzed as above,
at indicated time points after the antigen pulse.

Figure 2: The modified LP, but not its wt counterpart, induces a long lasting expansion of
Melan-A specific CD8" T cells and this expansion is also stronger and longer than that
induced by the analogue epitope. A: Percent tetramer (Melan-A 26-35,271./HLA-A2) labeled
CDS8" cells in individual culture wells (each dot represent the % of specific T cells in a culture
well) amongst PBMC from a HLA-A2 healthy donor, 14 days after a single stimulation with
the indicated LP. The lines within each group of plots show the median, and P values
represent statistical results from a non parametric Mann-Whitney test. B: Mean fraction of
culture wells in which PBMC stimulation, with the indicated LP, had induced a significant
expansion of tetramer’ Melan-A specific T cells (at least 1% of the stimulated PBMC), at 14
days after a single stimulation, in four distinct experiments performed with PBMC from three
donors. P values were obtained with a Bonferroni test from a positive one-way analysis of
variance (ANOVA) test. C: Fraction among CD8+ cells (left) and total number of T cells
(right) specifically secreting IFNy to M113, a HLA-A2 Melan-AP*® melanoma line, in each
culture wells of PBMC from a healthy donor (representative experiment), 14 days after a
stimulation with 8uM of natural or modified LP. The lines in each group of plots show the
median, and P values results from a Mann-Whitney test. D: The same experiment and
statistical analysis were performed as in C with PBMC from a patient bearing a metastatic
melanoma. The Figure represents the fraction of IFNy" Melan-A specific CD8" T cells. E:
Percent tetramer " cells in individual culture wells of PBMC from a HLA-A2 donor stimulated
once (at day 0) by the modified short peptide (left), or by the modified LP (right), at day 9, 13

and 21 post-stimulation. Results shown are a representative experiment out of4. Lines within
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plot groups represent the median and P values results from a non parametric Kruskall-Wallis
test associated with a Dunns post-test.

Figure 3: The majority of tetramer positive CD8" cells induced (as in Figure 2A) by PBMC
stimulation with the LP are tumor-reactive and highly lytic. A: Mean fraction among CD8"
cells of the tetramer responding to M113, a HLA-A2 melanoma cell line expressing Melan-A.
After gating on CD8 T cells, tetramer and IFNy or tetramer and CDI107a staining were
measured. Unpaired T-tests were used B: Representative dot plots showing the tetramer and

IFN-y labeling of CD8" cells in response to M113 melanoma cells, as in A. C: Lysis of the
HLA-A2 Melan-A"** melanoma cell line M113, compared with lysis of a HLA-A2 Melan-

A" colon-carcinoma cell line used as control, by the Melan-A specific CTL clone M77-84,
and by PBMC from various culture wells stimulated 14 days before by the modified LP and
shown to contain at least 40% tetramer’ CD8" cells (primed PBL). Primed PBL were mixed at
the indicated tetramer’ CD8"/tumor cell ratios and lysis was measured by a flow cytometry
assay as described in Material and Method.

Figure 4: The cross-presentation by moDC of the modified Melan-A LP, but not that of its
WT homologue, induces an efficient cross-priming of naive PBL, from HLA-A2 healthy
donors. A: Percent of tetramer” among CD8" cells in individual culture wells of PBL from a
representative HLA-A2 donor stimulated 14 days by moDC previously pulsed 3 hours with
8uM of the indicated LP. Medians and p-value from a Mann-Whitney test are shown. B:
Percent of tetramer” among CD8" cells in individual culture wells of sorted naive or memory
PBL from another HLA-A2 donor, stimulated 14 days by moDC pulsed (or not) with 8uM of
the modified LP. The "no peptide" control corresponds to unstimulated total PBL. Medians
and p statistical results from a non parametric Kruskall-Wallis test completed by a Dunns
post-test are figured.

Figure 5: Among blood cells, monocytes, but not pDC nor B cells, cross-present the Melan-A
16-40 A27L peptide and are required for the priming of CD8+ T cells among PBMC. A:
PBMC depletion for CD4" and CD14" respectively reduces or abrogates the capacity of the
modified Melan-A LP to stimulate Melan-A specific CD8+ T cells. Medians and p statistical
results from a non parametric Kruskall-Wallis test completed by a Dunns post-test are figured.
B: Cross presentation of the modified Melan-A LP by various cell types measured as in
Figure 1.

Figure 6: Expansion of Melan-A26-35-specific T cells in mice immunized with BMDC
presenting the Melan-A 16-40,4,7;, LP. The number of Melan-A 26-35-specific T cells was
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evaluated directly ex vivo by IFN-y ELISPOT using splenocytes from AAD mice immunized
with BMDC (n=3), BMDC incubated with Melan-A 16-404,7;; LP (n=4), and its WT
homologue (n=3). 12 days after immunization, splenocytes were exposed to Melan-A 26-35
(black bars) or the M58-66 irelevant peptide (white bars). Results are expressed as the
number of spot-forming cells per 2.10° splenocytes. Data are mean of triplicates +/- SD.
Melan-A 26-35-specific T cells were significantly more frequent in mice immunized with
BMDC incubated with the modified LP than with WT LP (p<0.05) as assessed by Mann-
Whitney U test.

Supplemental Figure 1: The modified LP induces a long lasting expansion of Melan-A
specific CD8" T cells among HLA-A2" PBMC stimulated as in Figure 2. P-values in each
figure result from a paired and ANOVA (gaussian) or Friedman (non gaussian) tests
respectively.

Suppleme ntal Figure 2: Comparison of CD27, CD28, Granzyme B, CD62L, CD57 and
CCR?7 expression by the induced tetramer” (tet+) and the tetramer negative (tet -) CD8" T cell
fractions, 14 days after a single stimulation of HLA-A2 PBMC by the modified Melan-A LP.
The boxes represent the range, median and interquartiles of expressing cells, from pooled data

obtaned in healthy donors. Statistical values were obtained from a Mann-Whitney test.
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3.2. Le LP Melan-A 16-40 A27L stimule des réponses plus importantes que
le LP naturel chez les PBMC de patients.

A la demande des rapporteurs nous avons completé cette étude, par la comparaison des
capacités de priming des LP naturel et modifié vis a vis de PBMC de patients atteints de
mélanome. Comme chez les donneurs sains, nous avons observé que seul le LP modifié peut
induire avec une forte fréquence I’amplification de lymphocytes T spécifiques de I’épitope,
qu’il soit modifi¢ (analyse tetramer) ou naturel (présenté par une lignée tumorale) (Figure
W1). Cependant, contrairement aux donneurs sains, pour un patient, quasiment aucune
réponse des PBL n’a été induite par le LP modifié. Ceci suggere que les PBL de certains
patients présentent une caractéristique qui limite la stimulation par le long peptide Melan-A
modifié. Ce défaut ne semble pas lié au caractere mémoire des lymphocytes spécifiques de
Melan-A-A2 puisque que chez un autre patient la présence de T mémoires décrite dans la
littérature est fortement suggérée par une réponse encore plus forte que celle observée avec
des PBL naifs.

Nous avons de plus, a la demande des rapporteurs, comparé I’efficacité de priming des
deux LP non seulement en comparant le % des cellules marquees par le tétramere modifié, et
en s’assurant qu'aucune cellule non marquée par ce tétramere ne réagissait aux cellules
tumorales donc au peptide naturel, mais aussi en comparant les % de lymphocytes réactifs aux
cellules tumorales induits par les deux LP (par marquage intracellulaire de I'IFN-y). Cette
comparaison a donné des résultats essentiellement calqués sur ceux obtenus par marquage
tétramere pour les donneurs sains mais par contre clairement inférieurs pour le patient
mélanome non répondeur. De plus, dans certaines expériences de stimulation par les deux
longs peptides, nous avons compté le nombre de cellules T CD8 dans tous les puits, ce qui
nous a alors permis de quantifier puits par puits le nombre absolu de lymphocytes T
specifiques (produisant de 'IFN-y) ayant ét¢ stimulés par chaque long peptide. Ceci nous a
permis d’établir formellement la forte capacité du long peptide modifié¢ a stimuler ’expansion

des T CD8 spécifiques contrairement au LP naturel.

Les causes de la non réponse au LP modifié de certains patients restent a étudier. Si
cette non réponse est révélatrice révele d’un statut immunitaire déprimé, la stimulation des
PBMC par le LP constituer une approche simple permettant de révéler un facteur prédictif de

réponse a une vacciation voire a une autre forme d’immunothérapie spécifique d’antigene.
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Figure W1: Le LP Melan-A 16-40 A27L induit une amplification conséquente de
lymphocytes T spéecifiques et tumeur-réactifs chez des patients atteints de mélanome.

Des PBMC de deux patients ont été stimulés par 8uM de LP Melan-A 16-40 naturel ou
modifié. A, C : Analyse CD8" tetramer™ des puits. B, D : Analyse de la réponse IFN-y des
puits de priming aprés 5h de stimulation par deux lignées tumorales en parallele, I’une
exprimant Melan-A, I’autre non. Le graphique représente la différence de réponse entre ces
deux lignées tumorales. Tous les puits présentant une réponse supérieure a 1% des CD8
correspondent a des puits présentant une fraction marquée a plus de 1% par le tetramer. *** :
p < 0,001% T-test non paramétrique.

3. 3. Le LP Melan-A 16-40 A27L est plus immunogénique que le LP naturel

dans un modele murin de vaccination.

Afin de valider in vivo I'immunogénicit¢ du LP Melan-A modifié nous avons
comparé la réponse T spécifique de I’épitope naturel Melan-A 26-35 induite par ce peptide a
celle induite par le LP naturel dans un modele de souris présentant un HLA hybride souris-
humain A2. Deux modalités d’immunisation ont ét¢ utilisées : 1’administration des LP et
d’TFA en intradermique et 'administration iv de CD chargées ex vivo par I’un ou lautre de

ces LP. La réponse a été mesurée par ELISPOT IFN-y. Cette étude a été réalisée en
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collaboration avec le Dr A. Blondel codirigeant I’équipe INSERM-CNRS intitulée « Etude de

la réponse immune et de sa régulation dans le mélanome. » a I'Institut Cochin (Paris).

Plusieurs expériences de vaccination par peptide en IFA n’ont pas permis de révéler
par analyse en cytométrie du marquage tétramere ou de la réponse IFN-y a des lignées
tumorales, I’induction d’un répertoire T spécifique de Melan-A A2 pour aucun des deux LP,
et ce en dépit de I’observation d’une réaction inflammatoire notable (augmentation de volume
associé a une augmentation de la concentration de lymphocytes) dans une majorité des
ganglions de souris immunisées avec le LP modifié contrairement a celles immunisées avec le
LP naturel. Cependant, des mesures de la réactivité des lymphocytes ganglionnaires et
splénigues ex vivo par ELISPOT ont permis de visualiser 1’induction d’une réponse CDS8
spécifique du peptide ELA plus forte par le LP modifié (Figure W2A, W2B).
Malheureusement la réponse au peptide court naturel n’a pas ét¢ mesurée dans cette
expérience. La réponse a 1’épitope naturel a cependant été évaluée en utilisant comme cibles
les lignées de mélanome humaine M113 et murine TII exprimant HLA-A2 et Melan-A
(humain ou murin respectivement). De facon inexpliquée, la difference de réponse entre les
souris immunisées par le LP modifié et celles immunisées par le LP naturel est retrouvée par
ELISPOT pour les lymphocytes spléniques (figure W2D et W2F) mais pas pour les

lymphocytes ganglionnaires ont une réponse équivalente a ces lignées (Figure W2C et W2E).

Les cellules de ganglion des souris immunisées par le LP naturel ou modifié de la
méme expérience ont été stimulées in vitro durant 5 jours avec le peptide court Melan-A 26-
35 A27L puis poolées afin de mesurer leur réponse aux trois différents peptides utilisés
(Figure W3). On constate que, quelque soit le peptide utilisé pour la re-stimulation (court
modifié, long modifié ou long naturel), le nombre de spots obtenu est plus élevé avec les
lymphocytes des souris immunisées par le LP modifi¢é qu’avec ceux des souris immunisées
par le long peptide naturel. Cependant, ces réponses restent faibles. Ces résultats soulevent
deux hypothéses : soit une différence initiale de priming entre le LP modifié et le naturel,
amplifiee par le «boost » de la stimulation in vitro, soit une amplification spécifique par le
peptide court modifié du répertoire préalablement stimulé par le LP modifié contrairement au
LP naturel, et qui serait donc plus spécifique que celui généré en réponse a 1’épitope naturel.
Pour s’affranchir de cette ambigiiité, nous avons changé¢ de stratégie pour I’expérience
suivante et choisi d’utiliser le peptide court Melan-A 26-35 naturel pour mesurer la réponse

des cellules.
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Figure W2 : Les lymphocytes de souris immunisées avec le LP Melan-A modifié
reconnaissent mieux la cellule tumorale humaine que ceux des souris immunisées avec le
LP naturel.

Des souris AAD ont été immunisées deux fois (18 jours au total) par le LP Melan-A naturel
(Nat 1, 2, 3) ou modifie (Modif 1, 2, 3). Les cellules des ganglions et de la rate ont été
prélevées et stimulées 24h in vitro par le peptide court 26-35A27L (ELA). La réponse des
cellules de ganglions et de la rate au peptide court (A, B), a la lignée de mélanome humaine
M113 (C, D) et a la lignée de mélanome murine TIII transfectée HLA-A2 (E, F) ont été
analysée par ELISPOT-INF-y.
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Figure W3 : La restimulation avec le 26-35a27. des lymphocytes de souris AAD génére
plus de réponse aux épitopes naturels et modifiés si elles ont été immunisées avec le LP
modifié par rapport au LP naturel.

Cellules de ganglions de souris immunisées par LP modifié (hachures foncées) ou naturel
(hachures claires), restimulés 5 jours in vitro par le peptide court 26-35modifié puis testé par
ELISPOT-INF-y en réponse au peptide court modifié, au long peptide naturel ou au long
peptide modifie.

Dans la derniere expérience que nous avons pu mener avec les souris AAD nous avons
choisi de les immuniser deux fois avec des CD autologues chargées ou non par le LP Melan-
A 16-40 naturel ou par le LP modifié. Les cellules de la rate et des ganglions ont été
récupérées apres trois semaines d’immunisation puis ont été testées en ELISPOT pour leur
réponse soit au peptide court Melan-A 26-35 naturel soit a un peptide irrelevant, soit a une
lignée de mélanome humaine exprimant ou n’exprimant pas Melan-A (Figure W4). Les
résultats indiquent que seuls les lymphocytes des souris immunisés par les CD chargées par le
LP modifié peuvent répondre a I’épitope naturel (Figure W4 A) et ce de maniere significative,
mais aussi, que la réponse observée aux cellules de mélanome Melan-A* est plus élevée pour
les lymphocytes des souris immunisées avec le LP modifié que celles immunisées avec le LP
naturel (Figure W4B). Toutefois, dans ce dernier cas la différence observée n’est pas

significative.

L’ensemble de ces résultats, obtenus dans un modele murin humanisé, tend fortement
a confirmer in vivo I’immunogénicité supérieure du LP modifi¢ comparé au LP naturel Apres
avoir supplémenté ces résultats, il restera a vérifier ’efficacité de cette vaccination dans un

modele de mélanome humain chez la souris.
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Figure W4 : Le LP Melan-A modifié montre son immunogénicité comparé long peptide
naturel dans un modéle murin.

Réponses ELISPOT-IFN-y ex vivo des lymphocytes T spléniques (A) et des ganglions
lymphatiques (B) de souris immunisées par injection de cellules dendritiques (DC) non
chargées (ctrl), chargees 16h par le LP naturel ou par le LP modifié. Les réponses sont
mesurées ex-vivo aprés A : stimulation par a un peptide irrelevant (IP), par I’épitope Melan-A
naturel (EAA) ou modifié (ELA), et B : stimulation par une lignée de mélanome humaine
exprimant (M113) ounon (M17) l'antigéne Melan-A.

4. Etude in vitro de la capacité du long peptide Melan-A 16-40
modifié a stimuler des lymphocytes T CD4 et role des CD4 dans le
priming des CDS8.

4.1. Introduction

Apres avoir démontré que la capacité du long peptide Melan-A 16-40 a générer le
priming d’une forte proportion de lymphocytes spécifiques de I’épitope-A2 dépend de la
présence d’un épitope modifié capable de se lier stablement au HLA-A2, nous avons voulu
savoir si cette forte réponse dépend ou non de I'induction par ce long peptide d’une réponse
CD4. En effet, il est connu que le déeclenchement d’une réponse CD8 optimale et mémoire
nécessite un help de CD4 specifiques du méme antigene méme si I’activation simultanée de

CD4 et de CD8 de spécificité distinctes peut aussi aboutir a un « help » par des mécanismes
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non spécifiques d’antigénes tels que la sécrétion d’IL-2 et/ou le « licensing » des CD (Rocha
and Tanchot, 2004).

Trois épitopes de restrictions HLA-DQG6, DR1 et DR3 sont présents dans le peptide
Melan-A 16-40 naturel (Bioley et al, 2006). Ces épitopes sont donc susceptibles d’étre
présentés par les CD qui internalisent le LP. Néanmoins une telle présentation, si elle existe,
ne suffit pas pour que le LP naturel puisse induire une réponse CD8 efficace comme le montre
nos résultats. Deux des peptides décrits comme des épitopes CD4 de ce long peptide
contiennent ’alanine en position 27. La question se posait donc de savoir si les séquences
peptidiques dérivées du long peptide modifié, contenant la leucine en position 27,
conservaient ou non la propriét¢ d’épitopes CD4. Nous avons montré in vitro que
contrairement aux lymphocytes stimulés par le peptide court modifié, les populations CD8
stimulées par le LP modifié ont une prolifération et une réponse durables, ce qui suggeére la
possibilit¢ d’un help CD4 et/ou I'implication d’autres cellules immunitaires (monocytes,

lymphocytes B, NK, DC maturées ou non).

Pour vérifier I’impact des CD4 sur I’induction d’une réponse T cytotoxique par le LP
Melan-A modifié, nous avons procédé a des expériences de stimulation de lymphocytes CD8
triés, par des monocytes autologues chargés par ce LP, en présence ou non de lymphocytes
CD4, et utilisé des peptides dodécamerigues couvrant la séquence du LP naturel pour évaluer

I'induction par le LP modifi¢ de réponses CD4 spécifiques des épitopes naturels.

4. 2. Influence des CD4 sur le priming des CD8 spécifiques de Melan-A/A2.

Des expériences précédentes d’abord faites par Pierre Larrieu puis moi avaient montré
qu’une déplétion des PBMC en cellules CD14*, CD4" mais pas CD19 * (lymphocytes B)
inhibait, voire empéchait le priming de lymphocytes T CD8 spécifiques de Melan-A/A2 par le
LP modifié. La déplétion en CD4 incluait cependant a la fois une déplétion des T mais aussi
d’une bonne partic des monocytes CD4°" présents dans les PBMC. Cette expérience ne

permettait pas de conclure quant au réle des T CD4 sur le priming.

Pour répondre a cette question, et en méme temps a celle d’un role possible des
cellules NK pouvant elles aussi avoir une influence sur le priming CD8 par leurs sécrétions de
cytokines pro-inflammatoires, la réponse CD8 spécifique de Melan-A/A2 a été comparée
aprés une stimulation par le LP modifié des lymphocytes T CD8 seuls, ou réassociés soit a des

T CD4, soit a des cellules NK (figure X1A un donneur et X1B trois donneurs représentatifs).
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Ces populations ont été triées avant d’étre mises en présence de monocytes autologues
chargés par le long peptide A27L. On constate tout d’abord pour le donneur montré figure
X1A, un impact statistique des T CD4" mais pas des NK, sur la fréquence des CD8
spécifiques de Melan-A/A2 (Figure X1A). Cependant, comme le montre la Figure X1B
I’augmentation de fréquence des CD8 en présence des CD4, n’est pas obtenue pour tous les
donneurs. 11 y a donc, chez certains donneurs, une influence directe des lymphocytes T CD4
sur le priming de CD8 spécifiques de Melan-A/A2. Un tel effet pourrait étre dd soit a la
simple présence de T CD4 capables de sécreter des cytokines dans les conditions de la culture,

soit & un effet de coopération de CD4 spécifiques du long peptide au priming des CD8.
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Figure X1 : Impact des T CD4" sur la proportion de T CD8" Melan-A spécifiques.

A, B : Les lymphocytes T CD8, CD4 et les cellules NK (A) de differents donneurs ont été
triés par FACSAria. Les PBL totaux ainsi que les CD8 seuls ou réassociés aux CD4 ou aux
NK autologues suivant les proportions initiales présentes dans les PBMC ont été incubés en
préesence de LP Melan-A 16-40a27. a 8UM et de monocytes autologues. La fraction des
cellules marquées par le tétramere modifié a ensuite été mesurée. Statistiques : ANOVA non
paramétrique (A) et t-test non paramétrique (B), *:p<0,1;**:p<0,01; ***:p<0,001.
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Afin de valider I'hypothése de l'effet des CD4 sur I'amplification des CDS, et
d’améliorer si possible la réponse CD4, I'expérience de stimulation des CD8 en présence de
CD4 a été renouvelée en ajoutant aux monocytes des agents de maturation des CD et les
cellules tétraméres”™ ont été comptées dans tous les puits (Figure X2). L’analyse confirme
I’influence positive des CD4 sur la fréquence des CDS8 spécifiques de 1’épitope mais aussi
I’expansion de ces cellules (Figure X2B). Les CD4 favorisent donc la prolifération de cette
population.

L’impact des agents de maturation des DC sur ’amplification des CD8 spécifiques, en
présence ou non des CD4, a été évalué (figure X2C). A T'aide d’un test ANOVA a deux
entrées, on mesure I'impact des deux facteurs. Les CD4 ont comme observé précédemment
une influence trés significative sur le nombre de lymphocytes CD8 specifiques (colonnes
blanches par rapport aux noires). Les agents de maturation augmentent eux-mémes la
prolifération des lymphocytes CD8 spécifiques dans les deux conditions (CD8 seuls ou CD8
+ CD4), montrant donc un effet cumulatif de ces agents avec la présence des CDA4.
L’expérience comprenait ¢galement un essai de maturation avec de I'I[FN-a, mais les puits
ainsi traités ont présenté des signes de mortalité et des réponses moindres que dans la
condition sans agent de maturation (résultats non figurés), suggérant une certaine toxicité de
I'TFN-a.

L’analyse de différents marqueurs phénotypique nous a également permis de constater
que la présence des CD4 avait une autre influence sur les lymphocytes spécifiques

CD8"tetramer® en favorisant fortement I’expression de la molécule de co-stimulation CD28
(figure X2D).
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Figure X2 : Impact des T CD4" et des agents de maturation des APC sur le nombre des
T CD8" Melan-A spécifiques.

Les lymphocytes T CD8 et CD4 du donneur sélectionné ont été triés par FACSAria, puis
incubés en présence de LP Melan-A 16-40a27. a 8UM, de monocytes autologues suivant les
proportions initiales dans les PBMC. Des agents de maturation (TNFa et Polyl:C) ont été
ajouté dans la moitié des puits. L’analyse des puits a été effectuée aprés 14jours de culture. A :
Proportion de cellules C D8 tetramer” par puits. B, C : Nombre de cellules tetramer™ par puits.
D : expression du CD28 parmi les cellules CD8"tetramer®. Statistiques : A, B, D : T-test non
paramétrique, C : ANOVA non paramétrique a 2 voies. Impact des CD4, *** : p < 0,001 ;
Impact des agents de maturation, ** : p < 0,01 ; Effet cumulatif, *: p <0,1.

4. 3. Réponse CD4 spécifique et amplification de la réponse.

Nous avons voulu ensuite confirmer I'existence d’une réponse CD4 spécifique a la
stimulation par le LP Melan-A 16-40a27. chez différents donneurs HLA-A2 de phénotype de
classe Il inconnu. Des PBMC de donneurs sains ont été stimulés durant deux semaines par le
LP puis, nous avons mesuré¢ la capacit¢ des CD4 a produire de I'IFN-y en réponse a 1’auto-
présentation d’un mix de peptides chevauchants de 12 a 15 acides aminés couvrant la
séquence du LP naturel (Figure X3). Les PBMC ont ensuite été restimulés durant huit jours

par ce mix de peptides pour Vérifier si les réponses pouvaient se conserver et tenter de les
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amplifier (Figure X3B et C). Le mix de peptides, plutdt que le LP, a été utilisé pour la re-
stimulation du fait que 1’on estime qu’aprés quinze jours de culture en IL2, il n’y a plus
d’APC professionnelles capables d’appréter les LP. Le fait d’utiliser des peptides naturels
permet d’évaluer la capacité de réactivité croisée de la réponse CD4 induite par le LP modifié
aux épitopes naturels.
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Figure X3 : Reponses CD4 spécifiques au LP 16-40a27 aprés stimulation puis perte des
réponses apres re-stimulation par le mix de peptides chevauchants.

A, B, C : Les réponses sont considérées positives lorsque la production d’ TFN-y est supérieure
a 1% et égale ou supérieure au double de la production spontanée en absence de peptide. A :
Exemple d’une réponse CD4" IFN-y positive dans un puits de priming en réponse au mix de
peptides. B : Fréquence des puits positifs pour différents donneurs aprés une stimulation par
LP modifié 8uM de 15 jours ou une deuxiéme par mix de 9 peptides a 1uM/peptide de 8 jours.

Statistique : T-test apparié. C : % de CD4 répondeurs au mix de peptide apres la premiére et la
seconde stimulation.
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Sur six donneurs testés, nous avons pu mesurer une réponse CD4 spécifique chez cing
d’entre eux (Figure X3B et C). Cette réponse est presente a une fréquence moyenne de 8,3%
des puits de stimulation, tous donneurs confondus. Le % des CD4 répondeurs est
majoritairement compris entre 1 et 6% et peut s’élever jusqu’a 11%. Apres huit jours de
restimulation par le mix de peptide, on observe une baisse significative du nombre de puits
positifs, ainsi qu’une tendance pour la majorit¢ des puits, a une baisse de la proportion de
CD4 répondeurs. De nombreuses tentatives d’amplification par re-stimulation ou par culture
sur feeders (résultats non figurés) indiquent les mémes résultats suggérant une difficulté a
conserver par ces techniques d’amplification les lymphocytes CD4 spécifiques obtenus apres

le priming.

4. 4. Des lymphocytes CD4 stimulés par le LP modifié reconnaissent des

peptides de séquence naturelle.

Un puits d’un des donneurs dont nous savions que la réponse CD8 spécifique de
Melan-A/A2 avait été amplifiée par la présence des CD4, a été utilisé pour tester la réponse
des lymphocytes CD4 aux différents LP Melan-A naturels, (Figure X4). Ce puits a également
été selectionné car il présentait une fraction de CD4 répondeurs stable aprés amplification
(Figure 4XB). Nous avons constaté que la diminution de fréquence des CD4 répondeurs
s’accompagnait généralement d’une diminution de la fraction CD4 totale au cours de la

culture par rapport a la fraction CD8, comme pour le cas du puits sélectionné (Figure X4A).

L’analyse de la réponse aux différents peptides (Figure 4 XC) montre que la population
polyclonale reconnait deux des peptides testés : les séquences 22-36 et 25-36. La région 22-36
contient donc I’épitope. Or, cette région contient 'acide aminé 27 qui a été modifié dans la
séquence du LP utilisé pour la stimulation. Un long peptide modifié contenant la séquence 22-
364271 stimule donc la croissance de lymphocytes T CD4 qui réagissent aussi a la séquence

22-36 naturelle qui correspond a un épitope reconnu par les lymphocytes CD4 de patients.

Il reste a déterminer par d’autres analyses, quelle est la restriction HLA de ces
lymphocytes afin de déterminer s’il s’agit ou non de la restriction déja décrite pour cet épitope.
Quoi qu’il en soit, cette expérience révele clairement la présence de régions épitopiques
modifiées capables de générer efficacement une réponse CD4 spécifique de la séquence

naturelle a partir du long peptide modifié.
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Figure X4 : Analyse de la réactivité du puits 24 du donneur 8 aux différents peptides du
mélange en autoprésentation.

A :pourcentage de cellules CD4 dans le puits avant et aprés amplification. B : pourcentage de
cellules CD4" IFNy" en réponse au mélange de peptides indiqué en C. C : détail de la réponse
CD4 spécifique aux différents peptides. Le pourcentage de cellules CD4" IFNy™ correspond
aux valeurs obtenues apres analyse par cytométrie, comme présenté dans la Figure X3. La
réponse IFN-y est considérée positive au-dela de 1% apres retranchement du contrdle négatif
non stimulé.

Des expériences complémentaires seront nécessaires pour mieux caractériser la
réponse CD4 induite par le LP modifié. Cependant les résultats obtenus montrent déja que le
LP 16-40a27. est capable de générer une réponse CD4 spécifique de I’antigéne Melan-A
naturel et ce chez la majorité des donneurs testés et donc de fagon relativement indépendante
du type HLA de classe II.
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5. Etude des voies d’internalisation et de présentation croisée du
LP Melan-A 16-40p57, .

5. 1. Introduction

Les voies de la présentation croisée sont encore mal définies car il existe plusieurs
routes possibles en fonction des APC et des antigénes étudiés (Burgdorf and Kurts, 2008). La
capacité des DC a cross-présenter 1’épitope A2 a partir du LP Melan-A souleve plusieurs
questions fondamentales : quel est le mécanisme d’internalisation, quelle est, ou quelles sont

les voies d’apprétement en épitopes CD8 (et CD4) ?

Nous avons tenté de répondre a ces questions en développant une approche en deux
temps. Dans une premiéere phase, nous avons utilisé des drogues inhibitrices pour tenter de
répondre, au moins partiellement, a ces questions et orienter la suite de I’étude en fonction des
résultats obtenus. Ceux-ci suggerent une voie dépendante du protéasome qui serait délétere

dans la génération de I’épitope CDS.

La seconde phase a été entamée par d’autres membres de 1’équipe, grice a une
approche de microscopie confocale permettant de visualiser Iinternalisation d’un LP
fluorescent en présence de molécules inhibitrices ou de siRNA. Nous avons tout d’abord testé
quatre longs peptides fluorescents pour leur capacité a étre cross-presentés par les DC et
montré ainsi que seul I'un d’entre eux avait cette capacité. Les résultats obtenus en
microscopie confocale avec ce peptide montrent une co-localisation de celui-ci dans des
endosomes précoces des DC durant les 15 premiéres minutes apres la mise en contact puis
dans des lysosomes. Ils montrent également 1’implication du protéasome et de la molécule
TAP dans le routage du long peptide. L’étude se poursuit avec ’analyse en complément d’un
LP fluorescent de NY-ESO et les résultats obtenus vont prochainement faire I’objet d’un

article.

5. 2. Linternalisation du LP estun phénomeéne actif qui implique ’actine.

Afin de déterminer les mécanismes d’endocytose impliqués dans I'internalisation du
LP Melan-A 16-40427., plusieurs molécules inhibitrices ont été utilisées : les cytochalasine D
et B deux inhibiteurs distincts de la polymérisation de I’actine associée a ’endocytose et a la

motilité cellulaire, la monodensyl-cadaverine qui inhibe endocythose médiée par les vésicules
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a clathrine et I’amiloride qui inhibe ’endocytose impliquant les canaux sodiques et calciques.
La réponse d’un clone spécifique de I’épitope A2 a été évaluée par sa production d’IFN-y
apres stimulation par des DC pulsées par le LP en présence ou absence d’inhibiteur (Figure
Y1). La réponse a des CD chargées par le peptide court modifié (ELA), est mesurée en
parallele, comme contr6le positif, permettant de distinguer un éventuel effet des drogues sur
la viabilité des CD ou sur I’expression de CMH-I par ces cellules, d’un effet inhibiteur de la
présentation croisée. Les cytochalasines et I’amiloride n’induisent pas de variation mesurable
de la présentation exogene du peptide court modifié (ELA). Ceci permet d’évaluer 1’influence
de ces molécules a la présentation croisée du LP (Figure Y1A, B, C). On peut constater que la
cytochalasine D inhibe de maniere dose dépendante la présentation croisée et probablement
I’endocytose de ce LP, qui dépendrait donc d’un remaniement de I'actine (Figure Y1A). La
cytochalasine B en revanche n’induit pas d’inhibition notable (Figure Y1B), indiquant que
son action sur la polymérisation de I’actine n’affecte pas I'endocytose du LP. L’amiloride
(Figure Y1C) n’induit pas d’inhibition de la réponse du clone, ce qui suggere que
I’internalisation n’est pas dépendante d’échanges ioniques a la membrane. La monodensyl-
cadaverine a été testée sur des CD de trois donneurs différents (Figure Y1D). Les résultats ont
été poolés pour prendre en compte la variation inter-donneur. L’analyse montre qu’elle induit
une inhibition dose-dépendante de la présentation. Cependant la méme inhibition étant
observée pour la réponse au peptide court, cet effet n’est pas spécifique de la présentation
croisée.

Ces résultats montrent que le LP est internalisé par une endocytose active dépendante
de lactine mais pas a priori des vésicules a chlatrine. D’autres inhibiteurs, tel qu’un inhibiteur
des caveolea, ainsi que I’approche siRNA, devront étre utilisés pour déterminer avec plus de

précision le mécanisme de 'endocytose de ce LP.
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Figure Y1: La cytochalasine D inhibe spécifiguement présentation croisée,
contrairement aux autres inhibiteurs de Pinternalisation testés.

La réponse IFN-y d’un clone Melan-A/A2 spécifique est mesurée envers des cellules
dendritiques incubées avec des inhibiteurs avant et durant le pulse de peptide. ELA = peptide
épitopique Melan-A modifié. A, B, C : moyennes et écartypes de triplicats sur undonneur. D :
moyennes et erreur standard sur 3 donneurs. MC = Monodensyl-cadaverine.
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5. 3. L’internalisation et la présentation croisée sont influencées par les
interactions des récepteurs membranaires mais ne dépendent ni des

récepteurs scavengeurs ni des récepteurs aux intégrines.

Nous avons ensuite recherché 1’implication dans I’endocytose des LP des principaux
PRR d’endocytose connus. Pour cela avons incubées les CD avec divers ligands des
récepteurs scavengers (Figure Y2A), des récepteurs aux lectines et aux intégrines (Figure
Y2A et B). D’autre part nous avons également recherché 1’impact sur la présentation croisée
d’un traitement des cellules dendritiques par des Ac anti CMH de classe I ou anti HLA-AZ2.
Certaines de ces expériences n’ont ét¢ réalisées qu’une fois. Les résultats obtenus présentés
ci-dessous devront donc étre confirmés.Comme le montre la figure Y2A les lipoprotéines
acetylées de faible densité (acétyl-LDL), qui ciblent une partie des récepteurs scavengers,
n’ont pas d’effet, les LDL oxydées (0x-LDL) telle que I’albumine maléylée (mBSA) inhibent
la réponse du clone mais a la fois au peptide exogene et au long peptide. Cette inhibition de
I’ordre de 12% n’est donc pas spécifique de la présentation croisée du LP. D’aprés le
comptage des CD, ce résultat ne serait pas di a une toxicitée des agonistes utilisés. Des
résultats similaires sont observés aprés incubation des CD avec des composants de la matrice
extracellulaire contenant ou non des motifs RGD agonistes des récepteurs aux intégrines
(Figure Y2A). Nous n’observons pas non plus d’effet aprés incubation des CD avec le

Mannan, agoniste des récepteurs aux lectines de type C (Figure Y2B).
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Figure Y2 : L’engagement de PRR d’endocytose n’influence pas spécifiquement la
présentation croisée du LP modifié.

Ox-LDL : LDL oxydées, mBSA : sérum albumine bovine maléylée, RGD : acide arginyl-
glycyl-aspartique, + : témoin positifs, - : élements de fibronectine sans motifs RGD.
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Globalement, ces résultats préliminaires suggerent que la présentation croisée du LP

Melan-A ne dépend pas des récepteurs de type lectin C ni des récepteurs scavengers.

Afin de tester si ’endocytose pourrait résulter d’une interaction du LP avec des
molécules de CMH-I conduisant secondairement & une internalisation du complexe, les CD
ont eté traitées avec des AC anti-CMH-1, anti-HLA-A2 et avec un Ac contrOle de méme
isotype (IgG2a). Les résultats de la figure Y3 montrent que ces Ac n’affectent pas la
présentation du peptide court. Par contre, ’Ac anti-CMH-1, et plus encore I’ Ac anti HLA-A2,
augmentent la présentation croisée comparé¢ a I’Ac controle. I1 manque toutefois dans cette
expérience le contrble de présentation croisée sans Ac qui permettrait de confirmer que
I’isotype controle n’a pas d’influence en lui-méme sur la présentation croisée. En I'état, ces
résultats suggerent que I’endocytose du LP ne se fait pas via I'internalisation des CMH, suite
a lancrage par I’épitope, mais que I’endocytose des CMH-I provoquée par la liaison aux Ac
pourrait augmenter la présentation croisée en favorisant le renouvellement/recyclage de ces
CMH.
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Figure Y3: Le traitement des CD par des anticorps anti-CMH-1 augmente la
présentation croisée du LP comparée a un Ac contrle.

Des DC ont été incubées 30 minutes avant puis durant le pulse de peptides avec des anticorps.
IgG2a : anticorps isotype contrdle. BB7.2, W6-32 : anticorps bloguant les CMH-1 issus
d’ascites générés chez la souris. Test ANOVA a deux entrées (Anticorps/Concentration).
Figure A : la concentration et I'anticorps utilisé ont un effet trés significatif sur les résultats ;
la concentration n’a pas le méme effet sur tous les anticorps ; ***:p<0,001;*:p<0,1.
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5. 4. 1l existe une voie de dégradation du LP secondaire, délétere pour
I’épitope et dépendante du protéasome.

En parallele des expériences précédentes, nous avons voulu déterminer quelle(s)
¢tai(en)t la/les voie(s) de dégradation intracellulaire du LP grace a I’utilisation d’inhibiteurs
d’activités protéolytiques (Figure Y4). La Figure Y4A montre la réponse du clone apres
incubation des DC avec des inhibiteurs du protéasome : le MG132, qui bloque lactivité
chemotrypsine, la lactacystine bloquant 'activité de la sous unité 20S et 1’époxomycine
bloguant les hydrolases. La réponse du clone a la présentation du peptide exogeéne n’est pas
modifiée par ces inhibiteurs, ce qui permet d’évaluer leur effet sur la réponse a la présentation
croisée. On constate que la lactacystine n’a pas d’effet (Figure Y4A) Cependant, dans les
deux expériences réalisées j’ai pu noter la toXicité importante de cette molécule pour les CD,
suggérant qu’une augmentation de la présentation croisée pourrait compenser cette toxicité.
L’époxomycine ne semble pas avoir d’effet notable. En revanche, on observe une tendance du
MG132 a augmenter la réponse du clone de facon dose dépendante. Cet effet a été confirmé
par son observation répétée dans cing expériences. De plus, un effet similaire est observé avec
une molécule analogue utilisée en clinique : le bortézomib (résultat non figuré). Ces résultats
suggerent donc qu’il existe une voie de dégradation du LP internalisé dépendante d’une

activité  chemotrypsine du protéasome qui est délétére pour la génération de I’épitope.

Dans la suite des expériences ont été utilisés : la leupeptine (inhibitrice des protéases a
sérine et a cystéine), la pepstatine A (qui inhibe les protéases acides), I’amonium chloride (ou
NHA4C], inhibant l'acidification des compartiments) (Figure Y4B), 1’hydrochloride F6 (qui
bloque I’activité isopeptidase-ubiquitine pouvant avoir un réle indirect dans la dégradation
dépendante de I’ubititinylation des protéines), ainsi que le protéase inhibiteur AM114 (qui
bloque les activités chemotrypsine-like dont la sous unité 20S du protéasome) (Figure Y4C).
On constate que les inhibiteurs de la dégradation en milieu acide n’ont aucun effet sur la
réponse du clone ce qui suggére que la présentation de I'épitope n’est pas dépendante de ce
mécanisme. L’effet du NH4Cl a été testé plusieurs fois, mais un effet toxique a €été noté dans
la majorité des cas (non figuré) ne permettant pas de confirmer ce résultat. L’effet de cette
molécule a été retestée par J. Ménager dans une autre expérience qui a mis en évidence un
effet potentialisateur de la présentation croisée suggérant par conséquent une implication

dé¢létere de Pacidification des compartiments sur la génération de I'épitope.
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du protéasome.

La réponse du clone spécifique de Melan-A/A2 est mesurée en réponse a des DC pulsées et
incubées avec des inhibiteurs des voies de dégradation peptidiques. Pl : protéase inhibiteur.
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La leupeptine elle, ne semble pas avoir d’impact sur la réponse du clone aux
concentrations utilisées (Figure Y4B). Toutefois cette expérience ne bénéficie pas du témoin
de présentation exogéne. Elle nécessiterait d’étre complétée afin de confirmer le résultat qui
suggere que les protéases a sérine et a cystéines ne sont pas impliquées dans la génération de
I’épitope. Enfin, dans la Figure Y4C, l'expérience montre que 1’hydrochloride F6, aux
concentrations testées n’a pas d’effet lui non plus sur la réponse du clone, indiquant que les
mécanismes d’ubiquitinylation ne seraient pas requis pour la dégradation du LP. On note par
contre I’effet trés inhibiteur de ' AM114 sur la réponse du clone aussi bien a la présentation
exogene qu’a la présentation croisée, résultat qui se rapproche de celui de la lactacystine en

s’accompagnant d’une toxicit¢ observée sur les DC (mortalité importante).

De tous ces inhibiteurs d’activité protéolytique testés, seul le MGI132 permet
d’affirmer qu’une fraction du LP emprunte une voie de dégradation dépendante du
protéasome et suggere que cette voie est déléteére pour la génération de 1’épitope. L’étude de
la voie de présentation croisée du LP Melan-A a été poursuivie par J. Ménager sous la

direction du Dr Y. Guilloux.

5. 5. Analyse de la présentation croisée de longs peptides fluorescents pour

la mise au point d’une étude de ’internalisation par microscopie confocale.

Une approche plus directe, afin d’étudier la voie d’internalisation et de présentation
croisée est I'utilisation de LP fluorescents visualisables par mircoscopie confocale afin
d’indentifier leur trajet intracellulaire via un co-marquage Vésiculaire et de réaliser des
inhibitions ciblées au niveau des compartiments empruntés. Ceci nécessitait tout d’abord la
synthése de LP fluorescents capables d’étre internalisés et de donner lieu a une présentation
croisée similaires a celles du LP non marqué. Deux LP naturels et deux modifiés fluorescents
ont été synthétisés. Les LP naturels ont été obtenus par couplage des histidines situées en
position N terminale avec des encres -bodipy ou acide indocarbocyanine (rot)-. L’un des deux
peptides modifiés a été couplé a la fluoréscéine, le second a été couplé en position C terminale
sur unrésidu de lysine surnuméraire également a la fluorescéine. Des DC ont été pulsées avec
ces différents peptides, en présence de MG132 dans le cas des peptides naturels (afin de
potentialiser la réponse du clone), en utilisant le protocole habituel a ’exception du fait que
les DC ont été lavées une fois de plus avant I’incubation avec le clone. En effet, 'observation

au microscope a révélé le fait que les encres rendaient les peptides particulierement adhérents
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(au plastique et entre eux sous forme d’agrégats). Les résultats de la réponse a la pré sentation

croisée sont montrés figure Y5.
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Figure Y5 : Présentation croisée d’un LP Melan-A 16-41a27. fluorescent couplé en
position C terminale contrairement aux LP couplés en position N terminale.

LP 16-40 modifié A27L : 8uM, LP naturel et LP naturels fluorescents : 64uM. A, B:
Comparaison de la réponse d’un clone spécifique a des DC pulsées par différents longs
peptides fluorescents ou non. A : Réponse du clone a la présentation croisée des LP naturels
fluorescents couplés sur les histidines coté N-terminal de la séquence en présence ou absence
de MG132. B : Comparaison de la réponse a la présentation croisée d’un LP 16-41a27. couplé
en position C terminale et d’un LP 16-40427_ couplé sur les histidines du c6té N terminal de la

séquence avec le LP 16-40427, non fluorescent.

On peut constater qu'aucun des deux peptides naturels couplés ne permet d’obtenir
une réponse du clone méme en présence de MG132 contrairement au peptide naturel non
couplé (Figure Y5A) et en comparaison avec le ttmoin du LP modifié. Ces peptides couplés a
des encres, trés adhérents et dont les agrégats se révelent difficiles & éliminer des puits des
plaques de culture s’avéraient d’avance de mauvais outils pour la microscopie confocale. La

figure Y5B montre le résultat brut obtenu apres analyse au FACS dans I'une des expériences
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réalisées pour comparer la réponse du clone a la présentation croisée des LP modifiés couplés
ou non a la fluorescéine. On constate que le LP couplé en N terminal ne génére aucune
réponse, ce qui suggere qu’il ne donne pas lieu a une présentation croisée contrairement au LP
couplé en C terminal qui génére une réponse similaire au LP modifié non couplé. Ces
observations suggérent que le couplage en N terminal génére un changement de conformation
ou un encombrement stérique qui empéchent la DC de degrader convenablement le LP pour
générer I'épitope. L’internalisation du LP couplé FITC en position C terminale quant a elle
capable de générer une réponse T. Ce LP a permis ensuite de visualiser par microscopie
confocale la cinétique et les compartiments d’internalisation de ce LP dans des CD en
collaboration avec le Dr. Y. Guilloux J Ménager et R. Oger. Cette étude a montré une co-
localisation du LP fluorescent dans les CD avec des endosomes d’abord, puis avec des

lysosomes (résultats non figurés).

6. Etude de la présentation croisée de longs peptides dérivés de

trois antigenes du mélanome et de leur capacité de cross-priming.

6. 1. Introduction

L’impressionnante capacité du LP Melan-A modifié a générer un priming des CD8
spécifiques, comparé a la séquence naturelle, nous a conduits a vouloir Vérifier si ce
phénomene pouvait étre reproduit avec un autre antigene comportant un épitopes CD8 de
faible affinité pour le HLA. Nous avons alors choisi de travailler sur 1I’épitope NY-ESO-1
156-165 qui présente une cystéine en position 9 et dont plusieurs analogues modifiés en cette
position sont capable de stimuler, plus fortement que I’épitope naturel, une réponse CD8

cross-réactive avec I'épitope naturel (Romero et al., 2001).

Par ailleurs, dans la perspective d’étudier, a moindre coit, la présentation croisée et le
priming de multiples épitopes CDS8, nous avons tenté d’identifier un peptide Melan-A plus
court que le 16-40 dans lequel nous pourrions insérer a la place de I'épitope 26-35 les
épitopes CD8 d’autres antigénes. Pierre Larrieu avait préalablement observé que le fragment
Melan-A 21-40 ne donne pas lieu a une présentation exogene mais en plus, induit une

présentation croisée de 1’épitope 26-35 aussi forte que le LP 16-40. Nous avons choisi de
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tester la capacité de cross-priming de ce LP, puis la capacit¢é d’un LP chimére dérivé de ce
dernier par remplacement de la séquence 26-35 par la séquence de I'épitope NA17-A 1-10 a
induire une cross-présentation de cet épitope et un cross-priming. Le peptide 21-40 présente
également, comparé au 16-40, I'intérét d’une synthése plus aisée du fait de son caractére
moins hydrophobe. Nous avons par ailleurs comparé la présentation croisée de I'épitope
NA17-A induite par ce peptide chimere avec celle induite par un LP de cet antigéne

préalablement rapportée par le groupe d’Olivier Lantz.

A Taide de clones CDS8 précédemment obtenus dans le laboratoire nous avons pu
analyser et comparer les capacités de ces LP a générer une réponse T par présentation croisée.
L’étude s’est ensuite poursuivie par I’analyse des capacités de ces LP a stimuler une réponse

T spécifique chez des donneurs sains.

6. 2. Le LP Melan-A 21-40,,,, permet une présentation croisée durable
mais un priming induisant une amplification plus précoce et peu durable de

lymphocytes spécifiques compare au 16-404,7, .

Réduire la taille du LP en utilisant un 20mer au lieu d’un 25mer avait pour but
d’obtenir des résultats optimisés avec un LP plus aisé¢ a synthétiser du fait de I’élimination des
acides aminés tres hydrophobes en début de sequence. 1l restait a verifier le potentiel de ce
20mer en termes de présentation croisée et de priming de lymphocytes spécifiques de

mélanome par rapport au 25mer.

La réponse du clone spécifique des épitopes Melan-A naturel et modifié a été
comparée face a des DC pulsées 3 heures par le 20mer Melan-A 21-40427,, en comparaison
avec le 25mer (16-40a27.) et plusieurs jours apres le pulse (Figure Z1). La comparaison des
deux longs peptides (Figure Z1A) montre que le niveau de réponse du clone est en moyenne
supérieur de 20% par rapport au 16-40a27. a chaque concentration. De plus, les CD fixées ne
sont reconnues que pour des concentrations supérieures a 8UM. Le 21-404a27. est donc bien
présenté exclusivement de facon croisée par les CD. Une présentation croisée équivalente est
obtenue pour des concentrations 8 fois inférieures du peptide 21-40, ce qui indique également
que la sequence hydrophobe en N-terminale présente dans le 16-40a27. n’est pas
indispensable au transport et au découpage intracellulaire du peptide pour la génération de

I’épitope. L’analyse de la cinétique de présentation croisée apres un pulse des CD par 8 uM de

87



21-40p07. (Figure Z1B), montre de plus que la présentation de I’épitope dure au moins jusqu’a
72h, méme sion constate dans cette expérience une diminution importante de la réponse apres
48h. Le 21-40a27. semble donc posséder des capacités de présentation croisée supérieures a
celle du peptide Melan-A 16-40427. en terme de concentrations requises mais la durée de cette

présentation semble plus limitée comparée au peptide 16-40.

A

—8—D0C +21-40827L
1-m-oc +18-40827L

ag | ——DC fistes + 2140427 +,
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Figure Z1: Présentation croisée efficace et a long terme du peptide Melan-A 21-40
modifié A27L.

A, B : Réponse IFN-y du clone spécifique M77-84 aux DC vivantes ou fixées pulsées. A :
Comparaison de la réponse a la présentation croisée du 21-40 ou du 16-40 modifiés a
différentes concentration. Conditions réalisées en duplicates. B : Analyse de la réponse du
clone a différents temps d’incubation (T) aprés le pulse des DC par 8uM de 21-40a27..
Conditions ont été réalisées en triplicates.
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Nous nous sommes ensuite intéressés aux capacités de priming du 21-40a27. €en
comparaison avec le 16-40427. (Figures Z2 et Z3). Dans une premiére expérience, nous avons
également comparé le priming induit par ces deux LP avec ceux induits par le LP naturel et le
peptide court modifié 26-35a261. (Figure Z2). Si le nombre de puits analysé (douze a quatorze)
et les faibles fréquences de lymphocytes tetramer® obtenues chez ce donneur n’apportent pas
d’évidences statistiques des différences de fréquence des cellules, observées précédemment
entre le LP modifié et le peptide court modifié entre 9 ou 14 jours de stimulation (figure Z2A),
on observe tout de méme une tendance du 21-40a27., comme du peptide court modifié, a
genérer des lymphocytes spécifiques de fagon précoce (a J9) qui diminuent ensuite (J14) a
I’opposé du 16-40a27.. Par ailleurs, I'analyse de la réponse IFN-y a la cellule tumorale des
cellules tétraméres™ générées par ces différents LP montre ne montre pas de différence
significative. Le peptide court en revanche, semble générer moins de tetramer™ répondeurs que
les LP, avec une différence statistique observée par rapport au 21-40a27. (Figure Z2B). Le 21-
40427 est donc capable de générer des lymphocytes spécifiques de I’antigéne présenté par les

cellules tumorales.

Nous avons voulu confirmer chez un second donneur la tendance observée d’une
diminution des lymphocytes tetramer” au cours du temps (Figure Z3). L’expérience a donc été
reproduite. La présence de lymphocytes tetramer™ (Figure Z3A et C) et leur fréquence dans la
fraction des CD8" (Figure Z3B et D) a été analysée. L’observation des puits de culture au
microscope (données non figurées) permet déja de noter une différence de prolifération
générale des cellules entre les deux conditions de stimulation. En effet, celle-ci démarre plus
précocement avec le 21-40a27., ce qui suggererait une stimulation précoce. A J11 toutefois,
les deux longs peptides générent une fraction similaire de cellules tetramer®. Cependant, dés
J14 puis encore plus nettement a J18, on observe une différence statistique entre les deux
(Figure Z3A et B) qui confirme : la fréquence supérieure des cellules tétraméres”™ dans les
puits stimulés par le 16-40a27. (Figure Z3A et B), l'augmentation de la fréquence des
tétraméres” entre J11 et J18 pour les puits positifs stimulés par le 16-40a27., et & Pinverse la
diminution du pourcentage de ces cellules dans les puits stimulés par le peptide 21-40a27
(Figure Z3C et D). Ces résultats confirment la stimulation d’une réponse a la fois précoce et

peu durable de lymphocytes spécifiques par le 20mer par rapport au 25mer.
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Figure Z2: Le 21-40p27. génere des lymphocytes spécifiques capables de répondre
précocement a la cellule tumorale.

Les PBMC d’un donneur ont été stimulés par 1uM de peptide 26-35a271, 8uM de LP 16-30,
21-40p07. OU 16-40p27 durant 14 jours. A : Analyse de la fréquence des lymphocytes
tetramer” aprés 9 ou 14 jours de stimulation par différents peptides. B : Réponse IFN-y a une
lignée de mélanome (M113) des lymphocytes tetramer™ aprés 9 ou 14 de stimulation en ratio 1
cellule tumorale pour 1 lymphocyte.
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Figure Z3: Le 21-40a27. stimule efficacement des réponses spécifiques mais moins

durablement que le 16-40a27..

Des PBMC d’un donneur sain ont été stimulés par 8 uM de LP 21-40 ou de 16-40 modifié. Un
marquage CDB8-tetramer a été réalisé aprés 11, 14 et 18 jours de culture. A : pourcentage de
tetramer” parmi les lymphocytes. B : pourcentage des tetramer” parmi la fraction CD8". C :
évolution du pourcentage des tetramer® parmi les lymphocytes au cours du temps. D :
évolution du pourcentage des tetramer™ parmi la fraction CD8" au cours du temps.

6. 3. Un 30mer contenant I’épitope NA17A générent une présentation
croisée par des CD plus durable qu’un 20mer chimére.

L’antigene NA17-A ne contient pas d’épitope CD4 connu. Nous avons donc inclus
son épitope CD8 : NA17A1-10 dans la sequence Melan-A 21-40 a la place de I’épitope CD8
Melan-A sachant que nous détruisons ainsi les épitopes Melan-A CD4 de cette séquence.

Nous avons ensuite voulu savoir dans quelle mesure ce long peptide chimere permettait
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d’induire une présentation croisée de I’épitope NA17-A CD8 et sa durée. Nous avons posée

les mémes questions avec le 30mer naturel NA17-11-30 contenant un épitope CD4 viral.

Les Figures Z4A et B montrent que ces deux LP induisent une présentation croisée
comparable de I’épitope NA17-A. En effet, on obtient une réponse gamme dépendante, avec
des concentrations pouvant descendre jusqu’a 0,02 uM (Figure Z4B), et une reconnaissance
quasi inexistante des CD fixees (FigureZ4A). Nous avons ensuite étudié la durée de ces
présentations croisées (Figure Z4C). Le peptide court quant & lui, est présenté de fagcon
dégressive mais pendant au moins quatre jours apres le pulse, ce qui indique une tres grande
stabilité de liaison au HLA-A2. La présentation croisée a partir des deux LP est également
durable. Cependant, la présentation croisée induite par le peptide chimére diminue
régulierement de sorte que son niveau reste inférieur a la présentation exogéne du peptide
court alors que la présentation croisée induite par le 30mer reste stable et devient de ce fait
supérieure a la présentation exogéne du peptide court a partir du troisiéme jour suivant le

pulse.

Nous avons ensuite testé la capacité de priming des deux longs peptides en
comparaison avec le peptide court sur un donneur sain en Vérifiant la présence de
lymphocytes spécifiques de I'épitope a I'aide de tetrameres. Nous n’avons pasS pu mettre en
évidence la présence de ces lymphocytes aprés quinze jours de stimulation, ni apres un essai

de tri des cellules tetramer™.

Ces expériences démontrent que des longs peptides synthétiques contenant I’épitope
NAI17A sont capables d’induire une présentation croisee, durable par des CD en particulier le

30mer.
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Figure Z4 : Comparaison de la présentation croisée a long terme et de la présentation
exogene.

Analyse de la réponse IFN-y du clone spécifique NA17A a la présentation de 1’épitope par des
DC, fixées ou non au glutaraldehyde 0,01%, pulsees par des peptides de 10, 20 ou 30mer. A :
Analyse d’une gamme de concentration de 20mer NAI17A réalisée en duplicates. B :
Comparaison d’une gamme de concentration de 20mer et de 30mer NA17A. C : Analyse de la
réponse a long terme apres le pulse de 10uM de peptide. Condition réalisées en duplicate.

6. 4. Un long peptide NY-ESO contenant un épitope-A2 optimisé pour la
liaison au HLA induit une présentation croisée durable contrairement a la
seguence naturelle.

Afin de tenter de confirmer avec un second épitope I'importance de la stabilité de
liaison au HLA d’un épitope CDS8 pour la capacité de cross-priming d’un LP nous avons

choisi I’antigéne de tumeur « cancer-germ-line » NY-ESO, qui est un candidat intéressant

pour I’'immunothérapie du mélanome, puisque I'expression d’épitopes est restreinte aux
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cellules tumorales. Nous avons choisi plus précisément 1’épitope 156-165 dont la stabilité de
liaison au HLA-A2 semble limitée du fait de la présence en position 9 d’une cystéine qui est
un mauvais résidu d’ancrage a ce HLA. De plus cette cystéine permet la création de ponts
disulfures interpeptidiques ce qui limite D’efficacit¢ de stimulation des lymphcoytes CDS8
specifiques par le peptide court. Ce probleme se pose également, si ’on souhaite utiliser un
long peptide, tel le 151-170 qui entoure 1’épitope,pour optimiser le potenticl vaccinal de cet
antigéne grace a la présentation croisée. Nous avons par conséquent voulu comparer et
¢évaluer la capacité d’un long peptide NY-ESO 151-170 contenant un épitope optimisé C165V
(Chen et al., 2000) a générer une réponse T CD8 par présentation croisée par rapport a un LP

de séquence naturelle.

A Taide d’un clone spécifique de 1’épitope naturel NY-ESO-1, nous avons tout
d’abord comparé la présentation exogene et croisée, par I’intermédiaire d’un long peptide, de
I’épitope modifié (Figure Z5). Le clone, bien que spécifique de I’épitope naturel, répond trés
peu a la présentation de celui-ci par des DC (figure Z5A). En revanche, le peptide optimisé
offre une réponse dose dépendante et supérieure a 60% entre 0,1 et 1uM de peptide (Figure
Z5B). Cette réponse a la présentation exogene est confirmée avec des DC fixées avant le
chargement du peptide. On peut alors constater que le long peptide contenant 1’épitope
optimisé induit une réponse dose dépendante du clone par présentation croisée uniquement
(Figure ZC5) puisque les DC fixées et pulsées avec le long peptide ne permettent pas

d’induire de réponse.

L’étude menée par Cerundolo V. et son équipe sur ’épitope NY-ESO avait démontré
I’efficacité d’agents réducteurs pour empécher la formation de ponts disulfure, et par
conséquent améliorer la réponse du clone au peptide naturel. 1l paraissait donc intéressant de
vérifier si ce méme phénomene se produisait avec des longs peptides afin d’améliorer le
chargement des APC in vitro, ces données pouvant étre utiles a I’élaboration d’un protocole
de vaccination. Nous avons donc voulu Vérifier, en incubant les APC avec du dithiothreitol
durant le pulse de peptide, si 'on observait ces mémes résultats avec le LP naturel qui
contient deux cystéines, mais aussi le modifié qui en contient une (Figure Z6). Nous avons
tout d’abord validé ce phénomeéne avec notre clone en utilisant des cellules T2 comme APC
(Figure Z6A). Le peptide optimise étant deja fortement reconnu et ne présentant pas de

cystéine, il n’apparait pas de différence de réponse avec I'utilisation de DTT (Figure Z6B).
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Figure Z5 : Comparaison de la réponse d’un clone spécifique de I’épitope A2 NY-ESO-1
a la présentation exogéne du peptide court naturel (PCN) ou modifié (PCM) ou a la

présentation croisée du LP modifié.
Analyse de la réponse IFN-y d’un clone a des DC fixées ou non au glutaraldehyde 0,01% et

pulsées 3h par une gamme de concentration de A : peptide court naturel (PCN), B : peptide
court modifié (PCM) ou C : long peptide modifié (LPM) NY-ESO.

Les résultats obtenus avec les longs peptides ont d’abord ét¢ observés avec des
cellules T2 (données non figurées) puis confirmés avec des DC (Figure Z6C et D). lls
montrent qu’effectivement, 1’agent réducteur améliore [Iefficacit¢ de présentation des
peptides comportant une cystéine. Cet effet est positif avec le long peptide naturel, dont la
réponse générée par présentation croisee est augmentée pour des concentrations inférieures a
10pM. En revanche, on observe contre toute attente un effet délétére sur la réponse du clone
avec le LP modifié offrant une réponse similaire, voire moindre a celle du LP naturel aux
fortes concentrations de peptide. L’utilisation d’agents réducteurs, si elle est efficace avec les

séquences naturelles riches en cystéines, perd alors son intérét avec le LP modifié.
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Figure Z6 : Impact d’un agent réducteur sur la présentation des épitopes NY-ESO-1
naturels et modifiés.

Analyse de la réponse IFN-y d’un clone a des T2 (A et B) ou des DC (C et D) pulsées 3h en
présence ou absence de 200uM d’agent réducteur dithiothreitol (DTT) par une gamme de
concentration de A : peptide court naturel (PCN), B : peptide court modifié (PCM), C : long
peptide naturel (LPN), ou D : long peptide modifié (LPM) NY-ESO.

Il était important également de déterminer la durée de capacité de la présentation
croisée induite par les LP naturel et modifié (Figure Z7). On constate, aussi bien avec le
peptide court que le long peptide naturel, que la réponse du clone est rapidement perdue a
partir de 24h (Figure Z7A et C). Enrevanche, les réponses au peptide court et au LP modifiés
persistent au moins quatre jours avec la concentration de peptide la plus élevee (Figure Z7A et
C). La diminution de réponse observée au cours du temps coincide avec la concentration
initiale de peptide. Le profil de réponse obtenue entre le peptide court modifié et le long
peptide modifi¢ indique que 1’épitope est présenté de manicre aussi stable dans un cas comme
dans l'autre, bien que le chargement exogéne génére des réponses comparables pour des
concentrations au moins 10 fois inférieures a celles utilisées pour la présentation croisée du
LP. Ceci confirme, comme observé pour les autres longs peptides etudiés, que pour un méme

nombre de molécules, la dégradation du long peptide NY-ESO génere un rendement moindre
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de complexes HLA-A2-épitope par présentation croisée que le peptide court par présentation

exogene.
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Figure Z7 : L’épitope NY-ESO modifié est présenté de fagon durable contrairement au
naturel.

Analyse de la réponse IFN-y d’un clone a la présentation de I’épitope par des DC pulsées 3h
en présence ou absence de l'agent réducteur dithiothreitol (DTT) par une gamme de
concentration de A : peptide court naturel (PCN), B : peptide court modifié (PCM), C : long
peptide naturel (LPN), ou D : long peptide modifié (LPM) NY-ESO.

Nous avons ensuite voulu tester, chez des donneurs sains les capacités de cross-
priming du long peptide NY-ESO-1 modifié. De méme qu’avec I’antigéne NA17A et malgré
plusieurs essais de priming, et plusieurs re-stimulations, nous ne sommes parvenu ni a
visualiser ni a isoler la présence d’une population spécifique de NY-ESO chez quatre

donneurs différents.
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Discussion
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Les essais cliniques de vaccination utilisant des épitopes CD8 d’antigénes tumoraux,
ou des CD chargées par ces peptides, ont montré leur incapacité a induire des réponses T CD8
fortes et durables chez les patients. Comme souligné récemment par Melief et van der Burg
(Melief and van der Burg, 2008), les peptides courts peuvent se fixer de maniere exogene sur
les CMH-I de n’importe quelle cellule, ce qui expose les lymphocytes T CD8 a une
stimulation non optimale, en I’absence de molécules de co-stimulation et d’un help des CD4,
conduisant a I'induction d’une anergie ou a une prolifération limitée des lymphocytes CD8.
Apres les études pionniéres ayant établi I’immunogénicité des longs peptides contenant des
épitopes CD8 et CD4 chez la souris (Fayolle et al.,, 1991; Kast et al., 1991), le groupe de
Melief I’a ensuite directement comparée a celle des peptides courts. Cette étude a montré que
les LP induisent une présentation antigénique dans les organes lymphoides secondaires, et une
réponse T durables contrairement aux peptides courts (Bijker et al., 2007). Les longs peptides
contenant des épitopes CD8 et CD4 constituent donc une alternative vaccinale attractive, lié
au fait que leur présentation requiere une internalisation et un processing intracellulaire a
priori restreints a des CPA. Un autre intérét des LP en tant que préparation vaccinale est le
colt relativement modéré de leur production par synthése peptidique. Lorsque nous avons
commencé ce travail, aucune étude n’avait été réalisée pour préciser la capacité des LP
d’antigénes de tumeurs humaines a étre cross-présentés par les CD, la nature des cellules
capables d’une telle présentation et I’efficacité de priming en résultant. Les objectifs de ma

these ont donc été de répondre a ces questions.

Dans un premier temps, nous avons étudié les capacités de priming du LP Melan-A
16-40 et de son homologue Melan-A-16-4027., portant une modification qui optimise la
liaison de I’épitope CD8 26-35 au HLA-A2 (Valmori et al., 1998). Le choix de cet antigene a
¢té guidé par I’existence d’un répertoire naif de taille exceptionnelle vis-a-vis de 1’épitope
Melan-A 26-35 chez tous les individus HLA-A2 (Alanio et al., 2010; Dreno et al., 2002;
Dudley et al., 2002)), et sur des données cliniques suggérant I'intérét d’immunothérapies
adoptives ciblant cet épitope (Dreno et al., 2002 ; Dudley et al, 2002). Juste apres le
démarrage de cette étude, Faure et al ont démontré qu’une séquence trés proche: Melan-A 15-
40 induit une présentation croisée durable de I’épitope 26-35 par les CD dérivés de monocytes,
par rechargement des CMH-1 a partir d’un stock intracellulaire du LP (Faure et al., 2009).
Nous avons tout d’abord confirmé que les deux LP Melan-A utilisés induisent également une
présentation durable de I'épitope CD8 naturel ou modifié par des CD dérivées de monocytes.

Nous avons observé que la réponse du clone induite par le LP modifié est plus forte et plus
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durable que celle induite par le LP naturel. Cependant, la réactivité plus forte de ce clone, (et
de la majorité des lymphocytes CD8 spécifiques de Melan-A présents chez les patients HLA-
A2) étant établie (Valmori et al., 1999) ces résultats ne permettent pas de déterminer si la
différence observée résulte de la présentation croisée d’un plus grand nombre de complexes
CMH-peptides et/ou simplement de la meilleure affinité du clone pour le complexe CMH-
peptide modifié, du fait de la stabilité supérieure de ce complexe, comparé au naturel
(Valmori etal.,, 1998).

Nous avons par ailleurs montré que la présentation croisée du LP modifié semble étre
une propriété exclusive des APC d’origine myéloide : monocytes et DC dérivees de
monocytes, puisqu’elle n’a pas été observée par des lymphocytes B CD19™, par les clones
CD8 en auto-présentation, par une lignée tumorale A2 n’exprimant pas Melan-A (résultats
non figurés) ni par des cellules dendritiques plasmacytoides. La présentation par les
monocytes pourrait résulter de leur différenciation rapide en DC. En effet des signaux de
stress comme les chocs thermiques par exemple, peuvent induire une différenciation rapide
des monocytes en CD capables de stimuler efficacement une réponse T CD8 (Aguilera et al.,
2011). 11 est probable que les étapes d’élutriation subies par les monocytes utilisés dans nos
expériences, ainsi que les protocoles de congélation/décongélation, aient également induit une
certaine différenciation de ces cellules en leur procurant la capacité de cross-présentation des
LP. La restriction de la présentation croisée des LP aux CD myéloides constitue un facteur
favorable a I’induction in vivo d’une présentation antigénique efficace par ces LP, puisque ces
cellules sont actuellement considérées comme les seules efficaces a primer des réponses T
optimales. Cependant, bien que nous n’ayons pas posé formellement cette question,
’internalisation des LP et leur présentation croisée n’induit pas une maturation compléte des
CD, qui dépend dans nos expériences de l'addition d’agents de maturation (résultats non
montrés). De tels agents devront donc étre utilisés dans le cas de vaccination par des LP. Dans
ce contexte, des études ont suggéré la possibilité d’utiliser des longs peptides couplés a des
ligands de TLR (Khan et al., 2009). Néanmoins, I’administration de ces formulations pourrait
poser des problémes de toxicité grave caractérisés par un « orage cytokinique » (Kitamura et
al., 2010; Ly et al, 2010). A ce jour les LP utilisés en clinique ont été administré en
association avec des préparations d’adjuvant incomplet de Freund, et parfois avec un
prétraitement local par imiquimod (Kenter et al., 2009; Rosario et al., 2010; Welters et al.,
2010). Récemment deux sous-types de CD myeéloides circulantes ont été décrits chez
I’homme les CD BDCAI1" et BDCA3*/CD141" (Bachem et al., 2010; Dzionek et al., 2000;
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Jongbloed et al., 2010; Poulin et al., 2010). I serait intéressant d’étudier les capacités relatives

de ces deux sous-types de cellules a cross-présenter les LP.

Les études de priming basées sur une incubation des PBMC avec les LP ou de cross-
priming basées sur la stimulation des PBL par des CD autologues pulsées avec les LP ont
ensuite révélé la capacité unigue du LP modifié, par rapport au LP naturel, a induire
I’expansion des CD8 dans une forte proportion des puits de culture, et une expansion durable
de ces lymphocytes, comparée a ’expansion induite par le peptide court modifi€. Nous avons
de plus montré que ces expansions résultaient au moins en partie d’un cross-priming car le
méme effet a été observé avec des lymphocytes T naifs. L’efficacité quasi nulle de cross-
priming observée pour le LP naturel suggere donc que le priming dépend fortement d’une
liaison stable au HLA de I'épitope cross-présenté par les CD. L’analyse du potentiel
cytototoxique et du phénotype de la population CD8 tétramer™ générés par le priming par le
LP modifié, révele qu’en plus de leur capacité d’amplification prolongée (contrairement a
ceux généres par le peptide court), les lymphocytes obtenus sont des CTL de type effecteur
mémoire capables de reconnaitre efficacement Iantigéne naturel et d’étre restimulés de
maniére optimale via leur forte expression de molécules de co-stimulation. Cette population

possede donc les criteres attendus d’une vaccination thérapeutique.

La stimulation d’une expansion beaucoup plus forte des T CDS8 réactifs a ’épitope 26-
35 par le LP modifié, comparé au LP naturel, a été retrouvée chez un patient. Des études
antérieures ayant montré la présence de lymphocytes CD8 mémoires spécifiques de cet
épitope 26-35 chez la majorité des patients HLA-A2 (Speiser et al., 2010). Les lymphocytes
stimulés peuvent dans ce cas résulter d’un re-stimulation de ces lymphocytes mémoires. 11 est
possible cependant, mais nous ne I’avons pas étudi¢, que la présentation croisée ait induit le
cross-priming de lymphocytes naifs n’ayant pas été préalablement primés a partir de la tumeur.
En effet, la présence d’un répertoire spécifique de Melan-A/A2 a été observée pour chaque
patient par le marquage tetramer mais n’a été analysée qu’apres stimulations par I’un ou
I’autre des deux LP. De facon inattendue par rapport a la réponse systématiquement forte des
PBL de donneurs sains au LP modifié, nous avons observé ’absence -ou quasi absence- de
réponse des PBMC a la lignée tumorale pour I’un des patients contrairement a I’autre, et ce
malgré la présence de lymphocytes marqués tetramer’. Ce résultat révéle sans doute
I’existence parmi les patients cancéreux, de deux statuts immunitaires distincts, come souligné
récemment au ESClI-meeting de Sienne. La différence marquée de capacité d’induction, par

le LP modifie, d’une réponse T CDS8 parmi les PBMC de différents patients, pourrait donc

101



représenter un moyen aisé de déterminer le statut immunitaire des patients HLA-A2, qui

semble constituer un facteur prédictif voire pronostique de réponse a I'immunothérapie.

Nous avons par ailleurs observé que la stimulation des PBMC de donneurs sains par
les peptides long ou court modifiés est qualitativement différentes. Le peptide court induit une
expansion rapide des CD8 dans une fraction importante des puits mais la fréquence de ces
cellules diminue fortement aprés deux semaines, suggérant que les lymphocytes générés ont
une durée de vie courte et/ou un potentiel prolifératif limité. Au contraire, le LP modifié
induit une expansion retardée des CD8 dans un nombre comparable de puits et la fréquence

des CD8 induits augmente dans la majorité des puits jusqu’a au moins 21 jours de culture.

Ces résultats peuvent étre la manifestation in vitro de 1’incapacité des peptides courts a
induire un priming efficace des CD8 naifs, 1i¢ a leur présentation sur les CMH de cellules non
professionnelles de la présentation, comme postulé et en partie démontré par le groupe de
Melief (Bijker et al, 2007; Melief and van der Burg, 2008) et par I'utilisation de vaccins
peptidiques pour I'induction d une tolérance (Campbell et al, 2009).

Suite a nos résultats avec le LP Melan-A modifié, et dans la perspective de développer
un protocole de vaccination, il nous a semblé important de Vérifier in vivo le potentiel
immunogénique de ce LP modifié par rapport au LP naturel. Les résultats préliminaires
obtenus chez un modéle de souris humanisée tendent a confirmer I’immunogénicité
supérieure du LP modifié par rapport a son homologue naturel. Cependant les fractions des
lymphocytes spécifiques de 1’épitope Melan-A 26-35 mesurées par ELISPOT sont faibles
dans ces expériences. Ceci pourrait s’expliquer par une présentation croisée moindre de
I’épitope humain par les CD de souris, ou par moindre fréquence du répertoire spécifique du

complexe Melan-A 26-35HLA-A2 chez ces souris, comparé a I’lhomme.

Nous avons également observé chez certains donneurs, que la présence de
lymphocytes T CD4 avait une influence positive trés nette sur I’amplification des populations
CD8 spécifiques et sur leur phénotype, aprés stimulation par le long peptide modifié. En effet,
la forte expression favorisée aprés 14 jours de culture en présence des CD4, de la molécule de
co-stimulation CD28 sur les CD8 spécifiques, va dans le sens de I’établissement d’un
phénotype mémoire et d’une capacité prolongée de stimulation de cette population. Le help
CD4 spécifique d’antigénes étant un élément important voire essentiel pour la génération
d’une réponse T cytotoxique mémoire, nous avons voulu déterminer si le LP modifié est
capable de générer des lymphocytes T CD4 spécifiques de Melan-A. Bien que le LP naturel

présente des epitopes CD4 recouvrant la séquence 26-35 (Bioley et al., 2006), il n’était pas
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certains que ceux-ci soient conservés dans le LP modifié A27L. Nous avons mis en évidence
la présence de lymphocytes CD4 spécifiques de peptides Melan-A naturels parmi les PBMC
de la majorité des donneurs, de HLA de classe Il indéterminés, aprés stimulation par le LP
modifi¢. En I'état actuel, ces résultats suggerent que la réponse des PBL CD8 de donneurs
sains, toujours observée apres stimulation par le LP modifié, est pour certains d’entre eux,
optimisée en terme d’expansion ou de survie in vitro, en présence de T CD4 spécifiques.
Cependant, nous n’avons pas établi si I’optimisation de la réponse CDS8 par les CD4, observée
avec certains patients, corrélait ou non avec le développement de ces CD4 spécifiques.

Pour répondre a cette question il sera important de rechercher si I’optimisation de
I’expansion des CD8 par les CD4 dépend de contextes HLA de clase II particuliers, qui
pourraient alors correspondre a des HLA restreignant la reconnaissance des épitopes CD4
contenus dans la séquence 16-40 modifiée. Néanmoins les réponses CD4 aux peptides Melan-
A ayant été observées chez 5 patients parmi les 6 testés il ne semble pas y avoir une
restriction tres stricte de ces réponses. Ces résultats suggerent donc, en I’état actuel, que le
long peptide Melan-A modifié pourrait étre utilisé chez tous les patients HLA-A2 dont la
tumeur exprime Tantigene indépendamment de leur génotype HLA de classe II.

La fréquence des lymphocytes CD4 est toujours restée faible dans ces expériences.
Ceci refléte sans doute, au moins en partie, le fait que I’expansion des CD4 dans les réponses
immunitaires est généralement dix fois moindre que celle des CD8 (Surh and Sprent, 2010).
Les causes de la difficulté que nous avons eue a conserver la réponse CD4 aprés amplification
ou re-stimulation des puits stimulés n’ont pas ét¢ explorées. Il est possible que la forte
expansion des CD8 ait limité celle des CD4 par un mécanisme de compétition pour
I’utilisation de certaines cytokines ou que la présence permanente d’Il-2 dans les cultures ait
induit une apoptose des CD4 en I’absence de cytokines de survie ou de différenciation des
produites par les CD, (IL-1 IL-12 et IL-21 par exemple). Par ailleurs Melan-A étant un
antigéne du soi, il est possible que des lymphocytes T régulateurs aient été stimulés dans nos
cultures et aient limité ’expansion des populations helper spécifiques. En effet, des Tregs
spécifiques de Melan-A ont été décrites (Jandus et al., 2009). Afin de tester cette hypothése, il
serait intéressant de renouveler les expériences de stimulation en déplétant préalablement les
PBMC des lymphocytes T régulateurs. Une troisiéme hypothese serait que les conditions de
re-stimulation par autoprésentation exogénes de peptides en présence d’IL-2, induisent
I’apoptose des CD4 spécifiques, soit par cytotoxicité soit en activant une signalisation
proapoptotique. Pour y remédier la re-stimulation pourrait se faire par des monocytes ou des

CD chargées par long peptide. Malgré nos difficultés a conserver les T CD4 spécifiques de
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Melan-A induits par le LP modifié, nous avons pu identifier une séquence naturelle reconnue
par une population de ces lymphocytes. Le long peptide modifi¢ est donc capable d’induire
une réponse a cette séquence naturelle.

En conclusion de cette étude sur les LP Melan-A 16-40 naturel ou modifié, I'ensemble
de nos résultats sont en faveur de 1’utilisation du LP Melan-A 16-40a27. comme composant

d’un vaccin thérapeutique pour le traitement des patients HLA-A2.

De nombreuses questions restaient a poser sur les LP dérivés d’antigénes tumoraux et
dans un second temps nous nous sommes intéressés aux mécanismes impliqués dans leur
présentation croisée. D’aprés S. Burgdorf et C. Kurts (Burgdorf and Kurts, 2008) il semble
qu’il y ait au moins trois types de voies de cross-présentation sur le CMH de classe | en plus
des voies dépendantes du lysosome pour le classe Il. La comparaison des voies de
présentation croisée des protéines entieres Melan-A et NY-ESO-1 a déja été réalisée,
montrant des voies différentes en fonction des protéines et d’un couplage ou non avec un
adjuvant (Robson et al.,, 2010; Schnurr et al., 2005), laissant ainsi le doute sur les voies
empruntées par des LP de ces antigenes. En utilisant des drogues inhibitrices et des longs
peptides de Melan-A fluorescents, nous avons pu mettre en évidence que le phénoméne actif
de présentation croisée de ce LP dépendait effectivement d’une endocytose passant par des
endosomes précoces et par les lysosomes. Nous avons observé que I'ajout de certains
inhibiteurs des sous-unités chymotrypsines du protéasome augmentait les résultats de
présentation croisée suggérant une voie délétere qui ne serait pas la voie dominante. Il
existerait donc plusieurs voies de présentation croisées paralleles au sein des cellules
présentatrices d’antigenes spécialisée dans la présentation croisée comme les CD dérivées des
monocytes. Les molécules de rétrotranslocation TAP pourraient étre impliquées dans la
coexistence de ces différentes voies mais nous n’avons pas mené d’expériences permettant de
Vérifier cette hypothése. Une ou plusieurs voies permettraient ainsi de générer efficacement
I’épitope-A2, mais si nous n’avons pu la déterminer avec précision, nous avons réduit les
hypothéses sur les enzymes impliquées. La génération de 1’épitope-A2 a partir du long
peptide ne semble pas dépendre du protéasome, contrairement a la protéine entiere (Rimoldi
etal., 2001), ni des protéases acides ou a sérine/cystéine. Les expériences menées avec les LP
fluorescents ont mis en évidence une co- localisation dans les lysosomes, un autre lieu possible
pour la génération de I’épitope, mais aussi le fait que la partie N-terminale du LP semble
importante pour permettre soit la présentation croisee en elle-méme soit la génération de

I’épitope. L’absence de présentation croisée obtenue avec les peptides couplés sur les
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histidines peut s’expliquer également par un encombrement stérique et/ou un changement de
conformation du LP généré par les fluorochromes. La suite de cette étude de la présentation
croisée menée également avec le LP NY-ESO 151-171K naturel ou modifié C165V
fluorescent et des siRNA permettra de comparer les voies de présentation croisées avec le LP
Melan-A, de déterminer les enzymes impliquées et d’entrevoir ainsi s’il existe une voie
principale de présentation croisée des LP dans ce type de CD, ouvrant ainsi des perspectives

pour I'optimisation des protocoles de chargement de CD pour I'immunothérapie.

Pour finir, nous avons voulu répondre a plusieurs questions importantes sur le
potentiel immunogénique des LP :

1) Quelle est I’influence de la taille et de la séquence du LP Melan-A sur sa capacité a genérer

I’épitope CDS par présentation croisée ainsi que sur sa capacité de priming ?

2) Une séquence de LP capable d’induire la présentation croisée de I'épitope qu’elle contient

permet-elle la présentation croisée d’un épitope de substitution ?

3) La modification d’un résidu d’ancrage sur I'épitope pour ’optimisation de liaison au HLA
permet-elle, pour des antigénes dont la fréquence du répertoire T spécifique est moindre que
Melan-A, non seulement une meilleure présentation croisée a partir d’un LP, mais également

un priming efficace par rapport a la séquence naturelle ?

Nous avons observé que la taille des LP ne semblait pas avoir d’influence sur leur
capacit¢ a induire la présentation crois¢ée de I’épitope CDS. En revanche, nous avons
remarqué avec les LP contenant I’épitope NA17A que la sequence la plus longue permettait
une présentation croisée plus durable. Avec les LP Melan-A les conclusions sont encore plus
frappantes puisque seule la séquence la plus longue (16-40a27.) permet un priming durable.
Toutefois, si les résultats ont été reproduits pour chacun des donneurs testes, les expériences
n’ont été réalisées que sur un nombre limité de ceux-ci. On peut envisager, pour expliquer les
résultats du 21-40a27., comparables a ceux obtenus jusqu’a présent avec le peptide court
modifié, que ce LP soit dépourvu d’épitopes CD4, notamment sur la séquence 25-36 comme

observé précédemment, capables d’induire une réponse spécifique et un help CD4.

Nous avons utilisé la séquence du 21-40 Melan-A, qui permettait une présentation
croisée tres efficace de I’épitope CD8, pour Vérifier si le remplacement cet épitope par un
autre (NAL17A) permettait la présentation croisée de ce dernier. Les résultats obtenus ont
confirmé cette hypothése, suggérant ainsi la possibilit¢ d’utiliser des LP de séquences

synthétiques, optimisées pour la présentation croisée et dans lesquels les épitopes d’intérét
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seraient insérés. Ceci est donc intéressant dans le cas ou tous les LP dérivés d’antigenes ne

permettraient pas une présentation croisée systématique de leurs épitopes.

Les résultats tres convaincants obtenus avec les LP Melan-A A27L par rapport a la
séquence naturelle, montrent que I'optimisation de I’épitope est essentielle au priming et
suggere donc I’importance d’utiliser de telles optimisations lorsqu’elles sont nécessaires et
connues. Afin de vérifier la valeur générale de I'impact de la stabilit¢ de 1’épitope cross-
présenté¢ sur I’immunogéncité des LP, nous avons choisi de poser cette question pour un
épitope de ’Ag NY-ESO-1 immunodominant chez les patients vaccinés (Jager et al., 2000).
Les expériences menées avec des LP NY-ESO naturels et modifiés confirment I'impact de
I’optimisation de I’épitope sur la qualit¢ de la présentation croisée. En revanche, ’échec des
expériences de priming montre qu’une présentation croisée durable par des CD ne suffit pas a
induire un priming des CD8 détectable dans les conditions expérimentales choisies. De facon
similaire la présentation croisée de 1’épitope NA17 A a partir du peptide Melan-A chimére n’a
pas permis de détecter un priming. Ces résultats négatifs suggerent qu’une trop faible
fréquence de précurseurs naifs spécifiques des épitopes CD8 ne permet pas d’induire dans nos
conditions expérimentales et par une seule stimulation par présentation croisée, une
amplification détectable de lymphocytes CD8 spécifiques de I’épitope. Il est toutefois
envisageable de parvenir a obtenir des résultats concluants par des techniques plus sensibles
mais moins spécifiques que la cytométrie comme I’ELISPOT. Pour évaluer concretement si
I’utilisation du LP NY-ESO contenant 1’épitope optimisé est plus efficace que la séquence
naturelle, et ainsi pouvoir extrapoler aux LP en général, seul le sang de patient qui serait
enrichi en lymphocytes spécifiques de cet antigene, semble adéquat. C’est sur la base de ces
observations et dans la suite logique de cette étude que devraient se focaliser les expériences
futures sur cet antigéne pour déterminer I’immunogénicit¢ du LP NY-ESO 151-167 portant
I’épitope optimisé C165V et démontrer I’intérét des LP portant un épitope CD8 optimisé pour

I'immunothérapie.

En conclusion, cette étude sur I’immunogénicité des LP dérivés d’antigénes tumoraux
suggere I’intérét d’utiliser des LP contenant des épitopes optimisés pour 1I’immunothérapie du
fait de leur forte capacité de présentation croisée. Ceci est particulierement vrai pour le LP
Melan-A 16-40a271, pour le quel nous avons démontré sa capacité a induire un priming
efficace et durable de CTL réactifs aux cellules de mélanome exprimant I'antigéne Melan-A,
a la fois chez donneurs sains et chez certains les patients, ainsi que sa capacité a induire des

réponses CD4 spécifiques capables de générer un help bénéfique au priming CDS8.
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RESUME et MOTS CLES

Etude de 'immunogénicité de longs peptides d’antigénes de mélanomes humains in vitro, et in vivo
chez des souris HLA-A2 transgéniques : implication en vaccinothérapie.

Résumé : Les échecs des vaccinations du mélanome utilisant des peptides épitopiques peuvent s’expliquer par leur incapacité a
générer des réponses CD8 durables et CD4 efficaces, ou par la faible liaison au HLA de certains épitopes CD8, tels que les
épitopes immunodominants des antigenes Melan-A et NY-ESO-1. Deux solutions, ont été proposées: 1/ 1'utilisation de longs
peptides (LP) incluant des épitopes CD4 et CD8, afin de restreindre la présentation des antigénes aux cellules présentatrices et
permettre la coopération CD4/CD8, 2/ 1’utilisation d’épitopes optimisés pour I’ancrage au HLA. Le potentiel immunogénique de
LP d’antigénes de tumeurs humaines, n’ayant pas été étudié, nous avons choisi de poser cette question pour des LP Melan-A et
NY-ESO-1 contenant I’épitope immunodominant, optimisé ou non pour la liaison au HLA -A 2, et pour deux LP contenant I’épitope
NA17A;.30. Les résultats majeurs montrent que ces LP induisent tous une présentation croisée durable, restreinte aux cellules
dendritiques myéloides ou a leurs précurseurs. Cependant, pour Melan-A, une telle présentation de I’épitope naturel est inefficace a
induire une réponse CD8 alors que, de fagon majeure, la présentation croisée de 1’épitope optimisé & partir du LP modifié induit
des réponses CD8 anti-tumorales fortes et durables parmi les PBL de donneurs sains et de patients. De plus, chez certains
donneurs, cette réponse est amplifiée par les lymphocytes CD4 et le LP modifié induit une réponse CD4 spécifique du Melan-A
naturel. Cette étude établit I’intérét vaccinal unique du LP Melan-A mod ifié pour le traitement des mélanomes HLA-A2 et I’impact
de I'affinité de liaison d’un épitope au HLA surl'immunogénicité des LP.

Mots clés : Homme, lymphocytes T, cytotoxicité, longs peptides, présentation croisée, vaccination, immunité anti-tumorale,
mélanome.

Study of the immunogenicity of human melanoma antigens derived long peptides, in vitro and in vivo
in HLA-A2 transgenic mice: involvement in vaccinotherapy.

Abstract: The failure of melanoma vaccines consisting of epitopic peptides can be explained by their inability to generate long -
term CD8- and effective CD4- responses, or by the low HLA binding affinity of some CD8 epitopes, such as the immunodo minant
epitopes of Melan-A and NY-ESO-1 antigens. Two solutions have been proposed: 1/ the use of long peptides (LP) encompassing
CD8 and CD4 epitopes, to restrict antigen presentation to antigen presenting cells and allow CD4/CD8 cooperation, 2/ the use of
tumor epitopes optimized for HLA binding. Since the immunogenic potential of human tumor antigen LP had not been studied, we
choose to address this question, with regard to Melan-A and NY-ESO-1 LP containing an immunodominant epitope, optimized or
not for HLA-binding, and two LP containing the NA17A 1o epitope. The major results show that all these LP induced a long-term
cross-presentation, restricted to myeloid dendritic cells and their precursors. Nonetheless, such a cross -presention of the natural
Melan-A epitope was ineffective to induce a CD8 response, whereas, importantly, the cross -presentation of the optimized epitope
from the modified LP induced strong and long lasting expansions of anti-tumor C8 T cells, among the PBL from healthy donors
and melanoma patients. In addition, for some donors, the response of CD8 T cells to the modified LP was increased by CD4 T
cells, and CD4 T cells, specific for natural Melan-A peptides, were induced by the modified LP. This study establishes the strong
vaccine potential of the modified Melan-A LP for the treatment of HLA-A2 melanoma patients and underscores the impact of the
HLA binding affinity of CD8 epitopes on LP immunogenicity.

Key words: Human, cytotoxicity, T lymphocytes, long peptides, cross -presentation, vaccination, anti-tumor immunity, melanoma.
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