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Introduction

Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale primaire la plus fréquente et la plus agressive
chez I’adulte. Il est associ¢ a un pronostic sombre, malgré la stratégie thérapeutique agressive
mise en place associant une chirurgie, une radiothérapie et une chimiothérapie. Ce mauvais
pronostic est dii aux récidives systématiques des GBM chez les patients traités, sur lesquelles
aucun traitement n’est actuellement indiqué. La recherche de nouvelles approches
thérapeutiques pour améliorer la prise en charge des patients est donc primordiale. Parmi ces
stratégies, I’ immunothérapie basée sur le transfert adoptif de lymphocytes T (LT) tient une place
prépondérante. En effet, ’équipe dans laquelle mes travaux ont été réalisés a précédemment
montré qu’une sous-population de LT, les LT Vy9Vo2, présentent une efficacité anti tumorale
spontanée importante envers une sous-population de cellules tumorales de GBM, les cellules
de sous-type mésenchymal (MES) (1,2). En paralléle, I’équipe a identifi¢ un antigéne tumoral
exprimé par les cellules tumorales d’origine neurale comme le Neuroblastome, le ganglioside
GD2 O-acétylé (OAcGD2). De maniére intéressante, ce ganglioside est également exprimeé par
certaines sous-populations de GBM (3). Il constitue donc un antigéne tumoral pertinent a cibler
dans le cadre des GBM en utilisant des LT génétiquement modifiés et exprimant un récepteur
chimérique a I’antigéne (CAR) qui permettrait la reconnaissance et I’¢limination des cellules

exprimant I’OAcGD?2.

Le but de mes travaux était de déterminer si des LT Vy9Vo62 génétiquement modifiés
pour exprimer le CAR-OAcGD2 étaient capables de reconnaitre et tuer toutes les cellules
de GBM, c’est-a-dire les cellules tumorales MES par leur reconnaissance spontanée mais
également les autres sous-populations via le CAR-OAcGD2 (Figure 1). Ce projet
permettrait d’apporter une preuve de concept solide pour le développement de nouvelles

stratégies thérapeutiques dans la prise en charge des patients atteints de GBM.
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Aprés un rappel bibliographique détaillé justifiant de la place de cette approche
immunothérapeutique dans la recherche de nouveaux traitements contre le GBM, je présenterai

les résultats expérimentaux que j’ai obtenus avec 3 grandes questions :

1) Identifier les sous-populations de GBM exprimant ’OAcGD2

2) Déterminer I'impact de la transduction CAR-OAcGD2 sur I’immunoréactivité
spontanée des LT Vy9Va2 contre les cellules tumorales MES

3) Déterminer I’efficacité des LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD2 contre les cellules tumorales

exprimant le ganglioside.

A partir des résultats précliniques obtenus, je discuterai dans une 3™ partie la pertinence

scientifique de cette approche.

LT Vy9V62
MES TCRVy9V62  CAR-OACGD2 CPN

0AcGD2

:

CAR-OAcGD2

NKG2D

Figure 1 : Représentation schématique de la stratégie de ciblage testée dans ces travaux : les
LT Vy9Vo2 CAR-OAcGD?2 reconnaissent les cellules de GBM de sous-type MES grdce a leur
TCR endogene, et les cellules de sous-type CPN grdce au CAR dirigé contre le OAcGD_2 induit

a leur surface.
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Rappel historique et bibliographique

1) Glioblastome

1. Définition et épidémiologie

Les gliomes diffus de I’adulte représentent 81% des tumeurs cérébrales malignes, formant ainsi
le groupe de tumeur cérébrale le plus fréquent (4). Ils dérivent de la prolifération anormale d’un
groupe de cellules de soutien du systeme nerveux central (SNC) que I’on appelle les cellules
gliales, composées des oligodendrocytes, des cellules microgliales, des cellules épendymaires
et des astrocytes. Ces derniers sont les cellules majoritaires de I’encéphale et jouent un role
majeur dans le maintien de 1’homéostasie du milieu extracellulaire. D’apres la derniere
classification de 1’organisation mondiale de la santé, les gliomes sont divisés en 3 catégories :
les oligodendrogliomes, les astrocytomes et les glioblastomes (GBM). Ces deux derniers
groupes correspondent tous les deux a une prolifération anormale des astrocytes. Du fait de son

agressivité, le GBM est associé au grade de gravité 4 d’emblée (5).

Le GBM est la tumeur cérébrale primaire maligne la plus fréquente et la plus agressive chez
I’adulte. A lui seul, il représente 14% des tumeurs du systéme nerveux central, 49% des tumeurs
cérébrales malignes primaires et 58% des gliomes. Son incidence est estimée a 2-3 nouveaux
cas pour 100 000 habitants/an aux Etats-Unis. Il touche davantage les personnes agées, I’age
médian au diagnostic étant estimé a 64 ans ; les hommes, avec en moyenne 1,6 homme pour 1
femme ; les populations caucasiennes (4). Le risque d’apparition d’un GBM est également plus
fort chez des patients qui ont des antécédents d’exposition a des radiations pendant 1’enfance.
Il n’existe pas d’autres facteurs de risque clairement établis, bien que des soupgons pésent sur
I’exposition prolongée aux pesticides, aux champs électromagnétiques et au téléphone portable
(6). Le pronostic associé au GBM est sombre, la récidive de la tumeur étant systématique et
survenant en moyenne 12 mois apres la chirurgie. La survie a 5 ans des patients est ainsi estimée

a 6,8%, et la survie globale a la rechute est estimée a 6 mois (4).

Le patient peut présenter des symptomes variés et peu spécifiques, en fonction des zones
cérébrales atteintes, rendant le diagnostic initial du GBM tardif. On retrouve communément des
troubles cognitifs, visuels, moteurs et/ou sensitifs, des épilepsies et un syndrome d’hypertension
intracranienne. Le GBM est identifi¢ a 1’aide d’imagerie par résonnance magnétique ce qui

permet de déterminer la localisation tumorale (Figure 2). Il correspond a une masse tumorale

10
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volumineuse et hautement invasive initialement localisée au niveau d’un hémisphéere cérébral

mais qui peut ensuite diffuser a I’autre hémisphere (7).

Pre operative Immediate post operative, 24 hours

Figure 2 : Visualisation par imagerie par résonnance magnétique, en coupe axiale, d’'un

cerveau preésentant un GBM avant résection (gauche) et 24h apres (droite). Images pondérées

enTI (7).

Le diagnostic est réalisé par des analyses anatomo-pathologiques et moléculaires sur 1I’exérése
tumorale. Au niveau histologique, il sera recherché une prolifération microvasculaire, une
nécrose cellulaire ainsi qu’un polymorphisme cellulaire important. Sur le plan moléculaire et
génétique, le GBM peut présenter de nombreuses altérations comme la mutation du promoteur
de la transcriptase inverse de la t€lomérase, I’amplification du récepteur a I’EGF (EGFR) et de
son variant I[II (EGFRVIII) ou encore le gain d’une copie entiere du chromosome 7 combinée a
la perte entiere d’une copie du chromosome 10 (+7/-10). La présence d’au moins une de ces
altérations est suffisante pour associer le GBM au grade 4 et sont par conséquent

systématiquement recherchées lors du diagnostic (5).

2. Protocole thérapeutique du GBM

i. Prise en charge des tumeurs primaires : Protocole de Stupp

La stratégie thérapeutique préconisée lors d’'un GBM associe une chirurgie réductrice suivie
d’une combinaison concomitante puis adjuvante de radiothérapie et de chimiothérapie a base
de témozolomide (TMZ). Le TMZ est un agent alkylant de I’ADN qui favorise la mort des

cellules tumorales induite par radiothérapie. Ce protocole standard, dit protocole de Stupp est
11
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basé sur I’essai clinique de phase III (EORTC — NCIC trial) (8,9), par la suite conforté par de
nombreuses ¢tudes réalisées dans différents pays qui ont montré une augmentation significative
de la survie médiane globale et du taux de patients longs survivants avec ce traitement comparé

a la combinaison chirurgie et radiothérapie (Figure 3) (9).

A Pause de Phase
Phase d’induction . .
as uct 4 semaines | _ d’entretien
< Témozolomide
Témozolomide 75mg/m2/j pendant 15?’5%%";%2?& ge
toute la durée de la radiothérapie cycles de 28 jours
FIFIFIFFE o
Radiothérapie stéréotaxique
fractionnée 60 Gy en 30 séances 1 semaine
B de 2 Gy 5j/7 pendant 6 semaines
100 —
90 —— Combined
80 —— Radiotherapy
707 p<0-0001
£ 60
S 50+
2
A 40
30
20
10
Y T T T T T T ]
0 - | 2 3 4 5 6 74
. Time (years)
Number at risk
Combined 254 175 76 39 23 14 6
Radiotherapy 278 144 31 11 6 3 0

Figure 3 : (A) Illustration du protocole de Stupp (10) (B) Survie des patients atteints de GBM
primaire suivant un traitement combiné radiothérapie et chimiothérapie (courbe bleue) ou une

radiothérapie seule apres chirurgie (courbe rouge) (8).

La chirurgie permet de réduire au maximum le volume tumoral pour améliorer la survie des
patients, tout en réduisant autant que possible les complications neurologiques post-opératoires
et limiter I’'impact sur leur qualité de vie. L’étendue de la résection tumorale impacte
directement la survie des patients et leur qualité de vie. Un bénéfice significatif sur la survie est
observé a partir de 70% de résection du volume tumoral, avec toutefois des variations de 70 a
98% de résection du volume tumoral en fonction des études (11-13). Une résection
supramaximale, au-dela des limites de la tumeur en imagerie, a été testée pour éliminer les
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cellules les plus infiltrantes, qui a toutefois été rapidement abandonnée du fait d’une morbidité
plus importante provoquée par une résection de parties saines plus importantes (14,15). En
outre, on observe aucun bénéfice en termes de survie chez les personnes agées qui ont subi une
chirurgie réduisant de plus 90 % le volume tumoral, ce qui illustre qu’une chirurgie lourde n’est
pas adapté chez des patients fragiles (11). Des développements technologiques de chirurgie
permettant de limiter I’atteinte des tissus sains sont aujourd’hui davantage recherchés. C’est le
cas de la craniotomie sur patient éveill¢, qui permet d’une part une anesthésie locale du patient
et non générale, et d’autre part de limiter ’exérése de zones cérébrales cruciales a la qualité de
vie du patient et ainsi de mieux prévenir le risque de complications postopératoires. Cette
approche chirurgicale montre une faible proportion de patients présentant des complications

tardives (1,4%) tout en réalisant une exérése tumorale de plus de 75% (16).

La résection de toutes les cellules de GBM est par conséquent impossible du fait de leur
localisation combinée a leur forte infiltration. Il est par conséquent indispensable de la combiner
a d’autres protocoles thérapeutiques, notamment la radiothérapie. Le protocole de radiothérapie
est appliqué, un mois apres la chirurgie, par dose fractionnée de 2 Gy par jour, 5 jours par
semaine pendant 6 semaines, pour une dose totale de 60 Gy (8). Celui-ci peut étre adapté en
faisant varier la dose totale administrée et/ou le temps de traitement selon 1’état du patient : une
dose plus faible moins efficace peut étre proposée pour réduire les effets secondaires de la
radiothérapie chez les personnes agées alors qu’une dose plus forte, plus efficace mais associée
a une toxicité plus importante peut étre proposée chez des patients plus jeunes (17). Pour
certains patients trop fragiles pour suivre un protocole de 6 semaines de radiothérapie, comme
les personnes agées, un protocole dit hypofractionné peut étre proposé, correspondant a des
doses de radiothérapie plus élevées par séance sur un délai plus court (18). Par exemple,
I’administration d’une dose totale de 40 Gy par fractions de 2,67 Gy sur 3 semaines permet
d’obtenir un gain de survie similaire au schéma classique chez des patients agés de plus de 60

ans (19).

L’addition de chimiothérapie avec la radiothérapie a permis une amélioration significative de
la survie des patients, la médiane de survie passant de 12,1 mois (chirurgie et radiothérapie
seule) a 14,6 mois (chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie). La chimiothérapie repose sur
I’utilisation de TMZ (témodal®), qui appartient a la classe des agents alkylants de I’ADN et qui
va induire la mort cellulaire en créant des lésions cytotoxiques suite a 1’alkylation des bases

guanine. Il est administré quotidiennement par voie orale, a raison de 75 mg/m?, pendant la
13
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radiothérapie puis de maniere adjuvante pendant 6 cycles de 5 jours tous les 28 jours, a raison
de 150-200 mg/m? par jour. Il faut toutefois noter que le TMZ présente des effets indésirables
importants : fatigue, alopécie, troubles digestifs, céphalées, anorexie et toxicités
hématologiques (leucopénie, thrombocytopénie, anémie, neutropénie) (8). De plus, une
résistance a cette chimiothérapie a ét¢ observée chez certains patients, aucun effet du TMZ
n’ayant été observé chez les patients présentant des tumeurs exprimant I’enzyme OS-
methylguanine-DNA-methyltransferase (MGMT). L’expression de cette protéine, modulée au
niveau épigénétique, est impliquée dans la réparation des lésions de I’ADN induites par les
agents alkylants. La méthylation de son promoteur, classiquement retrouvé dans les cellules
tumorales de GBM, est associée a une absence d’expression de la MGMT alors que sa
déméthylation entrainera sa réexpression, et par conséquent une réparation des dommages
causées par le TMZ et une résistance des patients a ce traitement. De fait, le statut de
méthylation/déméthylation du promoteur de la MGMT est aujourd’hui considéré comme un
facteur pronostic de la réponse au traitement chez les patients atteints de GBM et est recherché
au méme titre que les autres biomarqueurs moléculaires lors du diagnostic. Il est a noter que le
protocole de Stupp, incluant le TMZ, est systématiquement proposé aux patients quel que soit
leur statut de méthylation du promoteur de la MGMT. De plus, une résistance aux traitements
a également été observé dans des tumeurs n’exprimant pas la MGMT a nouveau, suggérant
I’importance d’autres mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance aux traitements

(20).
ii. Prise en charge des récidives

Malgré ce protocole thérapeutique tres agressif, la récidive de la tumeur est systématique dans
I’année qui suit la chirurgie. Aujourd’hui, aucun traitement standard n’est indiqué dans la prise
en charge des rechutes (21). Le choix du traitement est décidé en réunion de conseil
pluridisciplinaire, compos¢ de différents médecins et pharmaciens, selon la caractérisation
moléculaire de la tumeur, les traitements déja suivis et 1’état du patient. Il peut consister en une
2°¢ irradiation de la tumeur, a des doses plus faibles (30-36 Gy maximum), et/ou une nouvelle
cure de chimiothérapie, pouvant utiliser d’autres molécules que le TMZ, selon le niveau
d’expression de la MGMT, comme I’etoposide (un inhibiteur de la topoisomérase II) ou la
carmustine (un autre agent alkylant). Une nouvelle résection chirurgicale est parfois réalisée
mais elle reste rare car le volume retiré lors de la premicre chirurgie est déja suffisamment

important. Des thérapies ciblées sont aussi utilisées dans des études cliniques de phase I/11,
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pouvant utiliser des anticorps thérapeutiques ciblant des marqueurs moléculaires surexprimés
par les cellules tumorales, comme le cetuximab qui cible ’EGFR (22). Toutefois, aucun

traitement n’a clairement montré de bénéfice en termes de survie de patients.

3. Limites du traitement du glioblastome

Plusieurs raisons peuvent expliquer les échecs thérapeutiques rencontrés lors du traitement du
GBM par ces traitements conventionnels. Tout d’abord, comme évoqué précédemment, le
caractere fortement invasif de cette tumeur combinée a sa localisation cérébrale limite fortement
I’exérese chirurgicale. Cependant, d’autres facteurs, présentés ci-dessous, ont un impact

significatif sur ce mauvais pronostic.
i. La Barriere Hémato-Encéphalique

La localisation du GBM au sein du SNC limite grandement son acces au traitement. En effet,
le cerveau est protégé par la Barriere Hémato-Encéphalique (BHE) qui limite les échanges entre
le sang et le SNC afin de préserver son intégrité. Seules de petites molécules hydrophobes (<
500 Da), le glucose, ou certaines cellules comme celles de I’immunité (macrophages, cellules
dendritiques, lymphocytes T) vont pouvoir traverser cette barriére. Ainsi, cette barriére limite
I’acceés au site tumoral des traitements pharmacologiques et immunologiques et donc leur

efficacité (23).

Pour contourner ce probléme, différentes stratégies d’application des traitements sont a 1’étude.
Ainsi, une administration des traitements en intra-tumoral plutét qu’en intraveineux, afin que
le traitement arrive directement au niveau des cellules a traiter, peut-étre envisagée (24). Une
autre approche en cours d’¢tude est le développement de nanoparticules, des petites spheres
lipidiques présentant une surface hydrophobe et un cceur hydrophile permettant I’intégration et
le transport de molécules au niveau du site tumoral, qui pourrait favoriser le passage de la BHE
(25). Cette stratégie est encore en cours d’optimisation, mais des études précliniques montrent

que ces nanoparticules traversent la BHE et sont retrouvées au niveau du site tumoral (26,27).
ii. Une forte hétérogénéité tumorale

Les GBM présentent une forte hétérogénéité génétique inter-tumorale. Ainsi, certaines
mutations génétiques sont retrouvées dans certains GBM et impacter directement la réponse
aux traitements. C’est le cas du statut de la méthylation du promoteur de la MGMT (voir §1.2.1)

ou de ’EGFRVIIL, qui est exprimé dans 30% des GBM et dont I’expression conditionne
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I’efficacité d’une thérapie ciblée contre ’EGFRVIIIL, ou encore de la perte ou la mutation de la
protéine p53 impliquée dans les mécanismes de réparation de I’ADN et de la mort cellulaire

(28,29).

En plus de ces différences inter-tumorales, les GBM présentent une complexité cellulaire,
moléculaire et spatiale trés importante au sein d’'une méme tumeur. Une sous-population de
cellules tumorales présentant des caractéristiques communes avec les cellules souches neurales,
nommeées Cellules Souches de Glioblastome (CSG), jouerait un role de réservoir permettant a
la tumeur de se maintenir et de se renouveler. Ces CSG sont capables d’auto-renouvelement et
de division asymétrique, alimentant ainsi continuellement cette hétérogénéité cellulaire. Ces
cellules sont également trés résistantes aux traitements conventionnels, notamment Ia
radiothérapie, grace a leur fort potentiel de réparation de ’ADN (30). Différents marqueurs
exprimés par les cellules souches neurales sont utilisés pour identifier cette sous-population de
CSG comme CD133, Sox2, Nestine, LGRS, B23 et GPD1 (31,32). Bien qu’aucun de ces
marqueurs ne soit spécifique, la co-expression de plusieurs de ces marqueurs permet une

identification relative de ces cellules au sein de la population tumorale (31,32).

En plus de son hétérogénéité cellulaire, le GBM présente une forte hétérogénéité moléculaire,
dont la classification clinique actuelle de I’OMS ne tient pas compte. En effet, le développement
de technique d’analyse de 1’expression génique a grande échelle, comme les puces a ADN, le
séquencage a haut débit de tumeur ou sur cellule unique, a permis 1’identification de plusieurs
sous-types moléculaire a partir de 1’expression de plus de 500 geénes et de la réponse clinique
des patients (33,34). Ces différentes études ont permis d’identifier 3 grands groupes
moléculaires, les cellules tumorales de sous-type mésenchymateux (MES), et celles de sous-
type classique et proneural (PN) (35-37). Au sein de chaque tumeur, les 3 sous-types seront
plus ou moins représentés ce qui permet de classer grossiérement ces tumeurs en fonction du
sous-type majoritaire. Il a ainsi été montré qu’une forte proportion en sous-type MES est associé
a un plus sombre pronostic alors que le sous-type PN est associ¢ a une meilleure réponse aux
traitements (33). De maniere générale, une proportion plus importante du sous-type MES est
observée a la récidive (37). Si les mécanismes exacts a 1’origine de ce caractére MES des GBM
a la récidive n’est pas encore ¢lucidés, deux hypotheses, non exclusives, sont actuellement en
cours d’étude. D’une part, le sous-type MES présente une plus grande résistance aux traitements
et est localisé dans des zones hypoxiques (38). D’autre part, une transition moléculaire du sous-

type proneural vers le sous-type MES a été mis en évidence lors de différents stress et
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notamment I’exposition aux irradiations (39). Au vu des résultats de 1’équipe (2,40), nous avons
regroup¢ les 2 sous-types classique et proneural en un seul que nous avons appel¢ CPN

(Classique, ProNeural).

Enfin, la prolifération trés rapide des GBM requicrent le développement de nouveaux vaisseaux.
La sécrétion exagérée de VEGF par les cellules tumorales va aboutir a une prolifération
microvasculaire aberrante résultant dans la formation de vaisseaux fragiles par manque de
cellules de soutien (les péricytes) et d’une membrane plus fine des cellules endothéliales (41).
Ce développement anarchique va ainsi conduire a une perfusion en oxygene hétérogene dans la
tumeur, pouvant résulter en la création de niches péri-vasculaires et hypoxiques et de phases
d’hypoxie alternant avec des phases de réoxygénation ; ce second phénomene est connu sous le
nom d’hypoxie cyclique (42). Cette hypoxie favorise le passage vers un état quiescent et moins
différenti¢es des cellules tumorales, ce dont témoigne la surexpression de marqueurs des CSG
dans ces niches hypoxiques (43). Ceci rend les cellules plus résistantes a la radiothérapie et a la
chimiothérapie, car ces thérapies tuent préférentiellement les cellules présentant une
prolifération rapide. De plus, elles se situent dans des zones présentant moins de vaisseaux

sanguins et sont de ce fait moins accessibles aux cellules immunitaires censées les éliminer (41).

Ainsi, le développement de traitements éliminant les CSG et/ou les cellules MES, en
combinaison des thérapies standards, pourrait permettre de s’attaquer au réservoir de cellules
dont émane la rechute du GBM. Outre un ciblage direct de ces cellules, il pourrait étre
également pertinent de s’attaquer aux facteurs qui favorisent 1’émergence de ces sous-

populations, tel que I’hypoxie (31).
iii. Un microenvironnement immunosuppressif

Le SNC était historiquement considéré comme un organe immuno-privilégié, dépourvu de
drainage lymphatique et donc capable de tolérer des antigénes normalement reconnus par le
systeme immunitaire. Cependant, il a ét¢ montré depuis la présence de vaisseaux lymphatiques
permettant le passage et la surveillance de cellules immunitaires dans le SNC (44). De plus, de
nombreuses cellules myéloides dérivant des cellules de la microglie résident dans le SNC. Selon
les stimuli (cytokines, interférons, agents, microbiens ...), ces macrophages engagent des
programmes d’activation (45). Les macrophages M1, pro-inflammatoires, sont activés par des
signaux de danger associ¢s a des pathogenes ou des cellules cancéreuses, ou des cytokines pro-
inflammatoires (IFN-y). Ces macrophages sont impliqués dans le développement de
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I’inflammation en phagocytant ces cellules reconnues comme dangereuses et en sécrétant de
nombreuses cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-6). A I'inverse, les macrophages M2, anti-
inflammatoires, jouent un role important dans la protection de I’hote en diminuant
I’inflammation et en favorisant la réparation des tissus. Ils sont activés par des cytokines anti-
inflammatoires (TGF-f, IL-4) et produisent essentiellement des facteurs inhibant les cellules
immunitaires (TGF-f, IL-10) ou des facteurs proangiogéniques comme le facteur de croissance

de I’endothélium vasculaire (VEGF).

Les cellules de GBM sécrétent de nombreuses cytokines et chimiokines, facteurs solubles qui
attirent les cellules du systeme immunitaire, qui vont contribuer a la mise en place d’un
microenvironnement tumoral particuliérement immunosuppresseur (46). En effet, d’une part,
ces cellules produisent de grandes quantités de CCL2 permettant le recrutement de macrophages
circulants au niveau du site tumoral (TAM), en surcroit des macrophages dérivés des cellules
microgliales (47). D’autre part, les cellules tumorales produisent d’importantes quantités d’IL-
10 et de TGF-B, activant I’ensemble des macrophages, dérivés de la microglie et associés aux

tumeurs, vers un phénotype M2 anti-inflammatoire.

La production de ces cytokines immunosuppressives va €galement inhiber les cellules de
I’immunité normalement responsable de I’élimination des cellules cancéreuses comme les
lymphocytes T CD8+ (LT). En plus d’inhiber leur activité cytotoxique, 1’exposition des LT au
TGF-B va entrainer leur différentiation en LT régulateurs, caractérisés par 1’expression du
marqueur extracellulaire FoxP3, et ainsi bloquer ’activité¢ des autres LT (48). Une forte
infiltration immunitaire de LT régulateurs est associée dans le GBM a un moins bon pronostic
(49). Cette immunosuppression est renforcée par 1I’expression de marqueurs extracellulaires
par les cellules cancéreuses, tels que PD-L1 ou TIM-3, qui permettent leur échappement
immunitaire. L’expression de ces marqueurs est associée a une moins bonne survie des patients

(50,51).
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4. Modeéles précliniques actuels et leurs limites
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Figure 4 : Représentation schématique des différents modeles pouvant étre obtenus a [’aide de
culture primaire : une culture en milieu NSC permet le maintien des CSG et une organisation
en neurosphere, un modele pouvant associer plusieurs sous-types moléculaires afin d’obtenir
un sphéroide mosaique, des organoides en cas de coculture des cellules souches embryonnaires
(CSE) avec les CSG, et un modele de xénogreffe dérivée de patient en cas de greffe chez une
souris NSG.

Plusieurs modéles cellulaires de GBM sont utilisés pour des études précliniques, bien qu’aucun
ne recrée parfaitement le devenir dans un organisme humain (Figure 4). Le plus simple est
d’utiliser des lignées cellulaires humaines telles que les cellules U251 et U87 (52). Cependant,
ces modeles ne sont représentatifs ni de 1’hétérogénéité tumorale ni de la masse tumorale que
I’on retrouve normalement chez un patient. Ils ne permettent pas non plus de recréer les
différentes interactions des cellules tumorales entre elles. Il est également possible d’utiliser
des cultures primaires de GBM, qui sont des cultures cellulaires dérivées de morceaux de
tumeurs de patients récupérés lors de la résection chirurgicale et dissociés de maniére
mécanique. Ces cultures recréent 1’hétérogénéité cellulaire observée dans le GBM, en
présentant différents types cellulaires impliqués dans la croissance tumorale, dont les CSG. Ces
cultures poussent naturellement sous forme de sphéres dans un milieu de culture permettant le

maintien des CSG (53). Il est donc facile d’obtenir des sphéroides a partir de ces cultures
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permettant de caractériser le mécanisme d’élimination d’une masse tumorale, ce que ne permet
pas une simple coculture avec des cellules dissociées. Elles permettent également de
caractériser I’hétérogénéité moléculaire du GBM car elles présentent des cellules de signatures
moléculaires différentes, pouvant étre associ€es aux sous-types CPN ou MES (54). Cependant,
ces cultures représentent majoritairement un sous-type, selon la localisation de la piece tumorale
récupérée par chirurgie, ce qui n’est pas représentatif de la répartition hétérogene des différents
sous-types que I’on retrouve normalement dans la tumeur globale d’un patient. Une coculture
de cultures primaires différentes pourraient permettre d’obtenir des sphéroides mosaiques, ou
cette association entre les sous-types MES + CPN serait récréée artificiellement. Néanmoins,
ces cultures n’étant composées que de cellules tumorales, elles ne permettent pas de récréer le

microenvironnement tumoral qui est normalement plus complexe.

Différents modeles d’organoides peuvent étre développés a partir de coculture de tumeurs de
patients et des cellules souches embryonnaires (55,56), de cellules pluripotentes induites ou de
cellules souches adultes dérivés du cerveau (57,58). Ceci permet d’obtenir un modele 3D plus
complexe qu’un simple sphéroide, associant des cellules saines a des cellules tumorales. Ce
type de modele donne un meilleur apergu de la spécificité d’un traitement testé pour les cellules
tumorales qu’un modele 3D simple, et permet de mieux recréer le microenvironnement tumoral.
Afin de complexifier davantage ce type de modele, des études cherchent a rajouter une
vascularisation par des cellules endothéliales, qui jouent un réle important dans la composition
du microenvironnement tumoral. Ceci peut par exemple étre obtenu en mettant en coculture des
cellules humaines endothéliales au début de la formation de 1’organoide et en rajoutant du
VEGF dans le milieu de culture (59). Ces modeles ne permettent toutefois pas d’évaluer le
devenir d’un traitement dans un organisme vivant, que ce soit pour sa circulation dans

I’organisme ou son élimination par celui-ci.

Enfin, il est possible de réaliser des greffes de cellules cancéreuses sur des souris, afin d’obtenir
un modele murin permettant 1’évaluation d’un traitement anti tumoral in vivo. Cette greffe peut
étre réalisée en sous-cutané, afin d’étre facilement accessible pour la mesure du volume
tumoral, ou en orthotopique, a la localisation habituelle de la tumeur, afin de mieux recréer
I’environnement habituel de la tumeur. Différents modeles murins peuvent étre générés, selon
le type de souris recevant la greffe et I’origine des cellules greffées. Afin de maintenir au mieux
les caractéristiques et I’environnement de la tumeur évaluée, le modele le plus adapté est de

réaliser une xénogreffe dérivée de 1’exérése de la tumeur d’un patient sur une souris. Si les
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cellules greffées ne sont pas d’origine murine, la souris hote doit étre immunodéprimée afin
d’éviter le rejet de la greffe. Il faut toutefois noter que la souris hdte étant dépourvue de systeme
immunitaire, ce modele est peu adapté pour I’évaluation d’une immunothérapie car elle ne
permet pas d’évaluer I’impact du systéme immunitaire de 1’hdte sur le traitement administré
(60). Un mod¢le syngénique peut étre mis en place en utilisant des cellules d’origine murine,
ce qui permet d’utiliser un animal hote immunocompétent. Toutefois, aucun modele murin ne
permet de reproduire exactement ce qu’il se passerait dans un organisme humain. De plus, le
nombre d’animaux testés est souvent faibles, celui-ci étant généralement réduit au maximum
pour des raisons éthiques et économiques, ce qui rend les conclusions sur de tels modéles

sujettes a précaution.

Ainsi, le manque de mode¢le permettant une évaluation fiable de I’efficacité des traitements sur
le GBM peut expliquer la mauvaise transition vers la clinique de thérapie pourtant prometteuse
lors d’études précliniques. Ceci peut expliquer le manque de progres thérapeutique réalisé dans

le GBM ces derniéres années.
2) Immunothérapie et glioblastome

Le manque de prise en charge efficace des patients a la récidive nécessite le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques. Compte tenu de 1’essor et de [Defficacité de
I’immunothérapie dans d’autres cancers, elle constitue une nouvelle piste pour mettre au point

des traitements efficaces sur le GBM.

1. Différentes approches immunothérapeutiques dans le glioblastome

On distingue deux grands types d’immunothérapie (Figure 5): I'immunothérapie active,
cherchant a stimuler directement le systéme immunitaire du patient (vaccin, inhibiteur de point
de controle immunitaire), et I’immunothérapie passive, qui va introduire chez le patient les
effecteurs immunitaires directement responsables de 1’activité recherchée (transfert cellulaire

adoptif d’effecteurs immunitaires, anticorps thérapeutiques, virus oncolytiques).
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Figure 5 : Représentation des différentes approches immunothérapeutiques dans le GBM. D 'un

coté l'immunothérapie passive comprenant le transfert adoptif de cellules immunitaires
(notamment de LT CAR) et d’anticorps thérapeutique reconnaissant directement une cible
designée (ici I’EGFR), et I’administration de virus oncolytique se répliquant dans les cellules
tumorales et libérant des signaux de danger (DAMP) permettant le recrutement de cellules
immunitaires. De ['autre coté, ['immunothérapie active comprend la vaccination
anticancéreuse, utilisant des cellules dendritiques pour présenter un antigene d’intérét au LT
Naif leur permettant ensuite de reconnaitre et d’éliminer les cellules tumorales, et les
inhibiteurs de checkpoint immunitaire, qui permettent de bloquer des récepteurs ou des ligands

aboutissant a I’épuisement des cellules immunitaires éliminant les cellules cancéreuses.
i. Anticorps
11 existe 2 catégories d’anticorps utilisables en immunothérapie :

- Les anticorps thérapeutiques, ciblant un antigéne présent sur les cellules tumorales et
pouvant induire leur mort directement ou par une cytotoxicité a médiation cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC). Dans le GBM, des anticorps dirigés contre I’EGFR
et son variant EGFRVIII ont été évalué en clinique. (61,62)

- Les Inhibiteurs de point de Contréle Immunitaires (ICI), qui sont des anticorps

cherchant a bloquer les voies de signalisation a I’origine d’une suppression de 1’activité

22

PARIS
(CC BY-NC-ND 2.0)



des effecteurs immunitaires et surexprimées dans le GBM. On retrouve notamment ceux
dirigé contre la protéine PD-1 (Programmed cell Death-1) et la protéine CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte Associated protein-4), des checkpoints inhibiteurs des LT
responsables de 1’¢limination des cellules tumorales par le systéme immunitaire. Seule
une ¢tude clinique a publié des résultats utilisant un anti-PD-1, le pembrolizumab, mais

d’autres sont en cours portant sur des anti-PD-1 et des anti-CTLA-4. (63—65)

Toutefois, ces catégories sont toutes deux limitées par le faible infiltrat immunitaire que I’on
retrouve dans le GBM, et qui est nécessaire a leur action. De plus, les anticorps passent

généralement peu la BHE, ce qui réduit leur présence au site tumoral.
ii. Vaccins

L’objectif de la vaccination anti-cancéreuse est de rendre le systéme immunitaire d’un patient
capable de reconnaitre les cellules tumorales afin d’induire une réponse immunitaire endogene
spécifique de ces cellules. Cette vaccination peut étre obtenue en introduisant un peptide
exprimée spécifiquement par la tumeur, a I’aide de cellules dendritiques chargées d’un antigene
tumoral et capables de le présenter aux cellules du systéme immunitaire. L’injection d’ADN ou
d’ARN permettant de produire la protéine d’intérét peut €¢galement étre envisagée. Différents
essais cliniques utilisant ces différentes stratégies ont été réalisé avec des patients présentant
des GBM. Ils montrent un profil de tolérance correct, mais aucune amélioration de survie
globale des patients n’a pu étre mis en évidence (66,67). Cette absence d’effet peut étre
expliquée par une expression hétérogene ou une perte d’expression de la cible par les cellules
tumorales résultant en une faible efficacité thérapeutique (68). D’autres études sont
actuellement en cours utilisant des vaccins dirigés contre plusieurs cibles ou basées sur les

cellules du patient traité, permettant de dépasser ce probléme d’hétérogénéité tumorale.
iii. Virothérapie oncolytique

La virothérapie est 1’utilisation de virus se répliquant et tuant spécifiquement les cellules
tumorales. Ce phénomene va s’accompagner de la libération de signaux moléculaires associés
a un danger (DAMP) qui vont étre reconnus par le systéme immunitaire et agir comme un
stimulus suffisamment fort pour recruter davantage de cellules effectrices et induire une réponse
immunitaire anti tumorale efficace. Différents virus sont utilisables, selon leur faible

pathogénicité pour les cellules saines et leur tropisme naturel pour les cellules tumorales et/ou

23

PARIS
(CC BY-NC-ND 2.0)



pour le SNC (69). Ils peuvent également faire I’objet de modifications génétiques, afin
d’améliorer leur reconnaissance des cellules tumorales ou de leur faire produire des cytokines
pour stimuler davantage le syst¢tme immunitaire. Plusieurs études cliniques sur des patients
atteints de GBM montrent que les effets indésirables graves sont trés rares avec ces virus, et des

réponses completes et durables ont pu étre mises en évidence (70,71).

iv. Transfert adoptif de lymphocytes T CAR
1. Transfert de lymphocytes T

Compte tenu de I’association positive existant entre survie globale des patients et infiltration
lymphocytaire intratumorale, une approche thérapeutique récente développée en
immunothérapie anticancéreuse consiste en un transfert cellulaire adoptif de LT chez un patient
afin d’exploiter la spécificité naturelle de ces cellules immunitaires et de potentialiser leur
efficacité. Son processus implique 1’isolement de LT exprimant a leur surface des récepteurs
reconnaissant des antigénes exprimés par les cellules tumorales, suivi de leur expansion in vitro,
leur conditionnement et leur réinjection chez le patient. Leur efficacité varie en fonction de leur
différentiation en LT cytotoxiques qui capables d’induire la mort des cellules exprimant
I’antigéne. Toutes ces propriétés sont remplies par les LT infiltrant la tumeur (TIL). Cependant,
une simple injection de LT chez un patient n’est pas suffisante pour induire une réponse
anticancéreuse, principalement due a une faible affinit¢ des TCR exprimés par les TIL pour les
antigénes tumoraux. En effet, cette reconnaissance implique la présentation de ’antigéne par
les molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH), une costimulation par les
cellules présentatrices d’antigeéne et un environnement cytokinique favorable a la différentiation
en LT cytotoxiques. Cependant, les cellules tumorales mettent en place différents mécanismes
leur permettant d’échapper a ces différents processus, par la perte d’expression de molécules
du CMH ou la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires par exemple, et ainsi échapper a leur
reconnaissance et leur lyse par les LT. Si quelques €tudes cliniques ont rapporté I’intérét d’un
transfert adoptif de TIL dans le traitement des GBM, le fort caractére immunosuppressif des

GBM a rapidement souligné les limites de tels traitements (72).
2. Lymphocytes T CAR

Plusieurs approches sont actuellement développées dans le but d’améliorer cette
reconnaissance, en particulier, le développement de LT modifié¢ pour exprimer un Récepteur
Chimérique a 1’Antigéne (CAR). Ces LT sont génétiquement modifiés pour exprimer a leur
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surface un récepteur dérivé d’un anticorps permettant leur activation spécifiquement apres
reconnaissance de I’antigéne tumoral ciblé, sans avoir a engager les molécules du CMH. Les
LT CAR sont produits a partir de LT isolés par leucophérése de sang de patient. Les LT ainsi
récupérés sont amplifiés in vitro a I’aide de cellules nourricieres et d’interleukine-2 (IL-2), puis
transduits avec un vecteur rétroviral porteur du transgéne CAR. Apres transduction, les LT CAR
sont sélectionnés puis amplifiés pour obtenir la quantité de LT CAR nécessaire a la transfusion

chez le patient.

Ce type de récepteur, structure chimérique entre un anticorps et un TCR, a été décrit pour la

premicre fois en 1989 et était initialement constitu¢ des parties suivantes (Figure 6) (73) :

- Une partie extracellulaire reconnaissant 1’antigéne cible, appelée fragment variable a
simple chaine (scFv). Celle-ci est dérivée des fractions légeres et lourdes du segment
hypervariable d’un anticorps reconnaissant I’antigene et reliées entre elles par une
section de liaison, dite /inker.

- Une section charni¢re, dite hinge, reliant la partie extracellulaire a la partie
transmembranaire.

- Une partie transmembranaire constituée d’une hélice alpha hydrophobe dérivant de
certains récepteurs constitutifs des LT (CD28, CD3, CDS).

- Une partie intracellulaire comprenant un ou plusieurs modules d’activation construit a
partir de la chaine { du CD3, la partie fonctionnelle du TCR composée de motifs
d’activation immuns dépendant de la tyrosine (ITAM). Par la suite, des modules de
costimulation (CD28 ou 4-1BB) dérivés de la partie fonctionnelle des récepteurs
activateurs a été ajouté a la partie intracellulaire du CAR dans le but améliorer la survie

et I’activation des LT CAR (74).
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Figure 6 : Représentation schématique des différentes parties composants un CAR fonctionnel.
Pour chaque domaine, les différentes possibilités de modulation possibles sont indiquées.

Adapté de Rafiq et al (75).

Les LT CAR ont montré des résultats impressionnants dans le traitement de certains cancers
d’origine hématologique, notamment de leucémies lymphoides et de lymphomes a cellules B.
En effet, des LT CAR ciblant le CD19, un marqueur aberrant des lymphocytes B exprimé par
toutes les cellules tumorales des 2 cancers susmentionnés, ont montré une rémission importante
chez les patients traités. Le bénéfice clinique obtenu est cependant limité par un effet indésirable
important, le syndrome de relargage cytokinique (CRS). Ce syndrome provoqué par une
libération massive de médiateurs de la réaction immunitaire suite a 1’activation trop importante
des LT CAR injectées, peut entrainer différentes défaillances d’organes, voire causer la mort
du patient trait¢ (76-78). Ces résultats prometteurs ont cependant permis d’obtenir 2
autorisations de mise sur le marché des LT CAR-CD19, en 2019 et en 2020, en 3° ligne dans le
traitement de ces cancers, avec une amélioration de service médical rendu considéré comme
mineure a modérée par la haute autorité¢ de santé (79,80). En conséquence, de nombreuses

¢tudes cherchent a exporter ces résultats a d’autres cancers, et notamment le GBM.
3. Evolution de I’ingénierie des CAR

La conception des CAR a énormément évoluée depuis 1989 donnant naissance a plusieurs
générations de CAR qui vont principalement différer par la structure de leur domaine

intracellulaire (Figure 6). En effet, les CAR peuvent étre optimisés pour augmenter leur
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efficacité thérapeutique tout en minimisant leurs effets indésirables en jouant sur leur
spécificité, leur survie et leur adressage. Ainsi, si I’antigene tumoral est particulier, chaque
partie du CAR décrite plus haut peut varier en fonction des domaines protéiques dont elle
dérive, ce qui permet de nombreuses combinaisons dans leur construction. Le choix des
modules intracellulaires utilisés conditionne la capacité de prolifération et d’épuisement des LT

CAR correspondants, et par conséquent leur efficacité thérapeutique.

La 1" génération de CAR (Figure 7) ne comprenait que la partie fonctionnelle du domaine CD3(
entrainant une faible activation lymphocytaire suite a la reconnaissance de la cible. Puisque
I’addition d’interleukine IL-2 augmente D’activation des LT CAR (81), un domaine de
costimulation (initialement CD28) permettant la production d’IL-2 a été ajouté au CAR (82).
Ces CAR de 2° génération ont été les premiers a démontrer une réelle efficacité clinique et sont
utilisés aujourd’hui dans la production des LT CAR en clinique (77,78). La 3° génération de
CAR est caractérisée par I’introduction d’un 2™ domaine de costimulation dans le but
d’augmenter 1’activation des LT CAR. L’addition d’un domaine permettant la sécrétion de
cytokines ou de chimiokines qui vont jouer un role d’« armure » en rendant 1’environnement
tumoral moins hostile a ’activité des LT CAR est a I’origine de la 4°™ génération de CAR (83).
Une 5° génération est actuellement décrite avec 1’ajout de domaine intracellulaire permettant
I’expression de récepteurs a cytokines, qui va créer un signal supplémentaire pour permettre

une bonne prolifération et activation des LT CAR (84).
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1 génération 2° génération 3°génération 4¢°génération 5° génération
(1989) (2002) (2005) (2011) (2018)

ScFv

Domaine
co-stimulation
(CD28, 4-1 BB) "Armure” Récepteur
(ex:IL-12) cytokine
(ex: IL-2RB)

Figure 7 : Structure des différentes générations de CAR. Chaque génération est indiquée avec
la date de leur premiere utilisation préclinique, et avec les différents domaines

intracellulaires caractéristiques de leur structure.

Les essais ayant utilis¢ des LT CAR chez des patients atteints de GBM ne ciblaient qu’une
partie des cellules tumorales. Une solution a ce probléme peut étre d’utiliser des CAR dits multi
spécifiques, capables de reconnaitre 2 ou 3 antigénes différents et de s’activer suite a la
reconnaissance de 1I’un d’entre eux. Les études utilisant ce type de CAR sur des modeles de
GBM murin montrent une meilleure survie des souris, particulierement & moyen terme, ce qui
peut s’expliquer par un échappement moins important des cellules tumorales a la
reconnaissance des LT injectés du fait de la reconnaissance de plusieurs épitopes présents sur

les cellules cibles (85).

Outre I’optimisation du CAR lui-méme, il est également possible de créer des récepteurs Notch
synthétiques, qui sont des récepteurs jouant un réle d’interrupteurs on/off. Ils sont construits a
partir du domaine fonctionnel du récepteur Notch, qui est normalement impliqué dans la
différenciation cellulaire, et d’une partie synthétique extracellulaire reconnaissant un antigéne
d’intérét, qui est généralement une cible exprimée spécifiquement par les cellules tumorales.

Ce récepteur va induire 1’expression d’un CAR reconnaissant une cible fortement exprimée par
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ces mémes cellules suite a 1’activation du récepteur Notch (75,86). Ceci permet de contrdler
I’expression d’un CAR peu spécifique des cellules tumorales par les LT administrés a des zones
exprimant un antigéne spécifique de ces cellules (87). Pour pouvoir contrdler davantage
I’activité des LT CAR, on peut aussi leur ajouter un systéme de geéne suicide, qui va permettre
d’induire la mort des LT CAR injectées chez le patient si elles sont exposées a une certaine
molécule. Par exemple, on peut introduire un géne de sensibilité au ganciclovir, afin d’induire
la mort des LT CAR en utilisant ce traitement, qui est un antiviral particulieérement bien toléré,
pour stopper une activation massive des LT et ainsi éviter des effets indésirables trop importants

chez le patient traité. (88)

2. Etat des lieux du transfert adoptif des LT CAR contre le GBM en clinique

Plusieurs essais cliniques utilisant des LT CAR ont été réalisé chez des patients atteints de GBM
récidivant. Ces essais €taient de phase I/Il, dont le but a été de déterminer la faisabilité et
I’absence de toxicité importante du traitement testé et d’avoir un premier apercu de 1’efficacité

de ces traitements une fois introduit chez le patient.
i. Cibles explorées

Plusieurs cibles ont été explorées, soit en raison de leur spécificité d’expression par les cellules
de GBM, soit parce qu’elles sont trés surexprimées par celles-ci et peu exprimé par les cellules

saines :

- Le premier essai clinique a certifier la faisabilité et la sécurité de I’administration de LT
CAR chez patients atteints de GBM a été publi¢ en 2015 et ciblait le récepteur a2 a I’IL-
13 (IL13R02), qui est surexprimé par 50% des cellules de GBM, chez les CSG et les
cellules plus différenciées, et n’est pas exprimé par les cellules saines (89).

- EGFRVIII, un variant du récepteur a I’EGF fréquemment surexprimé par les cellules de
GBM (environ 30% des cas nouvellement diagnostiqués) (90).

- HER2, qui est retrouvé surexprimé par 80% des cellules de GBM mais pas par les
cellules gliales saines. En revanche, on peut le retrouver exprimé a de faibles niveaux
au niveau cardiaque, et le trastuzumab, un anticorps ciblant HER2 utilis¢ dans le

traitement du cancer du sein, est connu pour causer des atteintes cardiaques (91).
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- EphA2, un récepteur impliqué dans la mobilité cellulaire et I’angiogénése, qui n’est pas
retrouvé normalement dans le cerveau mais est exprimé par les cellules de GBM et dans

le poumon (92).
ii. Effets cliniques

Les différents essais cliniques réalisés sur quelques patients (entre 1 et 17 en fonction des
¢tudes) ont, dans 1’ensemble, montré des résultats encourageants avec une augmentation de la
survie globale des patients pouvant aller de 8 a 14 mois. Ces résultats nécessitent toutefois d’étre
confirmée par des études comparatives avec un plus grand nombre de patients. Il est a noter que
lors du traitement avec les LT-CAR anti-IL13R0a2, une métastase a été observée chez ’un des
patients (89). De plus, une perte d’expression de I’antigeéne cible par les cellules tumorales a été
observée (89,91). Si ces résultats soulignent 1’activité antitumorale spécifique des LT CAR, ils

révelent également I’une des principales limites de 1’efficacité de cette approche.

L’apparition d’effets indésirables et de toxicités potentielles était le point d’intérét principal de
ces ¢études. Ceux-ci ont essentiellement consisté en des maux de téte et des symptomes
neurologiques (tremblements, langue déviée, épilepsie), qui étaient attendus du fait de la
localisation de la tumeur dans le SNC. Le SRC, surveillé¢ par un dosage sérique de cytokines
pro-inflammatoires, notamment 1I’'[L-6 et I'[FN-y, pu étre mis en évidence chez quelques
patients. Enfin, des toxicités induites par I’expression de la cible par des cellules non tumorales,
effets qualifiés de « on-target, off-tumor », ont pu étre observé en fonction des cibles. Par
exemple, 2 patients sur les 3 traités avec les LT CAR anti-EphA2 ont présenté des cedémes
pulmonaires, du fait de I’expression de EphA2 par les cellules pulmonaires (92). Ces effets
indésirables ont tous pu étre pris en charge avec un traitement par la dexaméthasone, un anti-
inflammatoire de la classe des corticostéroides communément utilisé en clinique. Les données
montrent une survie globale pouvant aller de 8 a 14 mois, ce qui est un bénéfice encourageant

par rapport a la survie globale observée normalement lors des rechutes.
iii. Modalités d’administration

Les doses injectées dans les différents essais cliniques sont en général du méme ordre de
grandeur, de 10.10° LT CAR par injection a 100.10°. IIs différent davantage sur le mode
d’administration et leur fréquence, avec une dose unique ou plusieurs doses. Parmi les

différentes voies d’administration, la plus utilisée dans ces essais est la voie intraveineuse (IV).
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Cependant, l’infiltration des LT au niveau du site tumoral par cette voie est limitée, en
particulier dans le cadre des GBM ou le cerveau est protégé par la BHE. Ainsi, ’administration
en IV de LT CAR anti-EGFRVIII est associée a une tres faible infiltration tumorale des LT
CAR, la majorité¢ d’entre eux restant dans le sang périphérique chez la plupart des patients
traités. Si I’augmentation du nombre de LT CAR injectée pourrait a priori permettre une plus
grande infiltration tumorale et par conséquent une plus grande efficacité, cette stratégie
exposerait le patient a un risque accru de CRS. De plus, une toxicité « off tumor » plus
importante pourrait étre observée, particulicrement si la cible est exprimée par des cellules
saines qui peuvent alors étre reconnues par les LT CAR circulant dans le sang périphérique.
Dans le cadre du GBM, I’administration des LT CAR peut également étre réalisée par voie
intracérébrale. Ce mode d’administration nécessite la pose d’un cathéter de Rickham lors de la
résection tumorale, qui va permettre d’injecter les LT directement au niveau du site tumoral et
de maniére répétée si besoin. Cette voie, utilisée dans 1’essai réalisé par Brown et al. pour
I’injection des LT CAR anti-IL13Ra2, a permis d’augmenter le nombre de LT CAR présents
dans la tumeur pour un méme nombre de LT injectés (89). De manicre importante, I’ injection

des LT CAR par voie intracérébrale semble bien tolérée.
iv. Association thérapeutique

La radiothérapie, qui tient une place prépondérante dans le protocole thérapeutique actuel contre
le GBM, agit en endommageant I’ADN des cellules tumorales, ce qui peut induire une mort
directe des cellules mais peut aussi affecter I’expression de nombreuses molécules exprimées
par les cellules tumorales suite a la réparation de I’ADN endommagé. Elle est notamment
connue pour augmenter 1’expression des ligands du récepteur NKG2D (93) et de molécules du
CMH de classe I (94), pouvant augmenter la reconnaissance des cellules tumorales par les LT.
La réparation de ’ADN peut aussi conduire & des mutations génétiques aboutissant a
I’expression d’antigénes aberrants, appelés néo-antigénes tumoraux (95). Ceux-ci sont
spécifiques des cellules tumorales, ce qui en fait des cibles potentielles intéressantes pour une
immunothérapie ciblée. Il faut toutefois noter qu’ils sont spécifiques d’un individu, ce qui
complique la production d’une thérapie ciblée car il est difficile d’anticiper ’apparition de ces
néo-antigenes (96). L ¢limination des cellules tumorales mourantes par le systéme immunitaire
va également activer la voie cGAS-STING, qui va induire une production d’interféron de type
I et de chimiokines permettant le recrutement de cellules immunitaires au niveau du site tumoral

(97). Cette capacité¢ d’induire une réponse immunitaire antitumorale loin du site irradiée,
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appelée effet abscopal, pourrait étre exploitée dans un contexte de transfert adoptif de LT CAR.
En effet, la radiothérapie pourrait permettre d’augmenter 1’efficacité thérapeutique de cette
approche en augmentant le recrutement, 1’infiltration et ’activation des LT CAR sur le site
tumoral. Il faut toutefois noter que la radiothérapie peut aussi étre associée a I’augmentation de
facteurs considérés comme immunosuppresseurs, comme 1’induction d’une hypoxie ou de
cytokines anti-inflammatoires (TGF-f) (97). L’ optimisation de la dose et de son fractionnement
semble jouer un role important dans cette balance : alors qu’une dose de 8 Gy sur 3 séances
consécutives peut stimuler la réponse immunitaire innée, une seule dose de 20 Gy ne permet

pas d’obtenir cet effet (98).

L’association d’un transfert de LT CAR avec d’autres types d’immunothérapie sont également
aI’étude. Par exemple, une combinaison avec les Inhibiteurs de point de Contréle Immunitaires
(ICI), qui s’ opposent aux mécanismes d’épuisement des LT, permettrait d’augmenter I’activité
cytotoxique des LT CAR dans le temps (99). Cette stratégie est actuellement évaluée
actuellement en clinique contre le GBM, en associant des LT CAR anti-IL13Ra2 avec du
nivolumab et/ou de I’ipilimumab (100), respectivement inhibiteurs de PD-1 et de CTLA-4.
L’injection combinée de LT CAR avec des virus oncolytiques, qui ont la capacité d’augmenter
le recrutement des TIL grace a la libération de signaux de danger et d’antigénes associés a la
tumeur suite a leur action oncolytique, constitue également une piste intéressante a explorer
(69). En effet, cette combinaison permettrait d’améliorer la migration et la persistance des LT

CAR dans les tumeurs et ainsi d’augmenter 1’efficacité thérapeutique des LT CAR (101).
v. Effecteurs

Les LT CAR développés dans ces essais sont produits a partir de LT présentant le marqueur
CD8 (LT CD8+), qui exercent un role de cellules tueuses grace a leur effet cytotoxique.
Cependant, ces lymphocytes présentent naturellement un TCR qui reconnait les molécules du
CMH présents a la surface de toutes les cellules du corps humain et permettant de discerner les
cellules de I’organisme. En 1’absence de compatibilité entre les LT et les autres cellules, ces
derniéres seront reconnues comme n’appartenant pas au soi et seront éliminées par les LT. En
conséquence, les LT CD8+ sont limités a des contextes de greffe autologue, c’est-a-dire que
I’on utilise les LT d’un patient pour traiter uniquement ce patient, afin d’éviter les risques de
rejet de greffon contre I’hdte, qui peuvent entrainer une défaillance multiviscérale pouvant étre

fatale.
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Dans I’optique d’un transfert de LT CAR allogénique, c’est-a-dire entre 2 individus, plusieurs
stratégies sont possibles. Tout d’abord, il est possible de modifier les LT pour éteindre
I’expression de leur TCR natif. Cependant, cette stratégie requiert une étape supplémentaire
lourde dans la production des LT CAR. Il est également possible d’utiliser d’autres effecteurs
immunitaires cytotoxiques pour la production de LT CAR qui ne reconnaissent pas les
molécules du CMH. C’est le cas des lymphocytes Natural Killer (LNK), qui possédent une
cytotoxicité naturelle basée sur la reconnaissance de motifs exprimés par des cellules infectées
ou tumorales, et indépendante d’une premicre exposition a un antigéne présent sur les cellules
cibles. La reconnaissance de ces motifs entraine I’activations des LNK, s’ils sont reconnus par
un récepteur activateur comme le NKG2D, ou leur inhibition, s’ils sont reconnus par un
récepteur inhibiteur comme NKG2A. L’effet thérapeutique des LNK dépendra donc de
I’équilibre entre les signaux activateurs et inhibiteurs (102). Bien que ces cellules apparaissent
comme une plateforme intéressante pour 1’introduction d’un CAR, les LNK sont difficiles a
cultiver et présentent un temps de doublement faible. Il est par conséquent difficile d’en obtenir
un nombre suffisant dans le cadre d’un traitement que ce soit a partir d’un patient ou d’un
donneur sain. Toutes les études pré-cliniques réalisées aujourd’hui sont effectuées avec une
lignée cellulaire de LNK dérivée d’un patient atteint d’un lymphome non Hodgkinien a cellules
NK, la lignée NK-92. Si cette lignée présente le double avantage d’une prolifération rapide et
de I’absence d’expression du récepteur inhibiteur KIR (103), elle interroge sur 1’éthique et la
sécurité¢ d’une administration de LNK d’origine tumorale chez un patient. Des essais cliniques
utilisant des cellules NK-92 pour traiter des tumeurs solides (sarcomes) ou hématologiques
(leucémie, lymphome) ont ét¢ mené. Bien qu’elles ne révelent aucun effet indésirable a court
terme d’une administration de cette lignée, aucune de ces études ne permet de conclure sur la
persistance ou de risques a long terme de cette lignée dans 1’organisme (104,105). D’autres
effecteurs immunitaires cytotoxiques présentent des caractéristiques similaires aux LNK,
notamment une reconnaissance directe des motifs présents a la surface de cellules stressées sans
présentation des molécules du CMH, les LT vo. Ces cellules seront présentées plus en détail

dans une prochaine partie (§3.2).

L’ensemble de ces résultats est prometteur pour 1’utilisation de LT CAR dans le traitement des
GBM et pose les premicres bases. Ainsi, s’il est aujourd’hui encore difficile d’identifier le
protocole immunothérapeutique le plus efficace, I’administration en intracérébrale semble la

plus efficace et devrait étre a privilégier dans les futurs essais cliniques utilisant les LT CAR
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dans le traitement des GBM. Enfin, il est important de noter que les effets indésirables observés
sont potentiellement minorés par ’activité transitoire des LT CAR sur les tumeurs ciblées. En
effet, une efficacité antitumorale plus importante pourrait s’accompagner d’une plus grande

toxicité, notamment la formation d’cedéme cérébral qui peut s’avérer fatal pour les patients.

3) Proposition d’une approche immunothérapeutique originale avec des LT Vy9Vo2
ciblant un ganglioside

1. Une cible atypique, le ganglioside GD2 O-acétylé

i. Structure et synthese des gangliosides

Les gangliosides sont des lipides complexes liés a des sucres qui appartiennent a la famille des
glycosphingolipides. Ces molécules sont composées d’un sphingolipide particulier, le
céramide, li¢ par une liaison éther a des résidus glucose et galactose (Figure 9). Ces sucres sont
eux-mémes liés a un ou plusieurs acides sialiques dont la nature, le nombre et le site permet
d’identifier ’espece de ganglioside considéré. Ainsi, d’apres cette nomenclature, le GD2 est
un Ganglioside composé de 2 acides sialiques (Disialoganglioside) et qui migre en 2eme

position sur chromatographie en coupe mince (Figure 8).
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AGGL PT NB
Figure 8 : Gangliosides séparés par chromatographie sur couche mince haute performance,

suivie d 'une coloration au resorcinol. Isolés a partir de gangliogliome anaplasique (AGGL),

tissue peritumoral (PT) ou de tissu cérébral sain (NB) (106).

Plus précisément, les 2 acides sialiques sont ajoutés successivement par les sialyltransferase I
et II sur le résidu galactose du GD2 (Figure 9A). A ce galactose, un galactose supplémentaire
est ajouté puis N-acétylé par la N-acetyl-galactosyltransferase I (B4AGALNT1), aussi appelé
GD2 synthase (Figure 9A). Enfin, une O-acétylation du résidu sialique a8 du GD2, en position
7 ou 9, permettra la syntheése de I’OAcGD2 (Figure 9B). L’enzyme impliquée dans cette O-
acétylation n’a pas encore été clairement identifiée, mais des faisceaux d’arguments suggerent

I’implication de I’enzyme CASD1 (Cas 1 domain containing 9(7)-O-Acetyl transferase) (107).
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Figure 9 : (A) Représentation schématique des voies impliquées dans la synthése du OAcGD2
(108). (B) Structure du GD2 O-Acétylé. Le céramide (Cer) permet [’adhésion a la membrane
plasmique, tandis que [’autre partie du OAcGD?2 est extracellulaire. La O-acétylation a lieu
sur le résidu a8 (encadré en rouge) en position 7 ou 9, et pouvant migrer spontanément d une

position a l’autre.

L’expression des différents gangliosides est trés souvent corrélée a 1’expression des enzymes
glycosyltransférases impliquées, elles-mémes régulées principalement de manicre
transcriptionnelle (109). En effet, ces enzymes sont exprimées uniquement dans certaines
cellules et/ou tissus et a certains stades de développement embryonnaire. Des régulations
épigénétiques, passant par 1’acétylation des histones, et traductionnelles, notamment de N-
glycosylation et de phosphorylation des enzymes responsables de la synthese des gangliosides,

ont également été mises en évidence (110,111).
ii. Fonction des gangliosides

Les gangliosides sont généralement exprimés sur le feuillet externe de la membrane plasmique
des cellules, leur base céramide étant intramembranaire tandis que la partie glycosylée plus
hydrophile se situe au niveau extracellulaire (Figure 9B). Leurs interactions avec d’autres
molécules, tel que des phospholipides, le cholestérol ainsi que des protéines transmembranaires
spécifiques ont été décrites. Les gangliosides peuvent ainsi former des rafts lipidiques ou ils
jouent un réle important en modulant certains récepteurs a la tyrosine kinase. Par exemple, une
forte expression du GD3 peut activer le récepteur au facteur de croissance, résultant en une
plus grande croissance des cellules tumorales. Ils peuvent aussi intervenir dans la mobilité
cellulaire, le GD2 jouant un rdle dans ’adhésion de la membrane cellulaire a des protéines
d’adhésion, telles que le collagéne ou la fibronectine, en permettant une interaction
¢lectrostatique entre la membrane et ces protéines grace aux résidus sialiques du GD2 (112).

Enfin, les gangliosides peuvent aussi jouer un role dans la différenciation cellulaire (113).

La modulation des fonctions des gangliosides par la O-acétylation est encore peu comprise.
Les gangliosides O-acétylés sont généralement associés a des processus d’adhésion cellulaire
et de prolifération. Par exemple, le ciblage du OAcGD2 a I’aide de I’anticorps monoclonal 8B6
inhibe la prolifération cellulaire. De plus, la O-acétylation du GD2 accroit également la

migration et I’invasion de cellules de cancer du sein (109).
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iii. GD2/OAcGD?2 et cancers

Le profil d’expression des gangliosides varie selon ’origine cellulaire ainsi qu’au cours du
développement embryonnaire. Les gangliosides monosialiques sont exprimés par tous les tissus
adultes sains, 1a ou I’expression des gangliosides disialiques (particulierement GD2 et GD3)
est faible et restreinte au cerveau, au systéme nerveux périphérique et aux mélanocytes (114).
Les gangliosides disialiques sont toutefois particuliérement exprimés lors du développement
embryonnaire du cerveau. De nombreux cancers d’origine neuroectodermique, tels que le
GBM, le neuroblastome ou le cancer du sein, présente un profil d’expression aberrant dans
lequel on peut retrouver une surexpression des gangliosides disialiques. De nombreux
gangliosides sont ainsi considérés comme un antigéne associé a la tumeur (TAA), du fait de
leur expression aberrante dans ces cancers. A titre d’exemple, le GD2 et le GD3 sont des
marqueurs de gliome, et leur expression est associée a un moins bon pronostic (115). Les
gangliosides O-acétylés sont quant a eux généralement retrouvés dans les tissus a des stades de
développement embryonnaire et tumoraux (116). Le rdle exact de la O-acétylation des
gangliosides dans les cancers n’est cependant pas ¢lucidé. La détection des gangliosides O-
acétylés nécessite des techniques spécifiques pour la préparation et ’analyse des échantillons,
du fait de la labilité du groupement O-acétylé. Ceci rend difficile la discrimination entre forme
non acétylée et acétylée d’un méme ganglioside, ce qui explique le manque d’information

concernant le role des gangliosides O-acétylés dans la cancérogénese (117).
iv. Ciblage du GD2/OAcGD2 par immunothérapie

Le GD2 étant un TAA intéressant a cibler pour une immunothérapie ciblant des cancers
d’origine neuro-ectodermique, un anticorps monoclonal le ciblant, le dinutuximab, a été mis
au point. Celui-ci montre un effet antitumoral intéressant dans le traitement du neuroblastome,
et est ainsi associé a une amélioration du service médical rendu mineure par la commission de
transparence de la haute autorité de santé en 2018 (118). Malheureusement, il présente des
effets indésirables importants, notamment de neuropathie, car le GD2 est aussi exprimé par
les cellules saines du systéme nerveux périphérique, bien qu’en plus faible quantité que dans
les cellules du SNC (119). Des LT CAR ciblant le GD2 pour cibler le GBM ont é¢galement été
développé, et montrent une efficacité préclinique sur des modéles de GBM intéressante (120).
L’utilisation en clinique de LT CAR-GD2 peuvent toutefois faire craindre des effets

indésirables pour des raisons similaires au dinutuximab, et des encéphalites fatales ont pu étre
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mises en évidence en préclinique (121). Il est toutefois intéressant de noter qu’une
administration intracérébrale de LT CAR anti-GD2 chez 4 patients atteints de glioblastome

pédiatrique ne montre pas de toxicité justifiant de I’impossibilité d’une telle approche (122).

Le OAcGD2 étant un TAA plus spécifique des cellules tumorales, il est intéressant de le cibler
pour limiter les toxicités rencontrées avec le dinutuximab. De plus, un anticorps monoclonal
ciblant le OAcGD?2, le 8B6, montre un effet antitumoral in vitro comparable a celui du
dinutuximab sur des cellules de neuroblastome (123). Il est par conséquent possible de
développer un scFv a partir de cet anticorps pour former un CAR anti-OAcGD2 qui serait
pertinent pour développer des LT CAR ciblant le GBM. L’expression du OAcGD?2 par les
cellules de GBM est néanmoins variable : bien qu’on semble le retrouver a la surface de toutes

les cellules de GBM, certaines 1’expriment davantage (3).

2. Des effecteurs immunitaires singuliers, les LT Vy9V2

i. Définition
Les lymphocytes T v6 (LT yd) sont les premiers lymphocytes a se développer chez ’homme,
alors que les LT aff conventionnels et les cellules présentatrices d’antigéne ne sont pas encore
fonctionnels (124). Tout au long de la vie, leur fonction est de surveiller I’environnement et
médier les réponses immunitaires de 1’organisme contre les infections bactériennes et virales,
les transformations cellulaires et les dommages tissulaires (125). Les LT yd sont capables de
reconnaitre les modifications phénotypiques d’une cellule stressée, infectée ou transformée, qui
ne sont pas toujours percues par les autres cellules du systéme immunitaire comme des signaux
de danger. Bien qu’incapables d’¢liminer totalement ces cellules modifiées, les LT yd ont la
capacité d’initier rapidement une réponse immunitaire, sans passer par les phases d’expansion
et de différentiation requises pour les LT aff, de sécréter un large panel de cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires et de collaborer et/ou activer les autres cellules du systéme
immunitaire. L’ensemble de ces caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles place les LT

vd a 'interface entre immunité innée et immunité adaptative.

S’ils se distinguent des LT af3 par I’absence d’expression des marqueurs CD4 et CD8, les LT
vd expriment également des récepteurs spécifiques des antigenes. Ce TCR est composé d’une
chaine y et d’une chaine & du CD3 qui sont obtenues par réarrangement des segments géniques
V, D, J et C pour la chaine y, et V, D et J pour la chaine § aboutissant a une variété de
combinaisons possibles (Vo1, V52, Vo3, Vo5 et Vy2, Vy3, Vy4, Vy5, Vy8, VY9 chez I’Homme)
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qui vont s’associer entre elles de maniére préférentielle (126). Deux grandes sous-populations
de lymphocytes LT y6 peuvent étre distingués en fonction de la structure de la chaine 6 du TCR.
La sous-population la plus abondante dans le sang périphérique, et par conséquent la mieux
caractérisée, exprime la chaine Vo2, généralement en combinaison avec la chaine Vy9 (127).
L’autre grande sous-population n’exprime pas la chaine V32 mais I’une des autres chaines Vo
(Vol, Vo3 ou Vo5). Ces deux grandes sous-populations ont non seulement des localisations
différentes, mais aussi des ligands et des fonctions bien distinctes. Ainsi, les LT Vy9Vo2 sont
majoritairement retrouvés dans le sang, les amygdales et le foie, et répondent rapidement a des
antigénes non peptidiques exprimés par les agents infectieux. Par contraste, les autres LT yo
sont principalement retrouvés dans le thymus, la rate, la peau, le tube digestif et en de plus

faibles proportions dans le sang périphérique, et réagissent au stress cellulaire (128).

Dans notre étude, et au vu de nos travaux préliminaires que nous présenterons dans le chapitre

3.3.1, je concentrerai mon discours sur les LT Vy9Vo2.

ii. Immunoréactivité des LT Vy9Vo2

1. Reconnaissance des phosphoantigenes

Les LT Vy9Vo2 sont capables de reconnaitre des cellules présentant une concentration
importante de phosphoantigeénes (pAg), petites molécules non peptidiques phosphorylées. Issus
des voies de syntheése des isoprénoides, ces molécules sont essentielles a la synthése de
nombreux lipides et aux modifications post-traductionnelles des protéines. Parmi les pAg
naturels, I’'IPP (Isopentanyl-5-pyrophosphate) est un métabolite intermédiaire de la voie du
mévalonate dont la synthése est fortement dérégulée dans les cellules cancéreuses (129). Si la
reconnaissance des pAg n’est pas restreinte par les molécules du CMH, le mécanisme de
reconnaissance exact par le TCR Vy9Vo2 est encore peu compris. La nécessité d’un contact
cellulaire entre cellule cible et LT a rapidement exclut une reconnaissance directe entre les pAg
et le TCR des LT Vy9Ve2 (130,131). Différentes études ont tenté¢ d’identifier la ou les
molécules impliquées dans la présentation du pAg. Une avancée décisive a été la démonstration
par l’utilisation d’anticorps monoclonaux de I’implication dans ce mécanisme de la
butyrophiline BTN3A1, une glycoprotéine de type 1 exprimée a la surface des cellules cibles et
structurellement proche de la famille des protéines de costimulation B7 (132,133). Plus
récemment, plusieurs études ont montré que BTN3AI1 était nécessaire mais insuffisante a

I’activation du TCR (134,135). Ces études ont ainsi mis en évidence la nécessité d’un complexe
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entre BTN3A1 et une autre butyrophiline, BTN2A1, cette derniére se liant a la chaine Vy9 du
TCR, pour y parvenir (134,136). Enfin, le mode de reconnaissance du pAg est également
débattu, mettant en jeu soit un modele de présentation antigénique « classique » avec une
exposition des pAg par BTN3A1, soit un mod¢le allostérique dans lequel les pAg endogenes
ou internalisés induiraient des modifications conformationnelles de BTN3A1l qui seront
reconnues par le TCR entrainant son activation. La fixation du pAg sur la partie intracellulaire
de BTN3A1, B30.2, va a I’encontre d’une reconnaissance par le TCR Vy9V32 suite a une
présentation par BTN3 A1 et le modele actuel suggere qu’une augmentation de la concentration
intracellulaire des pAg dans les cellules cibles induit un changement de conformation de
BTN3Al, entrainant la liaison du complexe BTN3A1/BTN2A1 avec la chaine Vy9 du TCR et
la reconnaissance par le TCR au niveau de son domaine de liaison CDR3 d’un ligand, CDR3L
(134,137). Bien que ce modele réponde aux observations précédentes, le ligand CDR3L ainsi

que son recrutement ne sont pas encore identifiés a ce jour.

Des analogues synthétiques des IPP ont été développés et commercialis€és pour augmenter la
concentration intracellulaire de pAg dans les cellules cibles. Parmi eux, on peut trouver le
BrHPP (bromoHydrin IPP) qui présente une bioactivité naturelle plus de 500 fois supérieure a
celle de I’IPP (138). Parall¢lement a ces pAg synthétiques, d’autres molécules sont capables
d’inhiber spécifiquement certaines enzymes impliquées dans la synthése des isoprénoides et
ainsi moduler la synthése de pAg. Parmi ces molécules, le zoledronate inhibe la Famesyl-
pyrophosphate synthase, une enzyme de la voie du mévalonate qui utilise I’IPP comme substrat.
L’exposition de cellules tumorales au zoledronate va ainsi augmenter leur concentration
intracellulaire en IPP et donc stimuler leur reconnaissance et leur élimination par les LT (129).
L’ensemble de ces molécules peuvent étre utilisé in vitro pour amplifier et activer les LT

Vyovo2.
2. Autres molécules impliquées dans [’activation des LT Vy9Vo2

En plus du TCR, les LT Vy9Vo2 présentent des récepteurs activateurs ou inhibiteurs des LNK,
respectivement NKG2D ou NKG2A. Parmi les ligands de NKG2D, on retrouve les molécules
du CMH de classe I non classiques comme MICA/B et des molécules dont 1’expression est
induite par un stress cellulaire comme les protéines de la famille ULBP (139) (Figure 10). Cette
voie secondaire d’activation agit comme un signal de costimulation qui va consolider

I’activation des LT Vy9Va2 (140). Les molécules du CMH non classiques HLA-E sont les
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principaux ligands des récepteurs inhibiteurs NKG2A. L’interaction entre ces différents
récepteurs et leurs ligands respectifs permettra 1’¢laboration d’une réponse immunitaire

Vy9V32 finement régulée.

Enfin, Pactivité des LT Vy9Vd2 est constamment régulée par le microenvironnement. Cette
régulation peut se faire par I’action de cytokines, I’IL-2 pouvant activer les LT Vy9Va2 et
induire leur expansion. On peut aussi noter que suite a [’exposition de facteurs anti-
inflammatoires, comme le TGF-, ces LT Vy9V62 peuvent présenter un phénotype régulateur,
et ainsi sécréter des cytokines immunosuppressives (TGF-p) et du VEGF, bien qu’il s’agisse
d’un phénotype davantage associé¢ aux LT Vo1 (141). Larégulation de I’activité des LT Vy9Va2
peut aussi se faire par des facteurs métaboliques, ces derniers présentant une activité

cytotoxique plus faible dans un milieu hypoxique (142).

Cellule Tumorale

MICA/B  ULBP

NKG2D I I

TCR y6

Lymphocyte T Vy9V562
Figure 10 : Modele actuel des principales voies de reconnaissance des cellules tumorales par
les LT Vy9Vo2 : la voie du TCR, qui passe par la reconnaissance d’un ligand putatif a la surface
des cellules tumorales en présence de pAg et présenté par un hétéromere constitué par BIN2A1
et BTN3A1, et la voie NKG2D, qui reconnait différents ligands activateurs, notamment MICA/B
et ULBP.
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3. Activation et signalisation intracellulaire

Une fois leur cible reconnue, les LT Vy9V32 vont activer différents mécanismes d’action. Ils
peuvent avoir une action cytotoxique similaire a celle des LT aff en sécrétant des médiateurs
chimiques comme la perforine et les granzymes. La perforine entraine la création de pores dans
la membrane des cellules cibles permettant 1’entrée des molécules de granzymes qui induiront
I’apoptose des cellules cibles (143). Une fois activés, les LT Vy9V52 sécretent également des
cytokines pro-inflammatoires cytotoxiques, comme le TNF-a (Tumor necrosis factor) et I’'IFN-
v (Interféron gamma). Une derniére voie pouvant étre mise en place consiste a présenter le
ligand du récepteur Fas (FAS-L) par les LT Vy9V62, un signal induisant la mort de la cellule
cible par apoptose apres la liaison du ligand a son récepteur situé sur les cellules cibles (144).
Ces activités cytotoxiques peuvent €tre renforcées par la sécrétion de différentes cytokines
cytotoxiques combinées a celles d’autres effecteurs immunitaires, comme par exemple 1’IL-17

impliquer dans le recrutement de polynucléaires neutrophiles (125).

Suite a cette activation, les LT Vy9Vo2 sont capables de mettre en place une population dite
mémoire, qui permettra une réponse plus rapide et plus efficace lors d’une deuxiéme exposition
au méme pathogene. Ils peuvent aussi endosser un role de cellules présentatrices d’antigéne aux
cellules dendritiques immatures et aux LT of naifs, en exprimant différents marqueurs
moléculaires classiques des cellules présentatrices d’antigéne (CMH de classe II, CD80, CD86,
CD69, CD25), ce qui leur permet d’engager une réponse immunitaire adaptative plus spécifique
et plus robuste contre le pathogéne reconnu (145,146). Pour ces raisons, les LT Vy9Vo2 sont

considérés a la croisée des chemins entre immunité innée et adaptative (125,147).
iii. Intérét en immunothérapie anticancéreuse

Du fait de leur tropisme naturel pour les cellules cancéreuses, les LT VyY9Vo2 sont des effecteurs
intéressant a considérer en immunothérapie. De plus ces effecteurs immunitaires ont montré
une réactivité antitumorale intéressante dans différents modeles précliniques de cancer : on
retrouve par exemple un effet antitumoral pertinent des LT Vy9V62 sur des modeles de cancer
de I’ovaire, ou leur association avec une chimiothérapie permet d’améliorer la survie des souris

testées (148).
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1. Efficacité préclinique des LT Vy9Vo2 sur le GBM

Dans le GBM, I’administration intracérébrale de 20.10° LT Vy9V352 permet de controler le
développement d’une culture primaire de GBM humain greffé chez des souris NSG, si ils sont
associés avec du zoledronate (1). Bien que cette activité soit intéressante, le zoledronate passe
mal la BHE et sa demi-vie en cas d’injection I'V est de 15 minutes. De plus, une administration
locale pourrait s’avérer toxique pour le tissu sain environnant, ce qui limite grandement son
utilisation potentielle dans ce cadre (149). Une meilleure compréhension de la reconnaissance
des cellules tumorales par les LT Vy9V52 pourrait aussi permettre d’optimiser 1’activité des LT
Vy9Vo2. Les cellules tumorales de sous-type MES expriment davantage de ligand de NKG2D,
particuliérement MICA, MICB et ULBP2, ce qui peut induire une reconnaissance et une
¢limination plus importante par les LT Vy9V62 de ces cellules (2). L’activité des LT Vy9Va2
contre les cellules de sous-type MES peut également étre augmentée en les stimulant ex vivo a

I’aide d’IL-21 avant de les administrer chez les souris testées par voie intracérébrale (150).

La xénogreffe de tumeurs issues de patient de GBM sur des souris immunodéprimées,
essentiellement des souris diabétiques non obeses et présentant un déficit immunitaire combiné
sévere gamma (NSG), suivie de I’injection des LT Vy9Va2 issus de donneurs humains est le
modele in vivo le plus utilisé pour évaluer une immunothérapie basée sur les LT Vy9Vo2 contre
le GBM. Cependant, ce modele est peu adapté a 1’évaluation de I’efficacité d’une
immunothérapie du fait que les souris hdtes soient immunodéprimées ; il permet donc
seulement d’apprécier la migration des LT vers le site tumoral (151). En ce sens, un modé¢le
orthotopique, c’est-a-dire ou la tumeur est greffée a son emplacement habituel (ici au niveau du
cerveau des souris) est a favoriser plutot qu’un modele ou la tumeur est greffée en sous-cutané.
Un modele animal adapté a 1’évaluation d’une immunothérapie doit étre immunocompétent,
afin de pouvoir caractériser 1’interaction entre 1I’immunothérapie administrée et le systéme
immunitaire de 1’organisme receveur (151). Cependant, il faut noter que les LT Vy9Vo2
sensibles aux pAg ne sont pas présents chez la souris, ceux-ci étant retrouvés chez I’homme, le
primate non humain et 1’alpaca, ce qui rend impossible le développement de modele murin
syngénique pour I’évaluation in vivo des LT Vy9Vo2 (152,153). L’utilisation de primate pour
développer un tel modele n’est quant a elle pas envisageable pour 1’évaluation préclinique d’une
immunothérapie anti-cancéreuse pour des raisons économiques et éthiques. Ces résultats

constituent néanmoins un rationnel suffisamment robuste pour explorer davantage 1’application
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de I'immunoréactivit¢ des LT Vy9V32 comme thérapie anti-cancéreuse dans le GBM, et

particulierement d’arriver a augmenter leur réactivité a tous les sous-types de GBM.

2. Transfert adoptif de LT Vy9Vo2 chez I’homme
a. Non GBM

Les essais cliniques utilisant les LT Vy9V§2 qui ont été conduits sur d’autres tumeurs solides
(myélome, neuroblastome, cancer du sein, carcinome) ont principalement cherché a étendre
spécifiquement la population Vy9Vo2 chez les patients, dans le but d’augmenter leur réactivité
anti tumorale. Pour y parvenir, ces essais ont utilis¢é des molécules stimulant les LT Vy9Va2,
particuliérement des bisphosphonates comme le zoledronate en combinaison d’IL-2 (154-157),
soit directement chez le patient soit sur une population de LT Vy9V52 d’un patient ex vivo
avant de les administrer a nouveau chez le patient traité, en général en allogreffe (158-161).
Bien que ces essais arrivent a augmenter la population Vy9Vo2 chez les patients traités, cette
expansion polyclonale s’amenuise au fur et a mesure des cycles de traitement. Ces essais,
essentiellement de phase I, n’ont pas montré un bénéfice clinique suffisamment pertinent pour
étre poursuivis, malgré la faisabilité et ’absence de toxicité importante due a ce traitement. Il
est cependant intéressant de noter que la récupération et I’expansion ex vivo de LT Vy9Vo2
pour obtenir un nombre de cellules suffisant pour traiter est faisable, malgré le faible nombre

présent normalement dans le sang périphérique.

Plusieurs explications peuvent é&tre apportées a ces ¢échecs: tout d’abord, la diversité
fonctionnelle des différentes sous-populations de LT Vy9V52 n’est pas prise en compte.
Comme certaines sous-populations sont plus réactives que d’autres, la sélection d’une
population plus active pourrait améliorer 1’efficacité anti tumorale de la greffe de LT.
Cependant, cette sélection hypothétique nécessite d’abord d’identifier la raison de cette
augmentation d’activité. Une meilleure compréhension des mécanismes conduisant a la
réduction de Dactivité¢ anti tumorale des LT Vy9Vd2 permettrait aussi de diminuer
I’échappement tumoral. Il reste donc encore beaucoup de travaux a réaliser pour mieux
comprendre la réactivité des LT Vy9Vd2 et comment I’optimiser pour améliorer I’ efficacité des

immunothérapies cherchant a les utiliser.
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b. GBM

On dénombre actuellement un seul essai utilisant des LT Vy9Va2 chez des patients atteints de
GBM. Le but de cet essai est d’évaluer la sécurité¢ de I’administration intra tumorale de ces LT
en combinaison avec le temozolomide (TMZ) (162). Les cellules utilisées dans cette étude sont
des LT Vy9V$2 modifiés pour exprimer la OS-méthylguanine-DNA méthyl-transférase
(MGMT), une protéine permettant de réparer les dégats causés a ’ADN par le TMZ qui
induisent ensuite la mort des cellules traitées. Les lymphocytes obtenus sont donc résistants au

TMZ, ce qui permet de les administrer en combinaison en intra tumoral par le méme cathéter.

Les patients recrutés subiront une résection chirurgicale de leur tumeur et un cathéter de
Rickham sera placé au niveau du site tumoral. Ils auront ensuite une aphérese afin de récupérer
les cellules mononuclées du sang, et notamment les LT Vy9V32 qui seront modifiés et amplifiés
avant d’étre réintroduits chez les patients. Ceux-ci seront transfusés apres traitement standard
(6 semaines TMZ + radiothérapie) et 6 cycles de TMZ, et recevront entre 1 et 3 doses de LT

selon le groupe dans lequel les patients ont été attribués.

Etant un essai de phase I, I’objectif principal de cette étude est d’évaluer la sécurité¢ de
I’administration intra tumorale de LT Vy9V62 suite au traitement standard du GBM, ainsi que
la dose maximale tolérée. Afin d’avoir un premier indicateur de I’efficacité de ce traitement, la
survie globale et la survie sans progression des patients seront évaluées. L’ activité biologique
des LT sera également caractérisée par analyse du sérum des patients, principalement en dosant
les cytokines libérées par les LT. Cet essai permettra d’avoir un indicateur sur la faisabilité¢ de
I’administration des LT Vy9V62 dans le cadre du GBM, notamment sur le nombre de cellules

utilisables et a quelle vitesse les obtenir, ainsi que sur les toxicités potentielles de ce traitement.

3. Quel futur avec les LT Vy9Va2 ?

i. Avantages et limites

Un mécanisme d’échappement immunitaire pouvant étre mis en place par les cellules tumorales
est la perte d’expression de molécules du CMH de classe I, ce qui empéche la présentation
d’antigeéne aux LT CD8+ qui ne reconnaissent alors plus la cellule tumorale a éliminer (163).
Comme les LT Vy9Vo2 reconnaissent directement et spontanément leur cible sans présentation

de I’Ag par le CMH, une perte d’expression de molécule du CMH de classe I par les cellules
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tumorales ne constitue donc pas un mécanisme d’échappement immunitaire a leur élimination

par les LT Vy9Va2.

Cette reconnaissance CMH-indépendante peut aussi €tre mise a profit dans un contexte
d’allogreffe, c’est-a-dire de greffe de cellules d’un patient vers un autre patient, car le risque de
syndrome de rejet du greffon contre 1’hote est inexistant (164). Par rapport a I’autogreffe, une
stratégie de transfusion allogénique permettrait d’établir des banques de LT pouvant étre
utilisables rapidement, en nombre suffisant et avec d’éventuelles modifications génétiques,
ainsi que d’avoir des cellules de meilleure qualité (165). La faisabilité et la sécurité clinique
d’une telle approche doivent cependant étre confirmées, les LT transfusés présentant eux-
mémes des molécules du CMH du donneur, ce qui peut induire leur élimination prématurée par
le systéme immunitaire du receveur. Dans le cadre d’une thérapie utilisant les LT Vy9Vé2, ceci
permettrait aussi de sélectionner une population plus réactive pour maximiser 1’efficacité anti
tumorale. En effet, nous observons une activité anti tumorale des LT Vy9Vo2 variable en
fonction des donneurs (2). Au sein méme de ces populations actives, on peut isoler différents
clones qui présentent une réactivit¢ naturelle plus ou moins importante sur des cultures
primaires de GBM de sous-type MES. Des résultats similaires ont pu étre observés sur une
lignée cellulaire de lymphome de Burkitt (137). Cependant, si on séquence les TCR Vy9V2
de ces clones réactifs, on ne met pas en évidence de TCR expliquant cette activité plus
importante (2). De plus, la transduction d’un TCR Vy9V62 d’un clone réactif sur un LT aoff ne
permet pas d’obtenir une activité anti tumorale comparable a celle du clone parent (137). Bien
que les LT Vy9Vd2 hautement réactifs expriment davantage de récepteurs NKG2D, le blocage
de ces récepteurs réduit autant la cytotoxicité des LT hautement réactifs que des LT peu réactifs.
Ceci ne permet donc pas non plus de conclure que cette augmentation de réactivité est due a
une reconnaissance plus importante des ligands de NKG2D par une expression augmentée de

récepteurs NKG2D par la population de LT Vy9Va2 hautement réactifs (2).
ii. Combinaison thérapeutique

Différentes stratégies sont en cours d’étude pour optimiser une immunothérapie avec des LT
Vy9Vo2. Leur action cytotoxique pouvant étre négativement impacté par les conditions
hypoxiques classiquement retrouvés dans les tumeurs cérébrales, dont le GBM, il peut étre
proposé¢ de les rendre moins sensibles a I’hypoxie du micro environnement tumoral (142,166).

En effet, si on combine les LT Vy9V52 a des molécules pouvant rétablir une normoxie, tel que
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la metformine, ils peuvent récupérer une meilleure activité cytotoxique (142). Ceci permet aussi
de réduire le phénotype immunosuppresseur que peuvent acquérir les LT Vy9Vd2 en hypoxie,
en réduisant I’apoptose des LT CD8+ qu’ils peuvent induire. Ces deux effets permettent
d’obtenir une meilleure survie de modeles murins de gliomes de haut grade traités avec une

combinaison de LT Vy9Vs2 et de metformine.

D’autres molécules pourraient permettre d’améliorer 1’efficacité des LT Vy9Vo2 s’ils sont
utilisés en combinaison. Les cellules tumorales surexpriment certains checkpoints inhibiteurs,
comme PD-1 et CTLA-4, qui inhibent ’activation des LT et bloquent ainsi leurs effets
cytotoxiques. L’ association a des inhibiteurs de checkpoints inhibiteurs pourrait empécher ce
blocage et ainsi assurer que les LT Vy9V52 fonctionnent normalement. Cependant, les
checkpoints inhibiteurs des LT Vy9V62 ne sont pas nécessairement les mémes que ceux mis en
place avec les LT aff : CTLA-4 agit en interférant avec le signal d’activation secondaire CD28-
CD80/86 des LT CDS8+ que les LT Vy9Vo2 ne présentent pas et le role de PD-1 dans la
suppression de I’activation des LT Vy9Vo2 reste discuté (167). Dans certains cancers comme
celui du colon, il est retrouvé une proportion plus importante de LT Vy9V32 exprimant TIM-3
(T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3) et que cette expression est liée a une
plus faible cytotoxicité des LT Vy9Vé2 (168). Toutefois, si ces inhibiteurs sont des anticorps,
ils doivent d’abord montrer qu’ils sont capables de passer la BHE afin de pouvoir agir dans le

contexte du GBM.

A I’instar de I’introduction du géne de la MGMT dans les LT Vy9Vo2 pour les rendre résistants
a la chimiothérapie par le TMZ proposée par 1’étude clinique présentée plus haut, plusieurs
modifications génétiques des LT Vy9V52 sont actuellement explorées pour améliorer leur
efficacité. Par exemple, il a ét€ montré qu’une délétion des checkpoints immunitaires sur des
LT off permet d’améliorer leurs effets anti tumoraux sur des cellules de GBM (169). 1l peut
donc étre envisagé la méme stratégie avec les LT Vy9Va2 au lieu de les utiliser en combinaison
avec des ICI. L’un des intéréts des LT Vy9Va2 étant leur possible utilisation en allogreffe, une
autre modification génétique possible serait d’induire une délétion de molécules du CMH de
classe 1 des LT Vy9Vs2. Ceci permettrait de réduire 1’¢limination des LT lorsqu’ils sont utilisés

en allogreffe, et donc d’augmenter leur persistance dans 1’organisme greffé.
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iii. Ingénierie Lymphocytes T Vy9Vs2 CAR

Afin d’améliorer la reconnaissance des cellules tumorales par les LT, et dans I’espoir de
transposer les résultats obtenus par les LT CAR dans les tumeurs hématologiques aux tumeurs
solides, on retrouve ainsi des essais de LT CAR utilisant comme effecteurs des LT Vy9Vo2 au
lieu de LT af afin d’améliorer la réactivité¢ des LT Vy9Va2. 1 est intéressant de noter que les
LT Vy9Va2 conservent leur capacité d’endosser le role de cellule présentatrice d’antigéne une
fois modifiée pour exprimer un CAR anti-GD2 sur des cellules de GBM in vitro et qu’ils sont
capables de présenter le GD2 a des cellules dendritiques naives et de les activer aprés une
premicre mise en contact avec les cellules cibles, qui pourront a leur tour stimuler le systéme
immunitaire du receveur théorique (170). C’est donc un atout qui peut renforcer 1’efficacité
d’une immunothérapie chez un patient immunocompétent, mais qui sera difficile a évaluer lors
d’¢études précliniques puisqu’il faudrait un modéle in vivo immunocompétent et présentant des

LT Vy9Vo2 pour estimer I’impact de cet effet sur la croissance tumorale.

L’option de transduire un CAR sur des LT Vy9V52 s’est encore peu transposée en clinique, on
ne dénombre que 3 essais utilisant des LT CAR Vy9Vdé2 comme immunothérapie
anticancéreuse et aucune n’a encore publié de résultats a ce jour. Parmi eux, 2 essais sont en
cours de recrutement, I’un avec un CAR anti-CD20 pour le traitement de leucémie lymphoide
B, I’autre avec un CAR anti-CD7 pour le traitement de leucémie lymphoide T (171,172). Ceux-
ci cherchent essentiellement a exploiter 1’absence de reconnaissance de molécules du CMH de
classe I des LT Vy9Vs2 afin de développer des LT CAR utilisables en allogreffe. Un 3° essai
est mené sur divers tumeurs solides en utilisant un CAR ciblant les ligands de NKG2D, 1’idée
étant de renforcer le signal d’activation secondaire des LT Vy9V2, normalement médié par les
récepteurs activateurs NKG2D, via le CAR (173). La encore, ces études seront intéressantes
pour visualiser d’éventuelles toxicités de cette approche, notamment sur les risques de SRC qui

accompagnent fréquemment les thérapies utilisant des LT CAR.

Le but de mes travaux était de déterminer si des LT Vy9V62 CAR-OAcGD?2 étaient
capables de reconnaitre et tuer toutes les cellules de GBM. Maintenant que I’idée de cette
approche a été replacée dans le contexte de la recherche de nouvelles approches
thérapeutiques dans le GBM, l’objectif des parties suivantes est de présenter la
caractérisation de D’expression du OAcGD2 par les cellules de GBM ainsi que

I’immunoréactivité des LT Vy9V62 CAR-OAcGD2 contre ces cellules.
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Matériels et Méthodes

Cultures primaires de GBM humain

Les cultures primaires de GBM ont été obtenus par dissociation mécanique d’échantillons de
tumeurs de patients. Toutes les procédures impliquant des humains respectaient les standards

d’éthique, et le consentement informé de tous les patients ayant participé a été obtenu.

Les cellules sont maintenues en culture pendant 2 mois maximum apres décongélation. Elles
sont cultivées a 37°C dans une atmosphere humide a 5% de CO2 dans le milieu utilisé pour les
cellules souches neurales (CSN) composé de DMEM/F12 (Gibco 21331-020) complémenté
avec 2 mM de L-Glutamine (Gibco 25030081), des antibiotiques (Streptomycine 100ug/mL et
Pénicilline 100 U/mL (Gibco 15140-122)), des facteurs de croissance (B27 (Gibco 17502-048),
N2 (Gibco ref 17504-044), BFGF 25ng/mL, EGF 20ng/mL), et de I’héparine 2 pg/mL. Le milieu
de culture est renouvel¢ au 2/3, 3 fois par semaine apres centrifugation des cellules (5 minutes,
1500 rpm). Des tests de détection de mycoplasme par RT-PCR sont réalisés 1 fois/mois, afin
de s’assurer d’une absence de contamination. Les cultures sont nommeées selon leur signature
moléculaire : les cultures de type Mésenchymateuse sont appelées MES-1, MES-2 et les
cultures Classique/Proneurale (CPN) sont appelées CPN-1, CPN-2, CPN-3, CPN-4. Lors de
chaque expérience, les cultures cellulaires proliférant sous forme de sphéres, sont comptées
apres dissociation enzymatique ou mécanique avant d’étre ensemencées. La dissociation
enzymatique est réalisée en incubant les cellules avec de I’accutase (400-600 UI/mL ; Sigma
A6964) pendant 5 minutes a 37°C. L’arrét de la réaction enzymatique est réalisé par
I’¢limination de I’enzyme aprés centrifugation. Le comptage cellulaire est réalisé sous
microscope sur une cellule de Mallassez a partir d’un échantillon de culture cellulaire (10 pL)

en présence d’un marqueur d’exclusion des cellules mortes (éosine a 0,15%).
Cultures primaires de lymphocytes T Vy9V32 humains

Les LT Vy9V32 ont été obtenus a partir de poches de cellules mononuclées de sang périphérique
de donneurs sains consentants fournies par 1’Etablissement Frangais du Sang (EFS). Les
lymphocytes T Vy9V52 ont été amplifiés spécifiquement en présence de Zoledronate (5 uM ;
Sigma-Aldrich 165800-06-6) et d’IL-2 humaine recombinante (100 UI/mL) puis stockés dans
I’azote liquide. Dans nos expériences, les lymphocytes T Vy9Vo2 utilisés sont issus de 2
donneurs différents, DO240 et DO3791, préalablement caractérisés pour leur immunoréactivité

(2). Apres décongélation, les LT Vy9Vo2 sont cultivés dans du milieu RPMI 1640 (Gibco
50

PARIS
(CC BY-NC-ND 2.0)



31870), complémenté avec du Sérum Humain (8%), du GlutaMAX (2 mM ; Gibco, 35050-
038), des antibiotiques (Streptomycine 100pug/mL et Pénicilline 100 U/mL (Gibco 15140-122))
et de I’'IL-2 humaine recombinante (100 UI/mL ; ProleukinR, Clinigen), puis amplifiés au
zoledronate (5 uM). Lors des expériences de mesures d’immunoréactivité, les LT Vy9Vo2 sont
utilisés une fois entrés en quiescence, c’est-a-dire entre J20 et J40 apres amplification au
zoledronate. A partir de la population de LT Vy9Vo2 initiale, trois sous-populations sont
générées et testées pour leur immunoréactivité : la population initiale non transduite (NT), les
LT Vy9Vs2 transduits avec le CAR contre le OAcGD2 (CAR-OAcGD?2), et les LT Vy9Vo2
transduits avec le CAR tronqué de sa partie CD3-( fonctionnelle (ACAR) (Figure 11).

Construction des lymphocytes T CAR Vy9Vo2

Le scFv du CAR est dérivé des parties variables de I'Anticorps monoclonal 8B6 dirigé contre
le OAcGD2. La partie intramembranaire est composée des domaines transmembranaire et
intramembranaire du récepteur de costimulation CD28, et du domaine fonctionnel de la fraction
{ du CD3. La section Hinge liant le scFv au domaine transmembranaire est dérivée de la fraction

constante d'une IgG1 humaine.

Avant transduction, les LT Vy9Vo2 sont amplifiécs en présence de cellules
nourriciéres (mélange de 10° lymphocytes B et de 10° cellules mononuclées du sang provenant
de donneurs différents) et de PHA-L pendant 4 jours. Les LT Vy9V52 sont ensuite mis en
contact des particules rétrovirales produites par les cellules HEK293T par spinoculation, afin
d’améliorer le rendement de la transduction. L’efficacité de la transduction est mesurée par
cytométrie en flux aprés une incubation d’une heure avec un fragment F(ab’) d’anticorps de
chevre dirigé contre la fraction constante de I’lgG humaine et couplé au fluorophore
AlexaFluor647, permettant de détecter le CAR. Les cellules sont ensuite triées sur leur

expression du CAR a I’aide de ce méme anticorps par cytométrie en flux.
Production des particules virales par les cellules HEK293T

Des cellules HEK293T de la lignée Phoenix-Amphotrope sont cultivées dans un milieu DMEM
(Gibco 21969035) complémenté a 5% du volume final par du Sérum de Veau Fcetal
déclompémenté (SVF ; Eurobio, CVFSVF00-01), 2 mM de L-glutamine (Gibco 25030081) et
des antibiotiques (Streptomycine 100 pg/mL et Pénicilline 100 Ul/mL (Gibco 15140-122)).

Pour la production de particules virales, les cellules sont transfectées en présence de phosphate
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de calcium (Invitrogen, K2780-01) ou par lipofection (lipofectamine 2000, invitrogen
11668019) avec les plasmides contenant les constructions d’intérét (CAR anti-OAcGD2
complet ou tronqué, CRISPR/Cas9), ainsi que deux autres plasmides permettant la production
des particules virales. Le deuxieme plasmide, MD2 (Addgene, Plasmide#20864), permet la
production des particules rétrovirales par les cellules HEK293T. Le troisieme plasmide,
psPAX2 (Addgene, Plasmide#12260), permet 1’empaquetage du CRISPR dans la particule
rétrovirale. Apres 6h d’incubation a 37°C des cellules HEK293T et du mélange plasmides +
lipofectamine 2000 dans 5 mL de milieu opti-MEM (Gibco 31985070), ce milieu est changé
par du milieu DMEM-SVF 5% et les cellules restent a incubation pendant 48h. Le surnageant
de ces cellules est alors récupéré et filtré avant d’étre ajouté au milieu des cellules CPN-2. Une
sélection des cellules transduites est obtenue par 1’ajout de 2 pg/mL de puromycine dans le

milieu sur 1 semaine.
Inactivation B4GALNT1/CASDI1 dans les cultures CPN-2

L’extinction du géne codant B4GALNT1 ou CASDI1 est réalisée par la technologie
CRISPR/Cas9 apres transduction de particules lentivirales codant I’endonucléase Cas9 et une
séquence guide spécifique. La séquence guide spécifique du géne a éteindre a été introduite
dans le plasmide par clonage (CASD1 KO 1 5’-CACCGTCAACCACTACTTCAGCGTG-3’,
CASDI KO 2 5’-CACCGTCCATGACAACAGTGCGCGG-3’, B4GALNT1 KO 1 5°-
CACCGCGTCCCGGGTGCTCGCGTAC-3’,

B4GALNT1 KO 2 5’-CACCGCCGGCTACCTCTTGCGCCGT-3"). Le plasmide est produit
apres transformation et sélection des bactéries compétentes Stbl3 dans du milieu Lysogenv

Broth contenant de I’ampicilline (100 pg/mL).
Expression des gangliosides GD2/OAcGD?2

L’expression des gangliosides GD2 et OAcGD2 est analysée par cytométrie en flux. Apres
dissociation et comptages, les cellules sont ensemencées a raison de 200 000 cellules/puits dans
des Plaques 96 puits a fond conique (Dutscher 055142). Aprés un lavage au PBS puis au
PBS/BSA 1%, les cellules sont incubées avec un anticorps primaire dilué¢ dans du PBS/BSA
1% pendant 45 minutes a 4°C (anti-GD2 : 14G2a, anti-OAcGD2 : 8B6, isotype : DOTA ;
Tableau I). Apres 2 lavages au PBS/BSA 1%, les cellules sont ensuite incubées pendant 45 min
a 4°C sous agitation avec un anticorps secondaire de chévre anti-Fc de souris couplé au
fluorochrome FITC (Jackson Immunology, AB 2338589) dilué¢ dans du PBS/BSA 1%. Apres
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2 lavages supplémentaires (PBS/BSA 1% puis PBS), les cellules sont récupérées puis analysées
en cytométrie en flux (Accuri C6 Plus) en mesurant la fluorescence FITC (Aexcitation = 488 nm,
Afire = 533/30). Le niveau d’expression relatif des gangliosides est déterminé en calculant le
rapport de fluorescence (RFI) entre la moyenne de fluorescence spécifique liée au ler anticorps

et celle obtenue avec I’isotype.
Essai de dégranulation des lymphocytes T

L’expression du marqueur de dégranulation CD107a a la surface des LT Vy9Vo2 est mesurée
par cytométrie en flux afin d’évaluer 1’activation des LT suite a la reconnaissance de la cible.
Les cellules cibles sont ensemencées a 100 000 cellules/100 pL/puits en plaque 96 puits fond
rond (Dutscher 055434) puis cultivées pendant 4h en présence des LT dans du milieu RPMI
1640 (Gibco 31870) complémenté a 10% de SVF (Eurobio, CVFSVF00-01), 2 mM de L-
Glutamine, de la Penicilline (100 UI/mL) et de la streptomycine (100 pg/mL), a 37°C a un ratio
cible : effecteur de 1 : 1. Cette coculture cellules cibles/LT est réalisée en présence d’un Ac
dirigé contre le CD107a couplé au fluorophore Alexa Fluor 647 (Biolegend 121610) et de
monensine (5 pM ; Sigma M5273) pour bloquer toute réinternalisation du marqueur de
dégranulation. Un Ac anti-Vd2 couple FITC (voir tableau I) est ensuite ajouté a la coculture.
L’acquisition des fluorescences respectives (Aexcitation = 640 nm, Afiie = 675/25 pour 1I’Alexa
Fluor 647) est réalisée en cytométrie de flux avec un Accuri C6 puis analysé avec le logiciel
FlowlJo software 10. Une activation des LT Vy9V62 au BrHPP (Innate Pharma IPH 1101) et un
prétraitement des cellules cibles sur la nuit avec du zoledronate (20 uM ; Sigma-Aldrich
165800-06-6) en amont de la coculture sont réalisés lors de chaque expérience pour s’assurer
de la fonctionnalit¢ immunitaire des LT Vy9Vo2. Pour -caractériser respectivement
I’immunoréactivité médiée par le TCR 3 de celle médi¢e par le CAR, les expériences de
coculture ont été réalisées apres une pré-incubation de 15 minutes avec un Ac spécifique a une
concentration de 10 pug/mL. Si I’antigéne ciblé est exprimé par les LT Vy9Vo2 (NKG2Di,
F'(ab')2), les LT sont incubés avec I’Ac avant la coculture alors que si 1’antigene ciblé est
exprimé par les cellules tumorales. (BTN3A1, GD2, OAcGD2), I’Ac est ajouté aux cellules

tumorales.
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Essai de cytotoxicité par mesure de relargage du > Cr

Cet essai permet de mesurer la capacité des LT a lyser les cellules cibles en déterminant la
proportion de cellules cibles lysées. Apres avoir ensemencé les cellules cibles (500 000
cellules/puits d’une plaque de 96 puits) dans un puits a fond conique, les cellules sont
centrifugées (1 minute, 2500 RPM) puis incubées pendant une heure a 37°C dans du milieu
RPMI/SVF 10% contenant du °'Cr (2,77 mCi/10° cellules). Aprés 4 lavages successifs avec du
milieu RPMI/SVF 10%, les cellules cibles sont ensuite ensemencées dans une plaque 96 puits
a fond plat a raison de 3000 cellules par puits. Les LT Vy9Vé2 sont alors ajoutés a la suspension
cellulaire au ratio effecteurs:cibles indiqué (30:1, 10:1, 3:1, 1:1). Des puits contenant les cellules
cibles seules en présence ou non de Triton 0,5% sont réalisés pour déterminer respectivement
la lyse maximale et la lyse spontanée. Aprés une incubation de 4h a 37°C, les suspensions
cellulaires sont transférées dans une plaque a fond conique puis centrifugées 1 minute a 2500
RPM. Le surnageant (25 pL sur un volume final de 50 pL) est transféré dans une nouvelle
plaque (Perkin Elmer 1450-401) et 100 puL/puits de scintillant est ajouté. La plaque est ensuite
fermée hermétiquement (sealer ; Perkin Elmer 1450-461), vortexée puis la radioactivité
mesurée avec un compteur détectant les particules beta. Le pourcentage de lyse est calculé par

la formule suivante :

% lyse = 100*(relargage puits test - relargage minimum)/(relargage maximum-relargage

minimum,).
Analyses statistiques

Les données sont présentées sous la forme moyenne +/- écart-type et analysées grace au logiciel
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.). Les différences entre les groupes ont été analysé
a l’aide de test d’analyse de la variance (ANOVA) et de test de comparaisons multiples de

Tukey (ns = non significatif, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001).
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Tableau I : Liste des Ac primaires utilisés, avec leur cible et le type d'expérience dans

la(les)quelle(s) ils ont été utilisés.

Concentration
Cible Anticorps Expérience Référence
utilisée
14G2a : IgG2a de souris Expression GD2 et BEO0318
GD2 10 pg/mL
anti-GD2 Blocage activation LT | BioXCell
8B6 : IgG2a de souris Expression OAcGD?2 et
OAcGD2 . 10 pg/mL o (3,174)
anti-OAcGD2 Blocage activation LT
Isotype | DOTA 10 pg/mL Contréle (3,174)
NKG2Di : IgG1 de
320814
NKG2D |souris anti-CD314 10 pg/mL Blocage activation LT
' Biolegend
humain
103.2 : IgG de souris
BTN3A1 |anti-BTN3A1 humain 10 pg/mL Blocage activation LT | (175)
(BTN3i)
Fragment F(ab)’> d’une
IgG de chevre couplé Expression CAR et 397302
CAR |10 pg/mL o )
AlexaFluor 647 nm anti- blocage activation LT Biolegend
IgG-Fc humain
IgG1 de souris anti- Essai de dégranulation  |331406
TCR Vo2 2,5 pg/mL
TCR V&2 humain LT : détection des LT Biolegend
IgG1 de souris anti-
. Essai de dégranulation 328612
CD107a |CD107a humain couplé |3,3 ng/mL o .
LT : mesure activation |Biolegend
AlexFluor 647 nm
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Résultats
Expression du ganglioside OAcGD?2 restreinte aux cultures de GBM de sous-type CPN

Les travaux précédents de I’équipe ont montré que si le ganglioside GD2 était exprimé par
toutes les cellules tumorales, I’expression de son dérivé OAcGD2 est variable selon les cellules
de GBM (3). Dans le but d’identifier quelles cellules tumorales expriment le OAcGD2, cible
du CAR utilis¢ dans notre étude, nous avons mesuré¢ son expression, ainsi que celle de son
précurseur le GD2, dans différentes cultures primaires de GBM, de sous-type moléculaire
mésenchymal (MES) ou Classique/Proneural (CPN) par cytométrie en flux (Figure 11). Comme
attendu, nous avons observé une forte expression du GD2 dans toutes les cultures de GBM
testées (Figure 11C). En revanche, son dérivé OAcGD2 n’est exprimé que par 4 cultures
primaires de GBM sur 6 (Figure 11D). Les cultures primaires utilisées ayant été caractérisées
pour leur signature moléculaire, nous avons pu déterminer que les 2 MES ne 1’expriment pas
(RFI=1,08 + 0,003 pour MES-1, RFI = 1,33 £ 0,03 pour MES-2), contrairement aux CPN qui
I’expriment toutes. Il est a noter que le niveau d’expression de ’OAcGD?2 est trés variable dans
les CPN, puisque 2 cultures CPN I’expriment trés faiblement (RFI = 1,68 + 0,04 pour CPN-1,
1,84 + 0,13 pour CPN-3) et 2 cultures CPN I’expriment fortement (RFI = 17,78 + 1,05 pour
CPN-2, RFI=9,70 + 0,20 pour CPN-4).
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Figure 11 : Analyse de [’expression du GD2 et OAcGD2 par cytométrie de flux (N = 3) Les cellules sont

incubées avec un Ac primaire reconnaissant spécifiquement le GD2, I’'OAcGD2 ou un Ac isotypique,
puis avec un Ac secondaire couplé au FITC. (A-B) Histogramme représentatif de [’expression des
gangliosides dans une culture primaire CPN (A) et MES (B). Les cellules non marquées sont indiquées
en rouge, marquées avec I’AC isotypique en bleu, I’AC anti-GD2 en orange et I’Ac anti-OAcGD2 en
vert. (C) Expression du GD2 dans les cellules de GBM. Les résultats sont présentés en ratio de
fluorescence (RFI) du GD2 calculée par rapport a l’isotype du 14G2a (moyenne + SD). (D) Expression
de I’OAcGD?2 dans les cellules de GBM. Les résultats sont présentés en ratio de fluorescence (RFI) de
[’"OAcGD?2 calculée par rapport a l'isotype du 8B6 (moyenne + SD).
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Caracterisation des LT Vy9Vo2 CAR-OAcGD?2

Nous avons ensuite caractérisé la capacité d’activation des 3 populations de lymphocytes T Vy9Va2
générées a partir d’un méme donneur (D0240), a savoir les LT Vy9Vd2 non transduits (NT), les LT
Vy9Vs2 transduits avec un CAR tronqué du domaine d’activation CD3( (ACAR) et les LT Vy9V52
transduits avec un CAR complet (CAR-OAcGD2) (Figure 11A). L’activation respective des différentes
populations est mesurée par le % de LT Vy9V32 exprimant le marqueur d’activation CD107a apres
addition du phosphoantigéne synthétique, le BrHPP (Figure 11B). Comme attendu, nous avons observé
une tres forte activation des 3 populations de LT Vy9Vo2 par le BrHPP puisque plus de 80% des LT
exprimaient le CD107a apres addition de BrHPP) (Figure 12C-E). Cependant, nous avons également
noté une auto-activation importante des LT Vy9Vs2 CAR-OAcGD?2 en absence de signal d’activation
au BrHPP (31,08 +/- 1,03 % de LT CD107a positif) ce qui n’est pas observé avec les LT non transduits
ou transduits avec le CAR tronqué (<5% pour les NT et les ACAR). Compte tenu de I’immunoréactivité
spontanée des LT Vy9Vo62 qui existe contre les cellules tumorales de sous type MES, il était
indispensable d’identifier des conditions de culture dans lesquelles les LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD2 ne
présentent pas d’auto-activation. Dans ce but, ’auto-activation des LT Vy9V62 CAR-OAcGD?2 a été
testée dans différentes conditions de culture (CSN, RPMI, addition de SVF, d’albumine de sérum de
bovin (BSA) ou de Sérum Humain (SH)) (Figure 12F). Une auto-activation de plus de 30% des LT
Vy9V62 CAR-OAcGD?2 a été observé lorsqu’ils sont cultivés en milieu CSN (milieu de culture des
cellules cibles) ou en RPMI (milieu de culture des LT) sans différence significative dans ces 2
conditions. Nous avons observé que cette auto-activation était inversement proportionnelle au
pourcentage de SVF ou BSA ajouté dans le milieu de culture (Figure 12F). En effet, en présence de
10% de SVF ou de SH, moins de 5% de LT Vy9V52 CAR-OAcGD?2 étaient activés. Ces résultats
soulignent que la pression oncotique joue un rdle dans 1’activation spontanée des LT CAR sans pour
autant 1’expliquer completement. Le SH étant plus précieux, les expériences d’activation des LT

Vy9Vo2 ont été réalisées par la suite en RPMI 10% SVF.
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Figure 12 : Expression du CDI107a par les LT Vy9V92 en fonction du milieu (4) Schéma des trois

populations de LT Vy9Vo2 utilisés : non transduits (NT) ou transduits avec un CAR anti-OAcGD2
tronqué de la partie CD3( fonctionnelle (ACAR) ou complet (CAR-OAcGD?2). Ces trois populations
présentent le TCR Vy9Vo2 et des récepteurs activateurs NKG2D. Le CAR est constitué d’un domaine
de costimulation et transmembranaire unique dérivé du CD28, ainsi qu’une section hinge dérivée
d’une IgG1 humaine. (B) Exemple de dot plot obtenu en cytométrie en flux, permettant de définir le
pourcentage de LT Vy9Vo2 Vo2 + et CD107a + (ici 95,2%) (C-E) Pourcentage d’activation des LT
Vy9Vo2 NT (C), transduits avec le ACAR (D) ou avec le CAR CAR-OAcGD_2 (E). Les résultats sont
présentés en pourcentage de LT Vy9Vo2 exprimant le CD107a (moyenne = SD) dans du milieu défini,
seuls ou en présence de BrHPP. ns = non significatif, **** = p < 0,0001 (N = 3) (F) Pourcentage
d’auto-activation des LT Vy9V92 CAR-OAcGD2 en fonction des conditions de culture : milieu de
culture des CSN, RPMI seul ou en présence de concentrations croissantes de sérum de veau foetal
(SVF) ou d’albumine de sérum bovin (BSA). Les résultats sont présentés en % de LT Vy9Vo2 CAR-
OAcGD?2 exprimant le CD107a (moyenne £ SD) (N = 1).
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Immunoréactivite des LT Vy9Vo2 transduits avec le CAR-OAcGD2 contre les cultures
primaires de GBM de sous-type CPN

Nous avons mesuré I’immunoréactivité des LT Vy9Vo2 contre les cultures primaires de GBM
de signature moléculaire CPN. Deux cultures ont été testées, CPN-1 et CPN-2, qui expriment
respectivement faiblement et fortement I’OAcGD2 (Figure 10D). Comme attendu, moins de
5% d'immunoréactivité a été observée avec les LT Vy9V62 NT et ACAR apres coculture avec
les cellules tumorales (Figure 13). Ces résultats confirment I’absence d’immunoréactivité
spontanée des LT Vy9V32 contre les cellules tumorales de sous-type CPN. Une préincubation
des cellules cibles avec du zoledronate, qui entraine la production de phosphoantigéne
endogene par les cellules cibles et ainsi 1’activation des LT Vy9V32, et montre une trés forte
activation des LT dans ces conditions quel que soit la population de LT Vy9V32 considérée
(Figure 13). De manicre intéressante, plus de 25% des LT Vy9V32 CAR-OAcGD2 sont activés
par les cellules CPN-1 et CPN-2 (27,17 £ 2,54% pour les cellules CPN-1, et 36,61 = 2,09 %
pour les cellules CPN-2). L’addition du CAR aux LT Vy9V$2 permet donc la reconnaissance
des cellules cibles par ces LT et leur activation. De maniere surprenante, 1’activation des LT
Vy9V62 CAR-OAcGD2 est similaire entre CPN-1 et CPN-2 alors que le niveau d’expression
d’OAcGD2 dans ces cellules est trés différent (Figure 11D).

Ces résultats montrent que les LT Vy9V62 CAR-OAcGD2 sont capables de reconnaitre les
cellules tumorales de sous-type CPN, indépendamment d'une faible ou une forte expression

d'OAcGD2.
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Figure 13 : Activation des LT Vy9V02 par les cultures primaires de sous-type moléculaire CPN
(N = 3) (A-B) Pourcentage d'activation des LT Vy9Vo2 Non Transduits (NT), transduits avec
le CAR tronqué (ACAR) ou complet (CAR-OAcGD2) apres 4h de coculture avec les cellules

CPN-1 (A) ou CPN-2 (B), préalablement traitées ou non par du zoledronate. Les résultats sont
présentés en pourcentage de LT Vy9Vo2 exprimant le CDI107a (moyenne +/- SD). ns =
différence non significative, ** = p < 0,01, **** = p < 0,0001.
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Immunoréactivité des LT Vy9Vo2 transduits avec le CAR-OAcGD?2 contre les cellules de GBM
de sous-type MES

Deux cultures primaires de GBM de sous-type MES, MES-1 et MES-2, ont été testées.
L’activation des LT Vy9V32 non transduits, ACAR ou CAR-OAcGD?2 a été mesurée comme
précédemment, en incluant également un controle positif avec le zoledronate. Dans un premier
temps, ce pré-traitement au zoledronate a permis d’obtenir des taux d’activation de plus de
90% de toutes les populations de LT Vy9V52, indépendamment de la transduction du CAR ou
du donneur. Dans un 1° temps, nous avons analys¢ I’immunoréactivité spontanée des LT
Vy9V62 non transduits du donneur DO240 avec des LT Vy9V62 du donneur DO3791 puisqu’il
a ¢t¢ montré que les LT Vy9V32 sont capables de reconnaitre et lyser ces cellules
spontanément. Nous observons une faible activation des LT Vy9V52 DO240 non transduits
(12,71 £ 3,10 % de LT activés par MES-1 ; 4,22 + 0,43 % par MES-2) (Figure 14A-B) alors
qu’une activation significative est observée avec les LT Vy9V52 DO3791 (45,79 £ 2,7 % de
LT activés par MES-1) (Figure 14C).

Dans un 2% temps, nous avons déterminé si 1’addition du CAR affectait cette
immunoréactivité initiale. La transduction avec le CAR tronqué (ACAR) n’affecte pas la faible
immunoréactivité spontanée des LT Vy9Vs2 DO240 (Figure 14A-B, NT vs ACAR) alors
qu’elle diminue significativement 1’activation spontanée des LT Vy9Vo2 DO3791 (Figure
14C, NT vs ACAR). De manié¢re surprenante compte tenu de I’absence de détection du
OAcGD2 dans les cellules MES, une activation significative des LT Vy9Vd2 DO240 et
DO3791 est observée lorsqu’ils sont transduits avec le CAR-OAcGD2 complet (52,8 £2,79 %
de LT activés par MES-1 ; 36,80 + 2,23 % par MES-2) (Figure 14A-B). Pour les LT Vy9Vs2
DO3791, on observe une activation significativement plus faible des LT transduits avec le CAR
tronqué : 43,60 + 6,48 % pour les NT contre 15,18 £ 3,03 % pour les ACAR (Figure 14C, NT
vs ACAR).

L’ensemble de ces résultats montre que les LT Vy9Vo2 CAR-OAcGD2 sont capables de
reconnaitre et de s’activer en présence des cellules tumorales de sous-type MES, et ce malgré
I’absence de détection de la cible. D’autre part, 1’addition du CAR semble affecter

considérablement I’immunoréactivité spontanée des LT Vy9V52.
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Figure 14 : Activation des LT Vy9V92 par les cultures primaires de sous-type moléculaire MES

(N = 3) (A-B) Pourcentage d'activation des LT Vy9Vo2 DO240 Non Transduits (NT), transduits
avec le CAR tronqué (ACAR) ou complet (CAR-OAcGD2) apres 4h de coculture avec les

cellules MES-1 (4) ou MES-2 (B), préalablement traitées ou non par du zoledronate. (C)
Pourcentage d'activation des LT Vy9Vo2 DO3791 Non Transduits (NT), transduits avec le CAR
tronqué (ACAR) ou complet (CAR-OAcGD2) apres 4h de coculture avec les cellules MES-1.

Les résultats sont présentés en pourcentage de LT Vy9Vo2 exprimant le CD107a (moyenne +/-
SD). ns = différence non significative, ** = p < 0,01, **** = p < 0,0001.
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Perte de l'immunoréactivité spontanée des LT Vy9Vo2 transduits avec le CAR-OAcGD?2

Pour caractériser et ainsi mieux comprendre I’immunoréactivit¢ des LT Vy9Vs2 CAR-
OAcGD?2 contre les cellules MES, des essais de dégranulation ont été réalisés en présence
d’inhibiteurs des voies de reconnaissance spontanée des LT Vy9V52. Dans un premier temps,
ce blocage a été réalisé en utilisant un anticorps contre les récepteurs NKG2D (NKG2Di)
présents a la surface des LT Vy9Va2 et impliqués dans la reconnaissance spontanée (Figure
15). Que ’'immunoréactivité spontanée soit faible (DO240, Figure 14A) ou forte (DO3791,
Figure 15B), I’addition des anticorps bloquant les récepteurs NKG2D (NKG2Di) ou
I’interaction avec les butyrophilines (BTN3i) réduit significativement [’activation des LT
Vy9Vo2 (12,71 £+ 3,1 % d’activation pour les LT Vy9V32 DO240 NT seuls, contre 3,56 + 0,38
% en présence de NKG2Di et 1,46 + 0,40 % en présence de BTN31). A noter que I’inhibition
de 'immunoréactivité spontanée est quasiment totale avec BTN3i alors qu’elle n’est que
partielle avec NKG2Di, notamment lorsque cette derniére est importante comme avec les LT
Vy9Ve2 DO3791 (17,27 £ 0,61 % d'activation en présence de NKG2Di, 2,91 +/- 1,16 % en
présence de BTN3i, contre 45,79 = 2,7 % en absence, p < 0,0001). Le blocage
d’immunoréactivité spontanée des anticorps NKG2Di et BTN3i n’est plus observé lorsque
I’expérience est réalisée avec les LT Vy9Vo2 CAR-OAcGD2 que ce soit avec les LT Vy9V§2
du donneur DO3791 ou DO240. Ces résultats suggerent que la reconnaissance et 1’activation
des LT Vy9Vo2 CAR-OAcGD?2 par les cellules tumorales de sous-type MES ne mettent pas
en jeu les voies d’activation spontanées spécifiques des LT Vy9Vo2 et médiées par les

butyrophilines et les récepteurs activateurs NKG2D.

La transduction des LT Vy9Vd2 a nécessité un tri cellulaire suite a la perte d’expression du
marqueur V32 par ces effecteurs immunitaires. Nous nous sommes alors demandé si ce tri
n’avait pas entrainé la perte des populations fortement immunoréactives des LT Vy9V32 du
DO3791 (Figure 15C). Des expériences préliminaires ont été réalisées pour confirmer ou
infirmer cette hypothése. Lorsque les expériences sont réalisées avec des populations LT
Vy9V2 CAR-OAcGD2 non triées, une inhibition partielle de I’immunoréactivité spontanée
des LT Vy9Vs2 CAR-OAcGD?2 est observée avec les anticorps bloquants NKG2Di et BTN31
(Figure 15D). Si ces résultats semblent confirmer la perte de la population LT Vy9Vs2
fortement immunoréactive, des expériences complémentaires sont indispensables pour le

confirmer.
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Figure 15 : Activation des LT en présence d’inhibiteurs des voies d activation spécifiques aux

LT Vy9Vo2 (A, B, D) Pourcentage d'activation des LT Vy9Vo2 DO240 (4), DO3791 triés (B)
ou non (C) Non Transduits (NT), transduits avec le CAR tronqué (ACAR) ou complet (CAR-

OAcGD?2) apres 4h de coculture avec la culture primaire de GBM MES-1, en présence ou non
d'inhibiteur du récepteur NKG2D (NKG2Di) ou d'inhibiteur de BTN3 (BTN3i) (N = 3). Un

traitement au zoledronate est utilisé comme controle positif d’activation. Les résultats sont
présentés en % de LT Vy9Vo2 exprimant le CD107a (moyenne +/- SD), ns = différence non
significative, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,005 **** = p < 0,000 (C, E).

Pourcentage de LT présentant le TCR Vy9Vo2 dans la premiere population de LT Vy9Vo2
DO3791 transduit avec le CAR-OAcGD2 a [’aide d’un anticorps anti-Vo2 couplé FITC (ici
91,8% et 20,8%).
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Ciblage de l'immunoréactivite LT Vy9Vo2 CAR-OAcGD?2 induite par le CAR

Pour déterminer si I’immunoréactivité des LT Vy9V52 CAR-OAcGD2 observée en présence
des cellules de sous-type MES pouvait étre OAcGD2-dépendante, malgré 1’absence de
détection du OAcGD2 par cytométrie en flux, les cocultures de LT Vy9Vo2 avec les cellules
tumorales ont été réalisées en présence des anticorps dirigé contre I’OAcGD2 (8B6), le GD2
(14G2a) ou encore la section hinge du CAR. Ces expériences ont été réalisées avec des cellules
de sous-type MES et CPN afin de pouvoir valider, ou non, les effets potentiels des différents
anticorps. Dans un 1 temps, les cellules tumorales ont été préincubées avec 1’anticorps 8B6 ou
14G2a en amont de la coculture avec les LT. Ni I’anticorps 8B6, ni le 14G2a n’affectent
I’immunoréactivité¢ des LT Vy9Voe2 CAR-OAcGD2 contre les cellules tumorales, quelle que
soit la signature moléculaire (Figure 16A-B). A noter qu’une activité bloquante de ces anticorps
n’a jamais ét¢ démontrée. Dans un 2°™temps, les LT Vy9Vo62 CAR-OAcGD2 sont préincubés
avec un fragment d’anticorps F(ab)’,. Ce fragment d’Ac semble inhiber partiellement
I’activation des LT Vy9Vo2 en présence des cellules MES et CPN (Figure 16C). Dirigé contre
les chaines variables et constantes du scFv, le F(ab)’» n’inhibe pas directement le CAR mais
entraine un encombrement stérique au niveau du CAR. Ces résultats suggerent donc qu’au
moins une partie de 1’activation des LT Vy9Vs2 CAR-OAcGD2 contre les cellules MES et
CPN est bien médiée par le CAR. Ces expériences ont été réalisées une seule fois et nécessitent

d’étre reproduites pour confirmer ces résultats.
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Figure 16 : Activation des LT Vy9V92 DO240 transduits apres blocage de la reconnaissance
CAR-dépendante (A-B) (N = 1) Pourcentage de LT Vy9Vo2 CDI107a + apres 4h de coculture
avec les cellules MES- 1 et CPN-2, en présence ou non de [’Ac anti-OAcGD2 (8B6), de ['Ac
anti-GD2 (14G2a) (C-D) Pourcentage de LT Vo2 + et CD107a + apreés 4h de coculture avec

les cellules MES-1, MES-2 (N = 3) (C), CPN- I et CPN-2 (N = 1) (D), en présence d’un Ac

dirigé contre la fraction constante de [’IgG humaine (F(ab) ).
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Impact de [’inhibition de la synthese du OAcGD2 sur ['immunoréactivité des LT Vy9Vo2 CAR-
OAcGD2

Une autre stratégie pour déterminer si I’immunoréactivité des LT Vy9Vo2 CAR-OAcGD2
contre les cellules tumorales de GBM est dépendante du CAR OAcGD2 est d’inhiber la
synthése du OAcGD2 dans les cellules tumorales et déterminer son impact sur
I’immunoréactivité des LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD2. Les enzymes impliquées dans la synthese
du OAcGD2 ne sont pas clairement identifiées cependant certains candidats peuvent étre
envisagés. Nous avons choisi d’éteindre par la technologie CRISPR/Cas9 I’expression de la
GD2 synthase (B4GALNT1), impliquée dans la synthése du GD2, et de la CASD1, une enzyme
impliquée dans la O-acétylation des gangliosides (Figure 17A). Les premieres expériences ont
¢té réalisées avec la culture primaire CPN-2 qui exprime le plus fort niveau d’expression
d’OAcGD2. Pour chaque enzyme, 2 séquences cibles ont été testées. L’invalidation de CASD1
ne semble pas affecter I'expression du OAcGD2 (Figure 17C). En revanche, I'une des
séquences guides permettant [’extinction de la GD2 synthase semble diminuer
significativement I’expression du OAcGD2 et du GD2 (Figure 17B-C). L’ immunoréactivité
des LT Vy9V52 CAR-OAcGD?2 a été analysée en présence de cellules CPN-2 transduites sans
séquence guide (Ctrl) ou invalidées avec la séquence guide sgl (B4GALNTI1 sgl) (Figure
17D). Comme attendu, les LT Vy9V52 CAR-OAcGD2 reconnaissent et s’activent au contact
des cellules Ctrl contrairement aux LT non transduits ou transduits avec le CAR tronqué alors
qu’elles ne s’activent pas au contact des cellules BAGALNT1-sgl (NT : 12,2 £ 1,41, ACAR :
7,44 £ 1,11 %, CAR-OAcGD2 : 33,12 £ 4,31%). De manicre intéressante, les cellules
B4GALNTI1-sgl entrainent les mémes niveaux d’activation dans les 3 populations de LT
Vy9Vé2 (NT : 13,00 +0,71%, ACAR : 9,27 +2,37%, CAR-OAcGD?2 : 11,86 + 1,69%). Ainsi,
la perte d’expression du OAcGD2 dans les cellules CPN-2 semble étre directement corrélée
avec I’activation des LT Vy9V82 CAR-OAcGD2. L absence d’effet de la 2™ séquence cible
permettant I’extinction de la B4AGALNT]1 ainsi que des séquences cibles dirigée contre la
CASDI pourrait provenir de difficultés expérimentales. De plus, la validation moléculaire de
I’extinction de la B4GALNT1 avec la séquence cible sgl n’a pas encore ¢té formellement
validée par RT-qPCR ou western-blot. Ainsi ’ensemble de ces résultats est trés préliminaire
mais particulierement informatif d’ou leur présentation dans ce manuscrit. L’invalidation de
ces 2 enzymes dans les cellules primaires de GBM, CPN mais également MES, et leur impact
sur ’immunoréactivité des LT Vy9V52 CAR-OAcGD?2 est I'une des priorités expérimentales

de la suite de ce projet.
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Figure 17 : Impact du KO GD2 synthase (B4GALNTI1) sur [’expression du OAcGD?2 et sur
[activité des LT Vy9V62 CAR-OAcGD2 (A) Schéma simplifié des enzymes impliquées dans la
synthese du GD2 (B4GALNTI) et de son O-acétylation (CASDI) et dont l’inactivation a été
recherchée. Adapté de Fleurence et al, 2017 (108) (B) Analyse de [’expression du OAcGD?2

par cytométrie en flux sur une culture CPN-2. Histogramme représentatif des cellules
marquées avec l’isotype en bleu, et les cellules marquées avec un Ac dirigé contre [’'OAcGD2
couplé FITC en vert clair (CPN-2 Ctrl) et vert foncé (CPN-2 KO B4GALNTI). (C) Expression
du GD2 et du OAcGD?2 dans les cellules de GBM. Les résultats sont présentés en ratio de
Sfluorescence (RFI) du GD2 ou du OAcGD2 calculée par rapport a l’isotype du 14G2a et du
8B6 (moyenne = SD). (D) Pourcentage de LT Vo2+ et CD107a+ apres 4h de coculture avec
les cellules CPN-2 non modifiées (ctrl) ou KO B4GALNTI. Les résultats sont présentés en %
de LT Vy9Vo2 exprimant le CD107a (moyenne +/- SD). Ns = différence non significative, **
=p <00l
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Activité cytotoxique des LT Vy9Vo2 contre les cellules de GBM

Dans ’ensemble de notre étude, nous avons caractérisé 1’immunoréactivité des différentes
populations de LT Vy9V32 en analysant I’expression par cytométrie de flux du marqueur de
dégranulation CD107a. Pour déterminer si cette activation des LT Vy9V52 CAR-OAcGD?2 est
bien associée a une activité cytotoxique des LT Vy9Va2, des expériences préliminaires de
cytotoxicité ont été réalisées. Dans ces expériences, I’activité cytotoxique des LT Vy9Vo2 a
été mesurée en déterminant par des tests au >'Cr la capacité des LT Vy9V32 a lyser les cellules
tumorales, en fonction du ratio effecteur : cible (Figure 18). Ces expériences ont été
principalement réalisées avec les LT Vy9Voé2 du donneur DO240 qui présentent peu
d’immunoréactivité spontanée envers les cellules tumorales. Nous observons une
augmentation de la lyse des cellules CPN-2 avec les LT Vy9Vo2 non transduits ou ACAR en
fonction du ratio effecteur : cible (Figure 18A). Ainsi la lyse des cellules tumorales est nulle
lorsqu’il y a un effecteur pour une cellule cible, alors qu’elle augmente progressivement avec
le nombre d’effecteurs présents dans la coculture pour atteindre 14,2% et 24,3% pour les LT
Vy9V62 non transduits ou ACAR respectivement a un ratio de 30 : 1. De mani¢re importante,
le pourcentage de cellules CPN-2 lysées par les LT Vy9Vo62 CAR-OAcGD2 est beaucoup plus
importante que celui observé avec les LT Vy9Va2 non transduits ou ACAR, et ce quel que soit
le ratio considéré, pour atteindre 52,4% de cellules CPN-2 lysées au ratio 30 : 1 (Figure 18A).
Des résultats similaires sont observés avec les cellules tumorales MES-1, c’est-a-dire une lyse
proportionnelle au nombre de LT Vy9Vo2 et significativement plus importante en présence de
LT Vy9Vs2 CAR-OAcGD2 (27,5% de lyse au ratio 30 : 1). Ainsi, I’activation des LT Vy9Vo2
CAR-OAcGD2 mesurée par I’expression du CD107a est bien directement corrélée a une
activité cytotoxique des LT Vy9V62. Nous remarquerons cependant que 1’activité cytotoxique
associée a ’immunoréactivité spontanée des LT Vy9Vo2 (DO3791) est bien plus efficace que
celles des LT Vy9Vo2 CAR-OAcGD2 (87,3% au ratio 30 : 1) contre les MES-1. De plus et
bien que le niveau d’expression du CDI107a était similaire aprés coculture, I’activité
cytotoxique des LT Vy9V32 CAR-OAcGD2 semble étre 2 fois plus importante contre les
cellules tumorales CPN-2 que les MES-1.
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Figure 18 : Cytotoxicité des LT Vy9Vo2 DO240 transduits ou non avec le CAR anti-OAcGD2
(N = 2) Pourcentage de lyse des cellules MES-1 (A) ou CPN-2 (B) par les LT yo non transduits
(NT), transduits avec le CAR anti-OAcGD?2 tronqué (ACAR) ou complet (CAR-OAcGD2). Les

résultats sont présentés en % de relargage de ' Cr par les cellules cibles aprés 4h de coculture

avec les effecteurs.
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Discussion

Le GBM est une tumeur cérébrale agressive associée a un mauvais pronostic malgré les
traitements mis en place aujourd’hui (4). Toutefois, le GBM étant une tumeur tres hétérogene,
les stratégies de thérapie ciblant le GBM sont toutes associées a une perte d’efficacité sur
moyen terme du fait de la perte de I’antigéne cible par les cellules cancéreuses résiduelles (89—
91). Dans ce travail, nous avons évalu¢ la pertinence d’une stratégie immunothérapeutique
associant I’immunoréactivité spontanée des LT Vy9V32 avec un ciblage dirigé contre le
ganglioside OAcGD2. Nos résultats montrent que les LT Vy9V32 transduits avec un CAR
dirigé contre le OAcGD2 sont bien capables de reconnaitre et de lyser les cellules de GBM, et
ce indépendamment de leur signature moléculaire et du niveau d’expression du OAcGD2. S’ils
méritent d’étre affinés, notamment avec une caractérisation des mécanismes moléculaires
impliqués et un plus grand nombre de cultures tumorales, nos résultats sont trés prometteurs et

ouvrent de potentielles nouvelles voies thérapeutiques contre le GBM.

Une caractérisation plus fine de I’'immunoréactivité des LT Vy9Vo2 a révélé des résultats
surprenants quant a 1’efficacité de reconnaissance des LT Vy9V62 CAR-OAcGD?2 en fonction
de I’expression de la cible par les cellules tumorales et des voies d’activation impliquées dans
I’activation des cellules effectrices que ce soit par les cellules de GBM MES et CPN.
L’activation des LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD?2 a été observée avec toutes les cellules tumorales
de GBM que nous avons testées. Cependant, cette activation semble étre indépendante du
niveau d’expression d’OAcGD?2 par les cellules cibles, alors qu’on s’attendrait a une activation
plus forte des LT Vy9V52 CAR-OAcGD?2 face aux cellules exprimant fortement le OAcGD2
(CPN-2) par rapport a celles I’exprimant peu (CPN-1), et une absence d’activation face aux
cellules ne I’exprimant pas (MES-1). Comme nous avons préalablement observé que
I’expression d’OAcGD2 pouvait varier en fonction de 1’état de confluence des cellules, nous
avons donc vérifié¢ que I’expression d’OAcGD?2 était bien identique avant et apres dissociation
des sphéroides et coculture avec les LT Vy9Vo2. Cependant, ces expériences n’ont réveélé
aucune différence d’expression d’OAcGD2 dans les cellules tumorales. Il est également
possible que les cellules MES expriment de trés faible quantit¢ d’OAcGD2, que nous ne
sommes pas capables de détecter dans nos conditions mais suffisante pour étre reconnues et
activer les LT Vy9V52 CAR-OAcGD2. Le OAcGD2 pouvant étre localisé dans les radeaux
lipidiques des membranes, il n’est pas toujours accessible a une reconnaissance par un

anticorps ; un moyen de détection ne se basant pas sur une reconnaissance immunologique
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membranaire serait donc intéressant. Pour ce faire, on peut réaliser une extraction lipidique a
partir des cultures primaires de GBM, et détecter le OAcGD2 parmi les gangliosides. Cette
détection peut étre réalisée par spectrométrie de masse, qui permet de quantifier les
gangliosides O-acétylé a une précision de I’ordre du femtogramme par cellule (176). 11 est
¢galement possible de séparer les gangliosides extraits par chromatographie sur couche mince
et de détecter le OAcGD2 a I’aide du 8B6 (106,109). Ces deux méthodes permettraient
d’obtenir une quantification plus sensible de I’expression de OAcGD2 par nos cultures
primaires, et nous pourrons ainsi confronter les résultats obtenus a nos profils de cytométrie en

flux.

Ces résultats posent aussi la question de la spécificité de la cible de notre CAR : si ce dernier
reconnait un autre épitope, ce manque de spécificité du CAR pour sa cible pouvant expliquer
cette anomalie. Nous avons ainsi voulu bloquer la reconnaissance CAR-dépendante en utilisant
les anticorps permettant de détecter 1I’expression d’OAcGD2 ou du GD2. Cependant, aucun de
ces anticorps n’a permis de bloquer I’activation des LT Vy9V32 CAR-OAcGD2. Ces anticorps
ne sont pas des anticorps bloquants, il est donc possible qu’ils se soient bien liés mais ne soient
pas capables de bloquer la reconnaissance d’OAcGD2 (ou de GD2) par le CAR. De manicre
beaucoup plus positive, des analyses avec ces mémes LT Vy9V3d2 CAR-OAcGD2 réalisées
dans I’équipe dans le cadre d’un autre projet montre une activation spécifique de ces cellules
uniquement par des cellules tumorales de neuroblastome exprimant le OAcGD2. Aucune
activation des cellules effectrices n’a été observé par les cellules exprimant le GD2 mais pas
de OAcGD2 (177). Pour confirmer que I’immunoréactivité¢ des LT Vy9V52 CAR-OAcGD2
observée, tout au moins pour les cellules de sous-type CPN, est bien dépendante et spécifique
de I’expression d’OAcGD2, nous avons éteint a I’aide de la technologie CRISPR-Cas9 la GD2
synthase (B4GALNT]1), responsable de la synthese du GD2 par les cellules cibles. Cette
invalidation a déja été réalisé dans des cellules de GBM pédiatriques et a permis de montrer
que, dans ces conditions, les cellules tumorales n’étaient plus capables d’activer les LT CAR-
GD2 (178). Ici, nous montrons bien une activation des LT Vy9V52 CAR-OAcGD2 dépendante
de I’expression de OAcGD?2 dans les cellules de sous-type CPN-2. Idéalement, 1’extinction de
I’enzyme responsable de ’acétylation de GD2 pourrait permettre de valider la spécificité de la
cible OAcGD?2. En effet, I’inactivation de la GD2 synthase diminue aussi I’expression de GD2,
ce qui ne permet donc pas de conclure si cette baisse d’activation est due a la perte d’expression
du OAcGD2 ou de GD2. CASDI1 est la seule enzyme identifiée a ce jour permettant la O-

acétylation des acides sialiques (107). En plus d’inactiver a nouveau B4AGALNT]1, nous allons
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donc aussi tenter d’avoir une inactivation plus spécifique du OAcGD2 en inactivant CASDI et
voir si on a une perte unique de I’expression de OAcGD?2 et si elle est suffisamment importante
pour impacter I’activation des LT Vy9V52 CAR-OAcGD2, que ce soit sur les cultures de sous-
type CPN ou MES. Pour expliquer 1’augmentation de la reconnaissance des cellules exprimant
faiblement le OAcGD2 par nos LT CAR, nous voulons également évaluer si la transduction
n’excite pas les LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD2, favorisant ainsi leur activation par d’autres voies.
Cette hypothese va étre testée en utilisant des LT Vy9V2 CAR-HER?2 réalisé a partir du méme
donneur, tout en s’assurant au préalable que les cellules tumorales MES n’expriment pas ce
marqueur. En effet, une surexpression de HER-2 a été observée dans 15% des tumeurs de GBM
(179). Il est également possible que la transduction du CAR ait modifié¢ I’expression de certains
genes dans les LT Vy9Vo2. Par exemple, Il est possible que celle-ci favorise I’expression du
CDS8 par les LT Vy9Vs2 ce qui les rendrait capable de reconnaitre le CMH de classe I présent
a la surface des cellules cibles, notamment celles de sous-type MES (2). La recherche de
I’expression de tels marqueurs a la surface des LT Vy9V$2 pourrait donc s’avérer intéressante
pour poursuivre 1’exploration de cet effet. Le ciblage immunothérapeutique du GD2 pouvant
causer des troubles neuropathiques importants du fait de sa présence sur certaines cellules du
systéeme nerveux périphérique saines, il est intéressant de cibler le OAcGD2 car il serait
exprimé uniquement par les cellules tumorales (108). En ce sens, il sera nécessaire de tester
I’immunoréactivit¢ de nos LT Vy9V52 CAR-OAcGD2 sur des cellules normales,
particuliérement des astrocytes, des cellules neuronales et endothéliales, afin de s’assurer de

I’absence de toxicité due a un effet « on-target, off tumor » de notre approche.

Nous avons également voulu comprendre 1’activation des LT Vy9V52 CAR-OAcGD2 par les
cellules MES, et notamment déterminer la part due a I’immunoréactivité spontanée spécifique
des LT Vy9Vo2. Dans un 1*temps, nous avons pu établir que les LT Vy9Vo2 D0O240 que nous
avons utilisé pour la transduction n'étaient pas trés immunoréactifs contre les cellules MES,
contrairement aux LT Vy9Vd2 DO3791 fortement immunoréactifs. Nous avons également
montré que le blocage des voies NKG2D et TCR Vy9Vd2 n’affectait pas ’activation des LT
Vy9V2 CAR-OAcGD2 DO240 par les cellules MES, excluant I’implication de ces voies dans
I’immunoréactivité observée. Nous avons donc ensuite réalisé¢ des LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD2
en utilisant les LT du donneur DO3791 pour augmenter 1’activité de ces LT grace a leur forte
immunoréactivité spontanée. Cependant, la population que nous avons obtenue a perdu cette
réactivité apres transduction, la population transduite avec le CAR non fonctionnel étant moins

réactive que la population non transduite. Il est intéressant de noter que la premicre culture de
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LT Vy9Vos2 CAR-OAcGD2 que nous avons obtenue a partir du donneur DO3791 semblait étre
davantage réactive, et nous avons réussi a mettre en évidence une diminution de leur activation
en présence d’inhibiteurs des voies NKG2D et TCR Vy9Vo2, preuve que cette population a
gardé sa réactivité spontanée. Toutefois, cette population avait une proportion de LT V52+
faible, ce qui a pu induire un biais dans les résultats d’activation du fait de la faible pureté de
la population utilisée. Nous avons donc tri¢ nos LT sur leur expression conjointe du CAR et
du TCR Vy9V62 mais ils ont alors perdu leur forte activité spontanée. La proportion de LT
ayant initialement été transduits avec le CAR étant de 16%, on a de ce fait sélectionné une
partie de la population de LT Vy9V32. Or, au sein d’'une méme population de LT Vy9Va2,
tous ne vont pas avoir la méme réactivité, bien que la raison de cette différence ne soit pas
¢lucidé aujourd’hui (2,137). Une hypothese pouvant étre avancée pour expliquer ce phénomene
serait donc que le tri sur I’expression conjointe du CAR et du TCR Vy9V62 a causé la perte de
la population réactive. Si cette hypothese se confirme, I’origine de cette plus forte réactivité
sera importante a identifier afin de pouvoir réaliser des LT Vy9V52 CAR-OAcGD2 présentant
une forte réactivité spontanée. Une alternative serait de transduire des clones de LT Vy9V2
fortement réactifs avec notre CAR plut6t qu’une culture primaire de LT Vy9Vd2, ceux-ci ayant
¢été préalablement isolé par I’équipe (2). Cette population étant homogene, le tri ne devrait alors
pas causer de perte de la réactivité spontanée. Il pourrait également étre judicieux de voir si on
récupere I’immunoréactivité spontanée de notre culture de LT Vy9Vs2 CAR-OAcGD2
DO3791 a I’aide de I’'IL-21, qui a précédemment montré étre capable de sensibiliser les LT

Vy9V62 avant de les administrer sur des modéles murins de GBM (150).

Bien que les cultures primaires de GBM proliférent sous forme de spheres, les analyses
d’activation des LT sont réalisées avec des suspensions cellulaires homogenes apres
dissociation mécanique et/ou enzymatique douce des sphéres. Si ces conditions permettent
d’apporter des preuves de concepts solides, elles ne correspondent pas a la réalité. En effet, les
tumeurs solides forment généralement une masse difficile a infiltrer pour les LT, et le GBM
n’y fait pas exception (180). Des expériences réalisées avec des modeles cellulaires en 3D et
analysées en vidéomicroscopie pourront permettre d’analyser I’infiltration et la cytotoxicité
des LT dans des conditions plus proches des tumeurs des patients. Des résultats préliminaires
de I’équipe montrent que les LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD?2 éliminent préférentiellement les
cellules se trouvant en périphérie de sphéroides de lignées de neuroblastome exprimant
fortement le OAcGD2 (177). Le GBM étant une tumeur trés hétérogene, il parait crucial de

développer un modele cellulaire recréant au mieux cette hétérogénéité. Par conséquent, il est
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intéressant de réaliser un modele 3D associant des cellules des 2 sous-types marquées a ’aide
de protéine fluorescente (GFP pour CPN et RFP pour MES par exemple). Le sous-type MES
se situant généralement davantage dans les niches hypoxiques de la masse tumorale et le sous-
type CPN davantage en périphérie, I’observation par microscopie confocale de ces sphéroides
permettra de visualiser la disposition relative de ces sous-types (38). Cette disposition spatiale
est importante a déterminer afin de savoir si elle a un impact sur 1’¢limination des cellules
tumorales par nos LT CAR. Cette capacité d’élimination pourra aussi étre évaluée en mesurant
la fluorescence émise par cytométrie en flux apres différents temps d’incubation des sphéroides
hétérogenes avec les LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD2 afin de voir si ces derniers éliminent
préférentiellement un sous-type plutét qu’un autre ou si les deux sont ¢liminés de manicre
similaire. Déterminer si le caractére souche des cellules tumorales impacte 1’expression de
I’OAcGD?2 et par conséquent la réactivité¢ de nos LT Vy9V32 CAR-OAcGD2 permettrait de
déterminer si les cellules de GBM les plus agressives et radiorésistantes pourraient étre ciblé
plus efficacement ou non par notre approche (32). Ces paramétres sont d’autant plus importants
a établir qu’il a été montré récemment que ces 2 facteurs sont capables de réduire la réponse
antitumorale des LT CAR (181). Enfin, il pourrait étre intéressant de caractériser la capacité
de migration de nos LT, celle-ci étant primordiale pour leur activité in vivo. Pour ce faire, on
se servir de transwell, qui sont des membranes pouvant étre déposées a la surface d’un milieu
de culture contenant des cellules tumorales et sur lesquelles peuvent étre disposées les LT. Ceci
permet de savoir si les LT sont capables de migrer a travers cette membrane si on dépose de
I’autre coté de celle-ci des chimiokines ou des cellules tumorales, et donc si ils sont attirés par
ces facteurs (182). Le micro-environnement tumoral étant néfaste a 1’action des LT, il parait
pertinent de recréer ses différentes caractéristiques dans notre modele tumoral et de mesurer
leurs conséquences sur I'immunoréactivité de nos LT. L’hypoxie est un premier facteur
important a évaluer, puisqu’il a déja ét¢ montré que I’hypoxie est néfaste a 1’action des LT
Vy9Vs2 (142). Celle-ci peut étre recréée en cultivant nos cellules dans une chambre a hypoxie.
Enfin, les cellules tumorales sont capables de mettre en place divers mécanismes
d’échappement tumoral, entres autres grace aux points de contréles immunitaires. Il pourrait
donc étre intéressant d’évaluer I’expression de protéines impliquées dans ces mécanismes dans
les cultures de GBM, comme par exemple le ligand de PD-1 (PD-L1) ou encore TIM-3.
L’association avec des inhibiteurs de ces points de controle, comme le nivolumab (un anti-PD-
1), pourrait alors s’avérer intéressante pour améliorer 1’efficacité de cette approche comme cela
a déja été montré dans des modeles précliniques de tumeurs solides (99). Un dernier mécanisme

d’échappement tumoral qui serait intéressant d’évaluer serait la perte de 1’expression de
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OAcGD2 par nos cultures primaires aprés coculture avec nos LT Vy9V52 CAR-OAcGD?2. La
perte d’expression de la cible étant communément retrouvé dans les essais cliniques avec des
LT CAR, ce phénomeéne est donc particulierement important a surveiller (89-91). Des
injections de ces LT Vy9V42 sur un modele murin sont également indispensables avant toute
transition vers la clinique. Comme décrit plus haut, il est impossible d’utiliser un modéle
syngénique (125). Ceci nous limite a [I’utilisation de souris NSG, profondément
immunodéficiente et donc peu adaptées a I’évaluation de ’efficacité d’une immunothérapie,
mais nous permettant tout de méme d’avoir une premiere évaluation de toxicités éventuelles.
Le mode¢le utilisé précédemment dans I’équipe consiste en un modele orthotopique de GBM
chez des souris NSG et ou les LT Vy9Vd2 sont injectés en intratumoral (1,2,150). I pourra
étre employ¢ afin d’évaluer pour avoir un premier apergu de 1’action clinique de nos LT, en
s’intéressant a la survie des souris, au contrdle du volume tumoral ainsi qu’a la mise en place
d’une inflammation éventuelle qui pourrait étre toxique. Il est également possible de suivre le
devenir des LT en les modifiant pour qu’ils expriment un géne rapporteur, comme la luciferase,
qui leur permettra d’émettre un signal bioluminescent détectable par certains systémes
d’imagerie (183). Cette approche permet d’apprécier la capacité a migrer vers le site d’injection
de la tumeur ainsi que leur capacit¢ a patrouiller dans 1’organisme. Des coupes
d’immunohistochimie a partir des cerveaux de souris pourront aussi étre réalisées afin
d’évaluer I’invasion de la tumeur par nos LT ainsi que 1’évolution de I’expression du OAcGD2

par les cellules tumorales apres injection des LT Vy9Vo2 CAR-OAcGD2.

Bien que les essais cliniques utilisant les LT CAR pour traiter le GBM ne soient encore qu’a
des phases précoces, cette approche est prometteuse. L’administration de LT CAR était
généralement associ€e a une tolérance correcte, ce qui était le premier résultat que ces essais
souhaitaient mettre en évidence. Il est d’intéressant de noter que 1’essentiel des LT CAR ne
migrent pas a travers la BHE lors d’une administration IV (90). Cette voie d’administration
implique donc d’augmenter la dose administrée pour avoir un nombre de LT suffisant au niveau
du site tumoral, ce qui expose a un risque augmenté d’effet indésirable grave, notamment de
CRS (92). La voie d’administration intra-tumorale permettant de limiter ce probléme, elle
semble donc a favoriser. Ces études montrent aussi une efficacité encourageante de cette
approche, avec une survie des patients traités plus importante par rapport a celle de la
population générale. Il a méme été observé un patient avec une rémission suffisamment
importante pour présenter des métastases, qui ne sont trés rares dans le GBM du fait de la forte

mortalité associée a ce cancer (89). Cependant, et comme nous I’avons déja précisé, ces essais
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sont limités par I’échappement des cellules tumorales a la reconnaissance des LT CAR en
perdant 1’expression de la cible du CAR. Plusieurs optimisations sont possibles pour
contourner ce probléme, comme 1’utilisation de CAR reconnaissant plusieurs cibles (85). Ici,
nous proposons d’associer la reconnaissance spontanée des cellules tumorales par les LT
Vy9V62 a la reconnaissance induite par un CAR. Les LT Vy9Vé2 sont encore peu étudiés en
clinique, mais les essais les utilisant ne montrent pas de toxicité particulierement différente de
celle observée avec des LT aff. Comme ils ne reconnaissent pas le CMH, les LT Vy9Va2 ne
présentent pas de rejet de greffon contre I’hote en cas d’administration allogénique. Il pourrait
donc étre possible de mettre en place une banque de LT Vy9V52 issu de donneurs sains préts
a emploi, plutdt que de réaliser une transfusion autologue a partir des lymphocytes d’un
patient malade. Il faut toutefois noter que les LT injectés présentent les molécules du CMH du
donneur, et qu’ils pourraient étre rejetés par 1I’organisme receveur, ce qui limiterait grandement
leur persistance chez le receveur et donc leur efficacité thérapeutique potentielle (165). Enfin,
nos résultats préliminaires montrent une efficacité préclinique des LT Vy9V52 CAR-OAcGD2
sur le GBM intéressante, mais qui devra étre davantage caractérisée afin d’avoir une preuve de
concept suffisamment solide avant de pouvoir envisager une translation éventuelle vers la
clinique. Si ces LT CAR sont acceptés pour étre testés en clinique, ils seront d’abord utilisés
chez des patients présentant un GBM récidivant et donc ayant déja recu les traitements
conventionnels, a savoir radiothérapie et chimiothérapie a base de témozolomide. Ces derniers
pouvant augmenter 1’expression des ligands des LT Vy9Vo2, particulierement des ligands de
NKG2D (93,184), il pourrait étre judicieux de mesurer les modifications éventuelles de
I’expression du OAcGD?2 par ces traitements sur les cellules de GBM et de vérifier s’ils ont un

effet synergique ou antagoniste a 1’action des LT Vy9V32 CAR-OAcGD2.
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Conclusions générales

Le transfert adoptif de LT CAR est I’'une des pistes d’immunothérapie les plus encourageante
pour améliorer le traitement du GBM mais dont 1’action est fortement limitée, entres autres par
la forte hétérogénéité présentée par le GBM. Le développement de LT CAR capable de
dépasser cette hétérogénéité en ayant plusieurs cibles leur permettant de reconnaitre les cellules
de GBM est donc un moyen de limiter I’échappement et la récidive tumoral. Notre stratégie
s’inscrit ainsi dans cette optique, en alliant une reconnaissance spontanée du sous-type MES
des LT Vy9Vs2 a une reconnaissance induite par le CAR-OAcGD2 du sous-type CPN, et dont
I’évaluation comme approche thérapeutique contre le GBM est totalement justifiée et cohérente
avec les autres thérapies innovantes actuellement évaluées.

L'ensemble des résultats que nous avons obtenus suggere que les LT Vy9V62 CAR-OAcGD2
sont effectivement efficaces contre les cellules de GBM, quel que soit leur sous-type
moléculaire et leur degré d’expression du OAcGD2. Ces différents points sont donc tres
encourageants pour la poursuite de ce projet en tant que stratégie thérapeutique utilisable sur
le GBM en clinique. Il convient de souligner qu’il s’agit encore de résultats préliminaires, et
que beaucoup de travaux précliniques reste encore a réaliser avant d’imaginer un passage vers
la clinique, particulierement I'é¢lucidation du mécanisme a l'origine de l'activation des LT
Vy9V52 CAR-OAcGD2 et la caractérisation de leur activation sur davantage de cultures
primaires et sur des modele 3D et in vivo. L’identification de facteurs impactant leur efficacité
anti tumorale sera également pertinente afin d’optimiser leur utilisation, seuls ou en

combinaison avec des traitements permettant d’agir sur ces facteurs putatifs.
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RESUME

Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale primaire la plus fréquente et la plus agressive chez
I'adulte. Malgré les traitements actuels trés agressifs, moins de 5% des patients survivent plus de
5 ans. Parmi les nouvelles pistes thérapeutiques, 'immunothérapie tient une place prépondérante.
En effet, dans des études précliniques, il a été démontré qu’'une thérapie cellulaire adoptive
utilisant des lymphocytes T Vy9Vd2 est efficace contre les cellules de GBM de sous-type
Mesenchymal (MES). D’autre part, il a été observé que les autres sous-types, a savoir Classique et
Proneural (CPN), expriment davantage le GD2 O-acétylé (OAcGD2), un ganglioside non présent a
la surface des cellules nerveuses normales mais que I'on retrouve dans certains cancers comme le
GBM. Le but de ce travail était d’évaluer si la transduction des lymphocytes T (LT) Vy9Vd2 avec un
Récepteur Chimérique a I'Antigene (CAR) permettant une reconnaissance directe du OAcGD2
permettait d’étendre la reconnaissance et I'élimination des cellules de GBM au sous-type CPN, tout
en conservant leur activité spontanée envers les cellules MES. Dans ce but, nous avons utilisé des
LT Vy9Vvé2 CAR-OAcGD2 et évalué leur activation face a des cultures primaires de GBM. Dans un
1°" temps, I'expression du OAcGD2 a été analysée dans les cellules tumorales par cytométrie en flux.
Puis, leur capacité a activer les LT Vy9Vd2 a été mesurée en analysant I'expression du CD107a
par les LT par cytométrie de flux. Nous avons ainsi montré que les LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD?2 étaient
activés par toutes les cellules tumorales, indépendamment de leur sous-type moléculaire et de
I'expression d’OAcGD2. Aucune activation n’a été observée dans les LT Vy9V&2 non transduits ou
transduits avec un CAR non fonctionnel. Le blocage des voies d’activation impliquée dans
'immunoréactivité spontanée des LT Vy9Vd2 n’altére pas I'activation des LT Vy9Vd2 CAR-OAcGD2.
L’inactivation d’'une enzyme permettant la production du GD2 O-acétylé dans des cellules exprimant le
OAcGD2 permet quant a elle de bloquer cette reconnaissance médiée par le CAR L’ensemble de ces
résultats suggérent que les LT Vy9V62 CAR-OAcGD2 apparaissent comme des outils efficaces pour
eliminer les cellules de GBM et que cette stratégie mérite d'étre explorée davantage dans le cadre
d’'une immunothérapie des GBM.
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