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Résumé

La reconnaissance de I’implication du systtme immunitaire dans le cancer a guidé
I’industrie vers de développement d’immunothérapies nombreuses et prometteuses. Or, a I’ére
de I’'immuno-oncologie, on constate un manque criant de modeles précliniques capables de

simuler les interactions immunitaires entre un patient et sa tumeur.

Pour remédier a cette situation, nous avons développé des modeles de souris humanisées
combinant la reconstitution immunitaire de souris immunodéficiente et 1’injection de lignées
tumorales issues d’'un méme donneur. L’utilisation de cellules souches pluripotentes induites
(iPSC) a permis notamment le développement de multiples lignées tumorales a partir d’un seul
donneur sain, facilitant ainsi 1’accés aux cellules immunitaires nécessaires a I’humanisation des
souris. La transformation des cellules primaires ou dérivées d’iPSC a été faite par la transduction
lentivirale des proto-oncogénes de la télomérase (hTERT), de Ras oncogénique (HRASV!?) et
de la région précoce du viruse simen 40 (SV40ER) encodant les gros et petits antigénes T (LgT
et SmT).

Cette approche permis de générer des tumeurs de haut grade, agressives et peu
différenciées a ’aide de fibroblastes primaires et de cellules hépatiques, de cellules souches
neurales et d’astrocytes dérivés d’iPSC. Dans tous les cas, les tumeurs ainsi générées ont été
efficacement reconnues, infiltrées et souvent rejetées par le systeme immunitaire autologue
implanté. Le rejet partiel de la plupart de ces tumeurs ouvre toutefois la porte a 1’évaluation
préclinique d’immunothérapies diverses reposant sur les réactions immunitaires anti-tumorales
de I’hote. Par exemple, nous avons pu étudier I’impact d’un traitement d’inhibition du point de
controle immunitaire PD-1 sur la croissance de tumeurs d’origine fibroblastique ou une
augmentation marquée du taux d’infiltration immunitaire humaine a été observé sans toutefois
mener a une réduction significative du fardeau tumoral. Nous avons aussi pu produire, de fagon
autologue, des lymphocytes T exprimant un récepteur d’antigéne chimérique (CAR) contre le
ganglioside GD2, un antigene tumoral préalablement identifié¢ et détecté sur les tumeurs de
cellules souches neurales générées par notre approche. L’efficacité cytotoxique de ces CAR a
ainsi pu étre validée in vitro dans un systeme autologue. Finalement, nous avons utilisé le

modele de tumeurs fibroblastiques dans des contextes immunitaires autologues et allogéniques



pour déterminer si le potentiel immunomodulateur des cellules stromales mésenchymateuses
(MSC) pouvait affecter la croissance tumorale. Selon nos résultats, les MSC n’auraient aucun
effet ni sur le taux d’émergence et de croissance tumoral, ni sur I’infiltrat immunitaire, suggérant
que leur utilisation thérapeutique serait sécuritaire en ce qui concerne ce type de tumeurs ayant

préalablement un microenvironnement tumoral immunosuppresseur.

En somme, les modeles innovateurs décrits dans cette thése visent a améliorer la qualité
prédictive des modeles murins précliniques en immuno-oncologie en récapitulant certaines
interactions immunitaires entre un patient et sa tumeur. La grande flexibilité de cette approche
permettra d’adapter aisément le modéle aux problématiques d’intérét, tant fondamentales que

précliniques.

Mots-clés : Immunologie tumorale, immuno-oncologie, cancer, iPSC, souris humanisées,

immunothérapie du cancer, cellules stromales mésenchymateuse, transformation tumorale.



Abstract

Identification of the human’s immune system implication in cancer has guided the biotech
industry towards the development of numerous and promising cancer immunotherapies.
However, in the era of immuno-oncology, a distinct lack preclinical models can simulate the

interactions between a patient’s tumor and immune cells.

To tackle this issue, we developed humanized mouse models combining immune
reconstitution of immunodeficient mice and injection of tumor cells lines from the same human
donor. The use of induced pluripotent stem cells (iPSC) allowed the generation of multiple
tumorigenic cell lines from a single donor, facilitating access to autologous immune cells
necessary for mouse immune humanization. The transformation of primary or iPSC-derived cell
lines was done using lentiviral transduction of proto-oncogenes telomerase (W"TERT), oncogenic
Ras (HRASV!?) and simian virus 40 early region (SV40ER) encoding large and small T antigens
(LgT and SmT).

This approach allowed to generate high grade, aggressive and undifferentiated tumors
from primary fibroblasts and iPSC-derived hepatic cells, neural stem cells and astrocytes. In all
cases, such tumors were efficiently recognized, infiltrated and often rejected by the implanted
autologous immune system. However, partial rejection of most tumors allows for preclinical
evaluation of targeted immunotherapies relying on the hosts’ pre-existing immune response. For
instance, we could study the impact of PD-1 checkpoint blockade inhibition on tumor growth in
fibroblastic tumors where a significant increase in tumor infiltration was observed, but without
an associated decrease in tumor burden. We could also produce autologous chimeric antigen
receptor (CAR)-expressing T lymphocytes against GD2 ganglioside, a previously described
tumor antigen detected on our neural stem cell-derived tumor cells. Cytotoxic efficiency of these
autologous CAR T cells could thus be validated in vitro. Finally, we used our fibroblast-derived
tumor models in autologous and allogeneic settings to determine if mesenchymal stem cells’
(MSC) immunomodulatory potential could impact tumor growth. Our results showed that MSC
had no effect neither on tumor emergence and growth nor on immune infiltration, suggesting
therapeutic use of these cells should be safe regarding such tumors already harboring a strongly

immunodeficient microenvironment. Overall, the novel models described in this thesis aim at



improving the predictive capacity of mouse pre-clinical models in immuno-oncology by
recapitulating some immune interactions between a patient and its tumor. The great flexibility
of this approach will allow for easy adaptation to many research problematics both preclinical

and fundamental.

Keywords : Tumor immunology, immuno-oncology, cancer, iPSC, humanized mice,

cancer immunotherapy, mesenchymal stromal cells, tumorigenic transformation
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Le cancer

Selon I’Organisation mondiale de la Santé, le cancer représente la 2° cause de mortalité¢ dans
le monde avec 8,8 millions de déces enregistrés en 2015 [1]. Aujourd’hui plus que jamais, des
efforts considérables sont donc déployés internationalement pour la compréhension, la
prévention et le traitement de cette pathologie responsable de prés d’un déces sur 6 a I’échelle

mondiale.

Le terme cancer désigne un ensemble de maladies pouvant atteindre n’importe quelle partie
d’un organisme en entrainant une prolifération rapide, anormale et incontrélable des cellules
résidentes au-dela de leurs délimitations naturelles par invasion des tissus avoisinants et/ou par

dissémination a des tissus distants via le systéme circulatoire (métastases) [1, 2].

Pour soutenir cette capacité a proliférer, les cellules cancéreuses partagent plusieurs
caractéristiques essentielles [3] qui promeuvent leur croissance (signaux prolifératifs,
immortalité, instabilit¢ génomique et mutations, altérations métaboliques), inhibent leur
¢limination (résistance aux signaux d’arrét de prolifération, évasion immunitaire, résistance a la
mort cellulaire) et modelent leur microenvironnement (inflammation, invasion et métastase,

angiogenese).
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Figure 1.1 Les caractéristiques du cancer.

Plusieurs facteurs permettent I’émergence et le maintien des lésions cancéreuses. Sont indiquées
ici les caractéristiques intrinséques aux cellules cancéreuses ainsi qu’au microenvironnement
tumoral. Adapté de Hanahan et Weinberg 2011[3]

Une problématique majeure du cancer est la pluralité de ses manifestations. Bien que plusieurs
propriétés et mécanismes soient partagés par tous, chaque cancer est aussi unique que son hote,
par le fond génétique de I’individu, la combinaison de mutations présentes, I’emplacement des

lésions, etc. rendant trés improbable 1’idéal d’une cure universelle et entrainant par le fait méme
9

une multiplication des catégories de 1ésions cancéreuses.

1.1.1 Types de cancers et nomenclature

Tel que mentionné, la pluralité des cancers a donné lieu a une hiérarchisation et une
nomenclature fine au fil du temps. Ainsi, on peut caractériser les cancers par type histologique

ou par le site d’origine de la tumeur, tous deux codifiés par le International Classification of
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Disease for Oncology (ICD-0O-3). D’un point de vue histologique, on distingue 6 catégories de

Iésions tumorales : carcinomes, sarcomes, myélomes, leucémies, lymphomes et mixtes [4]

(Tableau 1.1).

Tableau 1.1: Classification des cancers

Carcinome

Sarcome

Myélome
Leucémie

Lymphome

Mixte

Epithélium

Tissus
conjonctifs
(Mésenchyme)
Plasmocytes
Systeme
hématopoiétique

Systeme
lymphatique
Plus d’une
composante
tumorale

e Adénocarcinome (glandes ou
tissus)

e Carcinome squameux

¢ Osseux (os, cartilage, moelle)

e Tissus mous (muscles, tissus
adipeux, fibreux, etc.)

Multiples selon le type
cellulaire touché (myélocytes,
lymphocytes, érythrocytes,
thrombocytes)

e Lymphome hodgkinien

e Lymphome non-hodgkinien

80-90% cancers

Ressemblent
généralement au tissu
d’origine

Tumeur liquide
Tumeur liquide

Tumeur
immunologique solide

Les cancers sont souvent aussi classifiés par grade afin de préciser le niveau de

différenciation et de ressemblance avec les cellules avoisinantes. Ainsi, les cellules peuvent étre

considérées comme bien différenciées (grade 1), modérément différenciées (grade 2),

faiblement différenciées (grade 3) ou indifférenciées (grade 4). Au diagnostic, le stade du cancer

est aussi établi. Il s’agit du niveau de progression de la maladie tenant compte de la taille et du

niveau d’invasion dans le tissu et de la dissémination au-dela du tissu d’origine. Le systeme

TNM de classification permet ainsi de qualifier la Tumeur, le Nombre de ganglions

lymphatiques (ou Nodes) ou des masses tumorales sont retrouvées et la présence de Métastases.
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1.1.2 Processus de transformation tumorale

Le processus entrainant la conversion de cellules normales en cellules tumorales implique
des éveénements génétiques favorisant une ou plusieurs des caractéristiques énumérées plus haut
(Figure 1.1). Il est généralement reconnu qu’il s’agit d’un processus séquentiel et multi-étapes
ou l’ordre d’apparition des mutations a une incidence sur I’efficacité du processus de
transformation [5-7]. En fait, selon les types de cancers, le nombre d’événements génétiques
nécessaires semble varier entre 2 et 8 [8, 9]. Ces évenements génétiques peuvent étre de nature
variée : mutations congénitales, mutations somatiques fonctionnelles, modifications
épigénétiques, altérations génomiques telles que des translocations chromosomiques, etc. Les
éveénements promouvant I’instabilité génétique des cellules, notamment au niveau de la
reconnaissance et la réparation des dommages a I’ADN, tendent donc a favoriser et accélérer le
processus de transformation tumorale, ce qui explique que ces geénes soient fréquemment mutés
dans I’ensemble des cancers. A titre d’exemple, le géne TP53 encodant la protéine p53, un géne
suppresseur de tumeur impliqué dans la détection et la résolution de dommages a I’ADN, est
directement muté dans plus de la moiti¢ des cancers, en faisant le géne le plus fréquemment

affecté [10].

Le processus de transformation nécessite au minimum trois fonctions communes a tous
les cancers : inhibition des points de contrdle du cycle cellulaire (génes suppresseurs de tumeur),
I’augmentation des signaux de prolifération (oncogénes) et immortalisation. Grace a une
meilleure compréhension du processus de transformation naturel, nous sommes aujourd’hui en
mesure d’induire la transformation tumorale de cellules saines a I’aide d’un nombre minimal de

modifications génétiques.

1.1.2.1 Transformation induite
En 1999, William C Hahn et Robert Weinberg ont identifié 3 génes qui, lorsqu’introduits
dans des cellules somatiques, permettent la formation de tumeurs in vivo [11, 12]. Cette
approche a été démontrée comme suffisante pour transformer de nombreux types cellulaires :
cellules rénales embryonnaires, fibroblastes, astrocytes, myoblastes, cellules épithéliales,

endothéliales, mésothéliales et bronchiales notamment [11, 13-17]. Cette découverte fut critique
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pour la compréhension des mécanismes de tumorigenese et des voies impliquées dans

pratiquement tous types cellulaires.

1.1.2.1.1 SV40ER

Le virus simien 40 (SV40) est un polyomavirus, virus 8 ADN, reconnu pour former des
vacuoles et autres tumeurs chez les mammiféres [18, 19]. Du génome de ce virus fut isolée la
région précoce (SV40ER) encodant 2 protéines principales par épissage alternatif, soit le grand
antigéne T ou Large T (LgT) et le petit antigéne T ou small T (SmT) (Figure 1.2). La capacité
du virus SV40 a induire naturellement des cancers chez I’humain est débattue depuis plus de 50
ans [20] depuis la campagne de vaccination massive contre la polio avec des vaccins contaminés
au SV40 aux Etats-Unis [21]. Les propriétés des protéines encodées par ce virus ont toutefois
été étudiées extensivement depuis leur découverte menant a de nombreuses et importantes

découvertes en biologie moléculaire.
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Figure 1.2 Caractéristiques moléculaires de SV40ER.

(A) Génome du virus SV40 et son épissage alternatif. Encadré en rouge est la région SV40ER.
T ag (jaune) : grand antigéne T; t Ag (orange) : petit antigene T; PE : promoteur précoce; ori :
origine de réplication du génome viral. Adapté de Poulin et al. [20]. (B) Domaines protéiques
des gros et petits antigénes T et leurs partenaires de liaison. Adapté de Sullivan et al. [22]
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1.1.2.1.1.1 Large T

Le grand antigéne T du virus SV40 est une protéine de 708 acides aminés possédant
plusieurs domaines fonctionnels ayant été abondamment disséqués depuis la découverte des
propriétés néoplasiques du virus chez les mammiféres dans les années 1960 [18, 19]. Les
principaux domaines ayant été identifiés pour les fonctions de transformation cellulaire sont le
domaine J liant la protéine de choc thermique 70 (Hsc70), le motif LXCXE liant les protéines
du rétinoblastome (pRB) et le domaine de liaison au suppresseur de tumeur p53 (Figure 1.2B).
L’inhibition de pRB par LgT entraine un relachement des facteurs de transcription de la famille
E2F permettant I’entrée en phase S et la progression dans le cycle cellulaire. Cette inhibition
nécessite notamment une interaction avec le domaine J de LgT [23] et les fonctions de
phosphorylation de Hsc70 [24] afin de relacher les complexes inhibiteurs de E2F. Par ailleurs,
LgT contribue a la transformation cellulaire via p53, un interrupteur moléculaire majeur dans la
réponse aux stress cellulaires, qui fut originalement découvert par son interaction avec LgT [25,
26]. La protéine p53 est un facteur de transcription suppresseur de tumeur puisqu’il régule
I’expression de génes associés a ’arrét du cycle cellulaire, la sénescence et 1’apoptose. LgT
inhibe 1’action de p53 notamment en occupant son site de liaison a I’ADN [27], mais aussi de
facon indirecte [28]. Ainsi, ces interactions permettent d’éviter les points de contrdle majeurs

du cycle cellulaire.

1.1.2.1.1.2 Small T

Le petit antigéne T de SV40 est un produit d’épissage alternatif du transcrit de LgT menant
a la production d’une protéine de 174 acides aminés possédant le méme domaine J que LgT et
une section C-terminale permettant I’interaction avec la phosphatase protéique 2A (PP2A).
PP2A est responsable de la majorité de ’activité phosphatase sérine/thréonine chez les cellules
eucaryotes et son interaction est la fonction principale de Smt pour la transformation cellulaire.
SmT lie la sous-unité catalytique de PP2A en compétitionnant la sous-unité régulatrice B et
altere D’activité phosphatase et la spécificité de substrat [29]. Ces altérations relévent
principalement de I’inhibition de 1’activité phosphatase contre de nombreuses cibles, notamment

LgT et p53, contribuant ainsi a maintenir les voies de signalisation mitogéniques.
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1.1.2.1.2 Ras

La superfamille Ras est un regroupement de plus de 150 petites GTPases chez I’humain.
Ces enzymes sont des interrupteurs moléculaires impliqués dans la transduction de signaux et
divisés en 5 familles selon leur s€quence et leurs similarités fonctionnelles : Ras, Rho, Rab, Ran
et Arf [30]. La famille Ras est impliquée dans la prolifération cellulaire et subdivisée en 6 sous-
familles (Ras, Ral, Rap, Rheb, Rad et Rit). Les 3 membres de la sous-famille Ras HRas, KRas
et NRas — nommés selon 1’origine de leur identification, soit Harvey Rat sarcoma, Kirsten Rat
sarcoma et neuroblastoma Rat sarcoma respectivement — sont exprimés de fagon ubiquitaire
dans les cellules et considérés comme oncogenes par leur fonction de promotion de la croissance
cellulaire principalement par les voies de signalisation Raf/MEK/MAPK pour la transduction
de signaux prolifératifs. Ensemble, ils représentent les oncogenes les plus mutés avec 20 a 30%
de tous les cancers humains montrant une mutation activatrice d’une de ces protéines [31]. Les
mutations en question se retrouvent sur les codons 12, 13 et 61 et entrainent une activation

perpétuelle de la protéine et donc une transduction permanente de signaux prolifératifs.

1.1.2.1.3 hTERT

Découverte originalement en 1985 par Carol W. Greider et Elizabeth Blackburn [32], la
télomérase est I’enzyme permettant I’allongement des télomeres, ces séquences 5'-TTAGGG
répétées protégeant les chromosomes de I’attrition due aux divisions cellulaires. La structure de
la télomérase, décrite en 2007 par Scott Cohen et son équipe [33], comprend la sous-unité
reverse transcriptase protéique (TERT ou hTERT chez I’humain) [34, 35], la sous-unité d’ARN
(TERC) et la dyskerin (DKC1). Bien que normalement exprimée presqu’exclusivement dans la
lignée germinale et tres tot dans le développement [36], environ 85 a 90% des tumeurs montrent
une activation de la télomérase [37]. Les lignées n’exprimant pas la télomérase emploient
néanmoins des méthodes alternatives d’allongement des télomeres basées sur la recombinaison
homologue [38]. Toutefois, I’expression de hTERT seule suffit pour réactiver 1’activité de la

télomérase et ainsi immortaliser les cellules cancéreuses.
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1.1.3 Modéles précliniques de cancer

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans le
cancer et d’évaluer I’efficacité de nouvelles thérapies, plusieurs types de modéles sont utilisés
en laboratoire. Qu’il s’agisse de mode¢les de culture cellulaire in vitro ou de modeéles animaux
complexes, I’objectif demeure toujours d’avoir un systeme contrélé, robuste et facilement
manipulable, mais suffisamment représentatif afin de tirer des conclusions claires pouvant se
traduire en avancées cliniques. Or, historiquement, tous les modeles n’ont pas une valeur
prédictive équivalente pour 1’évaluation de I’efficacité thérapeutique comme 1’ont démontré
nombre de revues a ce sujet [39-46]. Tout modele demeure imparfait de nature et doit étre utilisé
de facon appropriée pour tirer des conclusions valables, surtout pour une condition aussi

complexe, multifactorielle et hétérogéne que le cancer.

1.1.3.1  Mode¢les in vitro

La lignée HeLa fut la premicre lignée cellulaire humaine mise en culture en 1951 a partir
de cellules issues d’un cancer cervical [47]. On dénombre aujourd’hui des centaines voire des
milliers de lignées cellulaires cancéreuses disponibles commercialement, sans compter les
lignées primaires isolées directement de patients par des laboratoires partout sur la planéte.
Aujourd’hui encore, les lignées cellulaires saines ou cancéreuses sont des ressources
inestimables pour I’étude de mécanismes biologiques, 1’identification de cibles et le criblage
thérapeutique. Elles ont notamment ¢été utilisées au sein du programme de développement de
thérapeutiques (DTP) de I’Institut National du Cancer (NCI), fondé en 1955. Sous forme d’un
panel de 60 a 80 lignées cancéreuses pour I’évaluation préliminaire de composés actifs contre
différents types de cancer, cette approche a permis au fil des années d’identifier de nombreux
composés anti-cancé€reux par une approche empirique [48-50]. Bien que de facon rétrospective
I’efficacité de cette approche ait montré une corrélation suffisante avec les données cliniques,
la confirmation de ces données avec des modeles plus complexes demeure un passage obligé du

développement pharmacologique.

L’utilisation de cultures cellulaires in vitro comporte toutefois des problématiques

importantes qui limitent leur portée. Dans un premier temps, seule une portion des cancers
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observés en clinique peut étre cultivée in vitro. Cela entraine par conséquent un biais de sélection
pour certaines caractéristiques propices. De méme, au sein d’une tumeur, seule une sous-
population possédant ces caractéristiques favorables a la croissance bidimensionnelle dans un
milieu artificiel sera sélectionnée. Par ailleurs, puisque les lignées obtenues proviennent de
tumeurs établies et souvent agressives, elles auront tendance a hériter de ces caractéristiques,
notamment d’un phénotype d’évasion immunitaire. Finalement, 1’utilisation prolongée de telles
lignées mene aussi a une dérive génétique. De nombreux facteurs influencent cette évolution
génétique, tels que les conditions de culture, la durée de culture, I’instabilité génétique de la
souche et bien stir une dose de hasard et entrainent des conséquences importantes sur la biologie

de ces cellules, notamment leur réponse a des agents thérapeutiques [51, 52].

1.1.3.2  Modeles murins in vivo

L’utilisation de modéles animaux permet de valider I’efficacité thérapeutique de
composés dans un contexte biologique plus complexe ou les principes de pharmacodynamique
s’appliquent. Ainsi, la toxicologie, la biodistribution, la pharmacocinétique, les effets
secondaires et I’impact du stroma tumoral, par exemple, peuvent tre pris en compte pour la
validation d’approches thérapeutiques. Or, les modeles murins sont généralement peu prédictifs
de la réponse clinique chez ’humain, mais demeurent utiles pour établir les doses a tester lors
d’études cliniques I [44]. On remarque toutefois une meilleure efficacité prédictive des modeles
de croissance tumorale orthotopique (dans le tissu d’origine de la tumeur) au lieu de tumeurs
ectopiques (tumeurs implantées dans un site anormal, par exemple sous-cutanées ou

intrapéritonéales) [53-55].

Les mod¢les murins de croissance tumorale spontanée sont néanmoins tres utiles en
recherche fondamentale sur les mécanismes d’émergence, d’évolution, de métastase et
d’¢limination tumorale. Il a ét¢ démontré grace a de telles études que le processus de
transformation tumorale est légerement différent entre humain et souris, ces dernieres étant
globalement plus permissives a la transformation tumorale [56], mais ces découvertes ont aussi

permis de valider le role de nombreux oncogenes et genes suppresseurs de tumeur chez
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I’humain, de méme que les mécanismes sous-jacents. Historiquement, plusieurs types de

modéles murins ont été utilisés a ces fins, nous en feront ici un bref survol.

1.1.3.2.1 Tumeurs induites chimiquement
La premicre description d’une corrélation entre un cancer et 1’exposition a un agent
chimique est attribuée a Percival Pott en 1775 pour la description de I’incidence d’une forme de
cancer du scrotum chez les ramoneurs exposés a la suie de cheminée [57]. Cette découverte a
lancé une vague d’études sur les bases chimiques du cancer et la découverte de nombreux

carcinogenes (Tableau 1.2)

Tableau 1.2 Exemples de carcinogenes identifiés chez les modéles de rongeurs

Hydrocarbures aromatiques polycycliques =~ Nombreux (peau, poumons, 1932 [58, 59]

(HAP) systéme digestif, etc.)
Colorants aminoazo 1935 [60-62]
(ex. 0-aminoazotoluene, AAT ou Foie (parfois rate)

4-dimethylaminoazobenzene DAB)

Glandes mammaires, foie, 1941 [63]

2-fluorenamine
vessie

Urethane Poumons 1943 [64]
7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) 1947 [65-67]
+ 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate Peau
(TPA)
Nitrosamines Foie, systeme digestif 1956 [68]

La plupart des composés ainsi identifiés se sont avérés posséder la caractéristique
commune de pouvoir lier I’ADN, impliquant celui-ci comme joueur important dans le
développement du cancer [69, 70]. La découverte de mutations d’oncogenes et de genes
suppresseurs de tumeurs dans des tumeurs humaines et induites chimiquement [71-74] ont par

la suite mené a la théorie liant exposition aux carcinogenes, mutations génétiques et cancer.
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Certaines de ces approches par carcinogenese chimique sont toujours utilisées en
recherche, comme 1’approche DMBA+TAP [67], et présentent divers avantages et
inconvénients. Par exemple, ce sont des approches peu coliteuses, rapides et reproductibles dont
les mécanismes sont aujourd’hui bien connus. A I’opposé, ils sont toutefois plutdt aléatoires au
niveau génétique et ont une cinétique tres variable. De plus, le suivi peut étre trées compliqué

selon le modeéle et le tissu étudié.

Plus récemment, la combinaison d’approches de carcinogenése chimique avec des
modeles murins modifiés génétiquement (GEMM) a permis I’identification de mécanismes
moléculaires de carcinogenése avec plus de finesse et d’identifier les interactions entre la
génétique et I’environnement sur la susceptibilité au cancer et ainsi créer des modeles de cancer

plus finement régulés [75]

1.1.3.2.2 Modéles murins génétiquement modifiés (GEMM)

Grace au développement des approches de manipulation génétique et a I’identification de
génes suppresseurs de tumeurs et d’oncogenes, le nombre et la variété des modeles GEMM a
explosé dans les 20 dernicres années [75-77]. Afin de disséquer le processus de transformation
tumorale, par exemple, différentes stratégies peuvent étre utilisées afin d’insérer ou de retirer
I’expression de certains genes et d’en étudier la portée dans un contexte général, tissu-
spécifique, cellule-spécifique, temps-spécifique ou a la suite d’un traitement activateur ou
inhibiteur [78, 79]. Ainsi, de nombreuses lignées animales possédant des insertions ou délétions
conditionnelles d’oncogenes ou de suppresseurs de tumeurs ont permis d’identifier le role de
ces geénes dans le processus de carcinogenese. Parmi ceux-ci, on peut notamment citer les souris
p53 knockout susceptibles a la formation de tumeurs plus agressives [80] ou plus sensibles aux
carcinogenes chimiques [81], les souris déficientes en Arf, un géne suppresseur de tumeur
régulant p53 aussi susceptibles de développer des tumeurs cutanées, hépatiques et pulmonaires
[82-84]. Ce type de modeles étant aussi trés bien caractérisé et flexible, on a aussi pu I’employer

comme outil de criblage thérapeutique [85, 86] avec un succes toutefois mitigé [44, 87].

Comme tout modele, les GEMM présentent des lacunes dont il faut tenir compte. Tout

d’abord, il s’agit de modeles 100% murins, donc la prédictibilité chez ’homme est imparfaite.
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De plus, les souris étant le plus souvent issues de lignées syngéniques, on ne retrouve pas la
diversité¢ génétique normalement retrouvée dans une population. Le suivi et la cinétique de la
croissance tumorale est aussi plus imprévisible et logistiquement problématique, de méme que
la mise en place des lignées. 11 s’agit toutefois d’excellents modéles pour 1’étude des processus
biologiques et génétiques du cancer puisqu’ils évoluent en présence d’un microenvironnement
normal et d’un systéme immunitaire (SI) fonctionnel et complétement autologue, c’est-a-dire
que les tumeurs sont immunitairement reconnues comme du soi puisqu’issues d’un méme
individu. Finalement, 1’absence de variabilité génétique est ici un atout afin d’étudier I’effet des

genes avec un minimum de bruit de fond.

1.1.3.2.3 Lignées tumorales murines

Historiquement, les mod¢les de transplantation tumorale chez la souris précedent les
GEMM. On les utilise abondamment depuis les années 1960-70 a la suite de 1’amélioration des
approches de culture cellulaire permettant la propagation de cellules cancéreuses. L’injection de
cellules cancéreuses murines dans un hote murin s’avérait ainsi une alternative rapide, simple,
et reproductible pour étudier I’efficacité de traitements anti-cancéreux et a ainsi été utilisée
abondamment par le NCI notamment pour le criblage de composés thérapeutiques. Ainsi, des
1964, Iutilisation de la lignée leucémique murine L1210 pour le criblage chimiothérapeutique
[88] puis la lignée leucémique P388 meénent a ’avancement des thérapies contre les leucémies
et lymphomes [89], mais peu de progres pour le traitement de tumeurs solides. Cette situation a
mené le NCI a D’élaboration d’un panel tumoral comportant les lignées murines B16
(mélanome), CD8F (adénocarcinome mammaire), Colon 38 (carcinome du colon) et Lewis lung
carcinoma (carcinome pulmonaire) dés 1976 [50]. Une des valeurs importantes de ces modeles
est notamment la nature du microenvironnement tumoral (MET). Grace a des approches
syngéniques, ou tumeur et hote partagent le méme fond génétique, il est possible d’étudier et de
prendre en compte ’impact du stroma, soit la composante non-cancéreuse d’une tumeur
(cellules normales, vaisseaux sanguins, cellules immunitaires, etc.) et d’un SI fonctionnel sur la
croissance tumorale. Toutefois, les tumeurs étant d’origine murine, les découvertes ne sont pas

toujours transposables chez I’humain.
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1.1.3.3  Modeles humains in vivo

Bien que les modeles murins soient parvenus a améliorer les traitements contre les cancers
humains, ils demeurent imparfaits dans leur représentation de la réalité clinique, que ce soit au
niveau de la prévalence, de la variété, de la cinétique, de I’histologie ou de la génétique. 11 est
donc nécessaire d’étudier les cancers humains dans un contexte biologique complexe, soit dans
un animal hote. Plusieurs approches ont été €laborées au fil du temps, mais toutes s’appuient sur
’utilisation d’animaux immunodéficients permettant la croissance de tumeurs xénogéniques
(provenant d’une autre espece) qui seront discutées plus loin (1.2.5.1 Lignées murines

immunodéficientes).

1.1.3.3.1 Lignées tumorales in vivo

Tout comme pour les lignées tumorales murines, les lignées cellulaires issues de cancers
humains sont aussi utilisées in vivo depuis la découverte des lignées murines
immunodéficientes. Leur avantage principal est la proximité génétique avec les cancers
cliniques, du moins dans les souches originales, puisque comme toute lignée cellulaire, on
retrouve les mémes problématiques de biais de sélection et de dérive génétique de la population.
La réimplantation de cellules in vivo entraine aussi une étape de sélection supplémentaire
pouvant altérer la diversité et la composition génétique de la tumeur [90]. Ces évenements de
sélection clonale permettent toutefois 1’obtention de populations relativement homogenes
génétiquement, facilitant 1’étude d’altérations génétiques sur des phénomeénes complexes
nécessitant un support in vivo tels que la métastase ou la résistance/susceptibilité thérapeutique.
Le support in vivo est toutefois imparfait. Puisque le MET est murin et le SI est absent,
I’évolution tumorale est altérée et présente par conséquent une histopathologie non-
représentative. Au niveau préclinique, le potentiel prédictif de ce type de modeles est par
conséquent faible et les approches de xénogreffes dérivées de patients (PDX) sont généralement
préférées a cet effet. L’injection orthotopique (dans le tissu d’origine) permet toutefois
d’améliorer la qualité du phénotype tumoral par rapport aux injections ectopiques (hors du tissu,

généralement sous-cutanées) [44, 53, 91].
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Figure 1.3 Etablissement et usages des modéles PDX.
Tiré de Lai et al. [92]

1.1.3.3.2 Xénogreffes dérivées de patients (PDX)
Dans un souci d’augmenter la proximité des modéles tumoraux avec les tumeurs cliniques,
les approches PDX ont été développées en implantant directement chez des souris

immunosupprimées des fragments de tumeurs provenant de patients (

Figure 1.3). On retrouve de nombreuses souches PDX pour de nombreux cancers liquides
et solides : leucémie lymphoide chronique [93], lymphome diffus a grandes cellules B [94],
cholangiocarcinome intrahépatique [95], cancer du pancréas [96, 97], cancer colorectal [97, 98],
carcinome ovarien séreux [99], etc. La caractérisation de ces modeles permet d’apprécier la
proximité histopathologique, structurelle et génétique du cancer et de son microenvironnement
avec la tumeur d’origine et ce pendant quelques passages. Bien que la qualité de modélisation
des approches PDX pour la biologie tumorale, I’identification de biomarqueurs, le criblage de
composés et 1’évaluation préclinique de thérapies soit bien démontrée, il demeure que
I’utilisation a long terme de ces tumeurs entraine une dérive de la tumeur et de son
microenvironnement au fil du temps. De plus, les tumeurs étant implantées dans des animaux
immunodéficients, 1’absence d’un SI fonctionnel peut aussi avoir un effet sur la croissance

tumorale, le microenvironnement inflammatoire et la réponse thérapeutique. Globalement, on
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les considere généralement comme les meilleurs modeles pour I’étude des tumeurs humaines en

recherche fondamentale et préclinique, malgré certaines lacunes [92, 100].

Les avantages et inconvénients principaux de chacun des modéles discutés dans cette

section sont résumés au Tableau 1.3.

Tableau 1.3 Propriétés des modeles en oncologie

Lignées tumorales
in vitro

Carcinogenése
induite

GEMM

Lignées tumorales

murines in vivo

Lignées tumorales
humaines in vivo

PDX

Flexible, demande peu
d’infrastructures, criblage a
grande échelle, tres grande
variété

Modg¢le in vivo, rapide et
simple, peu cotliteux

Génétiquement définis, tres
flexibles, SI fonctionnel,
microenvironnement complet

Rapide et facile a controler,
suivi facilité, SI de 1’hote,
flexible, relativement
homogéne

Cellules humaines, rapide et
facile a controler, suivi facilité,
flexible, relativement
homogene

Cellules humaines, présence
transitoire de stroma humain,
pas d’adaptation in vitro, peut
étre maintenu a long terme, trés
représentatif de la tumeur
originale
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Biais de sélection, tumeurs
agressives, dérive génétique,
pas de microenvironnement,
pas de pharmacodynamique.
100% murin, peu définis
génétiquement, variabilité
stochastique, suivi
potentiellement difficile

100% murin, pas de diversité
génétique dans la population,
rapidité de croissance
tumorale, généralement long et
complexe a établir

100% murin, histopathologie
peu représentative de ’humain,
sélection et évolution in vitro,
peu prédictif

Pas de SI fonctionnel,
histopathologie peu
représentative, sélection et
évolution in vitro et in vivo
Trés colteux, acces et maintien
difficiles, représentatif d’une
seule tumeur, voire d’une
fraction d’une tumeur, absence
de SI, stroma humain
transitoire



1.1.3.4 Cellules souches pluripotentes induites

Les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) sont des modeles émergents pour les
¢tudes en oncologie. Depuis la découverte du processus de reprogrammation de cellules
somatiques par Takahashi et Yamanaka en 2006 [101], les applications pour cette technologie
se sont multipliées dans la plupart des domaines biomédicaux. Les iPSC générées par cette
reprogrammation sont analogues aux cellules souches embryonnaires (pluripotence, auto-
renouvellement) mais ont I’avantage de pouvoir étre générées directement de patients et
soulévent moins d’enjeux éthiques que ces derniéres. Les paralleles entre les processus de
reprogrammation somatique en iPSC et de transformation néoplasique ont été¢ étudiés
abondamment dans la derniére décennie et les iPSC ont fait leur apparition comme outil en
recherche sur le cancer. La reprogrammation de lignées cancéreuses et la différenciation
subséquente ont par exemple permis d’étudier les différents stades de progression tumorale et
d’élucider des mécanismes associés aux tumeurs pancréatiques précoces, mais perdus au fil de
la progression cancéreuse [102]. Or, la rareté¢ des études témoignant d’une reprogrammation
fructueuse de cellules cancéreuses primaires suggere la présence de barrieres biologiques au
processus de reprogrammation [103]. Il a aussi ét¢ démontré qu’une reprogrammation
incompléte de cellules non pathologiques en iPSC pouvait mener a la formation de tumeurs in
vivo selon un processus épigénétique réversible [104]. La reprogrammation de cellules
somatiques normales issues de patients atteints de cancers familiaux comme le syndrome Li
Fraumeni — arborant des mutations de p53 — a permis de modéliser plus fidelement la
tumorigénese de ces patients que les modeles murins [105]. En résumé, les iPSC sont de
puissants outils de modélisation, permettent I’étude de mécanismes génétiques — impact de
I’activation, inactivation de génes associés a la transformation ou au phénotype tumoral — et
épigénétiques — processus de dédifférenciation tumorale, modulation ¢épigénétique de
I’expression génique, hypométhylation, etc. [106] — associés au cancer et permettent le criblage

thérapeutique et génétique a haut débit.

1.1.3.4.1 Processus de reprogrammation
La reprogrammation de cellules somatiques en iPSC nécessite I’expression de génes de

pluripotence de fagon transitoire, soit par virus non intégrant (ex. Sendai), par vecteurs
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épisomaux ou par ARNm [107]. Les protéines originalement décrits comme étant nécessaires et
suffisants pour y parvenir sont les facteurs de transcription Oct4, SRY-box 2 (Sox2), cMyc et
Kruppel-like factor 4 (Kl1f4). Le processus de reprogrammation est toutefois stochastique, trés
inefficace (0,01-0,1%) et long (3-4 semaines chez I’humain). L’isolement et la caractérisation
de clones de reprogrammation est donc nécessaire afin de contrdler la qualit¢ de la

reprogrammation.

1.1.3.4.2 Différenciation somatique

La capacité de différenciation de cellules iPSC est fondamentale puisque par définition
celles-ci devraient pouvoir générer tous les types cellulaires du corps humain. De nombreux
protocoles de différenciation in vitro ont été développés pour I’obtention de types cellulaires
provenant des trois feuillets germinaux : ectoderme (ex. neurones, astrocytes, kératinocytes),
mésoderme (ex. myocytes, cardiomyocytes, adipocytes, cellules endothéliales) et endoderme
(ex. hépatocytes, cellules d’ilots B du pancréas, cellules alvéolaires des poumons). Pour valider
le niveau de reprogrammation, 1’injection in vivo d’iPSC non-différenciées devrait mener a la
formation de tératomes — des tumeurs provenant de la lignée germinale comprenant différents
tissus —comportant des tissus des trois feuillets germinaux mentionnés (ecto-, méso- et
endoderme). Deux processus de différenciation utilisés au cours de notre étude seront

brievement présentés ici.

Jour 7
Jour 0 Cellules souche Jour 14 Jour 58
iPSC neurales (NSC) NSC propagés Astrocyte
] ] | | S
> @ PR
Induction Expansion Differenciation astrocytélire B
neurale des NSC

Figure 1.4 Processus de différenciation astrocytaire a partir d'iPSCs.
Processus typique de différenciation a I’aide de protocoles commerciaux.
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1.1.3.4.2.1 Cellules progénitrices neurales et astrocytes

Différentes approches ont été¢ développées pour la différenciation de cellules iPSC en
cellules neurales (neurones et cellules gliales). La premiére étape du processus consiste a générer
des cellules souches neurales (NSC) (Figure 1.4). Les NSC sont les cellules les plus précoces
du systéme nerveux central et ont un caractére souche puisqu’elles sont capables d’auto-
renouvellement et de différenciation. Toutefois, contrairement aux iPSC, les NSC sont
multipotentes et ne sont en mesure de générer que des cellules neuronales ou gliales. In vitro,
I’induction neurale peut étre faite notamment par 1’inhibition de la voie de signalisation du
facteur de croissance transformant béta (TGF-), de la voie de la protéine morphogénétique de
I’0s (BMP) impliquée dans la dorsalisation en embryogenése, et de la voie Wnt/B-caténine grace
a des petites molécules inhibitrices [108]. Les NSC expriment les marqueurs nestine, SOX2 et
PAX6. Une méthode pour la différenciation subséquente en cellules astrocytaires consiste
essentiellement a la culture des NSC en présence de faibles concentrations de sérum animal,
d’insuline, de transferrine, de progestérone, de putrescine et de sélénium [109]. Les cellules
ainsi différenciées devraient exprimer la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), un filament
intermédiaire caractéristique des astrocytes [110]. Ce type de différenciation a été utilisé
notamment pour des études de développement, de fonction et de pathogénese de maladies

neurodégénératives [111-114].

Jour 10 Jour 15 Jour 25
Jour O Jour 5 Intestin Progéniteurs  Jour 20 Hepatocyte Jour 30
iPsSC Endoderme antérieur  bipotents Heépatoblastes immature Hépatocyte
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3 : - - II.-“T“&_
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et spécification hépatigue et de la lignée hépatocytaire
endodermique maturation hépatique

Figure 1.5 Processus de différenciation hépatocytaire a partir d'iPSC
Continuum d’intermédiaires dans la différenciation d’iPSC en hépatocytes.

1.1.3.4.2.2 Hépatocytes
La différenciation en cellules hépatiques (Figure 1.5), quant a elle, reléve du feuillet

endodermique et débute ainsi par I’engagement des cellules iPSC dans cette lignée grace au
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supplément B27 (un mélange défini de 20 suppléments moléculaires et protéiques riche en
antioxydants utilisé principalement pour le maintien de cultures neuronales in vitro [115]), a
I’activine A (un membre de la famille TGF-$ [116]) et a I’activation transitoire de la voie Wnt
(par I’inhibition de GSK3). Le processus de différenciation hépatique génére des progéniteurs
bipotents pouvant générer les lignées hépatocytaires — cellules du foie — et cholangiocytaires —
cellules épithéliales des conduits biliaires. Les premiers étant d’un plus grand intérét, la
différenciation en hépatocytes est favorisée a 1’aide de 1’oncostatine M [117]. Finalement, la
maturation des hépatoblastes en hépatocytes se produit en présence notamment de
dexaméthasone [118] et ceux-ci sont caractérisés par 1’expression de marqueurs comme
I’albumine et 1’alpha-fetoprotéine (AFP) [118] et I’absence de marqueurs cholangiocytaires
comme les cytokératines 7 et 19. Ce type d’approche a été employé pour différentes études de

fonction, de toxicité de composés ou d’infections par des pathogénes [119-121]

1.14 Microenvironnement tumoral (MET)

Le microenvironnement, ou stroma, tumoral définit tout le tissu normal entourant et
supportant la croissance tumorale, soit les cellules stromales fibroblastiques, la matrice
extracellulaire (ECM), les vaisseaux sanguins, les cellules immunitaires et les macromolécules
solubles. Ces ¢léments sont des composantes importantes de la masse cancéreuse qui
contribuent de facons multiples au développement tumoral, bien que la composition et
I’abondance relative soit trés variable entre tumeurs. Diverses composantes cellulaires du MET
sont instrumentales a la plupart des propriétés communes a tous les cancers (Figure 1.6) [122].
L’¢étude du MET est relativement récente, mais le large éventail de types cellulaires et de
molécules impliquées a généré une grande quantité de données sur le sujet. Nous n’aborderons
donc ici que quelques aspects de fagon superficielle a des fins de concision. Tout d’abord, il est
reconnu que le microenvironnement joue un role déterminant dans ’initiation tumorale. Il a été
démontré qu’un environnement inflammé est propice a I’émergence tumorale [123].
L’émergence accrue de carcinomes hépatocellulaires chez les patients cirrhotiques [124] ou de
cancers colorectaux chez des patients atteints de syndrome du cdlon irritable ou de colite
ulcéreuse [125] en sont de bons exemples. En effet, I’inflammation chronique entraine un

recrutement, une accumulation, une activation, une dérégulation et une incapacité a résoudre
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I’inflammation qui promeut 1’émergence tumorale [126]. Inversement, une déficience
immunitaire, soit par immunosuppression pharmacologique [127] ou chez des patients atteints
du SIDA [128], méne aussi a une augmentation de 1’incidence de cancer. Ces deux situations

démontrent I’implication du SI dans I’émergence tumorale.
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Tiré de Hanahan & Coussens [122]
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Les cellules stromales et tumorales communiquent de fagon réciproque afin de favoriser
le maintien et 1’évolution tumorale. Par exemple, les fibroblastes normaux et les macrophages
résidents sont généralement considérés comme participants @ un microenvironnement

suppresseur de croissance [129]. Or, lors de I’émergence tumorale, ces cellules sont détournées
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par les cellules tumorales pour générer des fibroblastes associés au cancer (CAF) et des
macrophages associés aux tumeurs (TAM), tous deux ayant des propriétés pro-tumorales
importantes. Les CAFs sont une sous-population distincte de fibroblastes et surabondante dans
les tumeurs qui favorisent la croissance tumorale et la transition épithélio-mésenchymateuse
(EMT), nécessaire a I’invasion et la métastase, par la modulation de ’ECM et par la sécrétion
de facteurs solubles [130-133]. Les TAMSs, quant & eux, sont reconnus pour promouvoir la
progression et la métastase tumorale en favorisant I’angiogenése, la migration et I’invasion
tissulaire et en inhibant notamment la réponse immunitaire anti-tumorale et sont recrutés a la
tumeur en réponse au milieu hypoxique et par la sécrétion de chimiokines comme I’endothéline-
2 et le facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF) [134, 135]. Ceux-ci seront détaillés

plus loin (1.2.2.3.2 Macrophages).

Les propriétés physiques de I’ECM sont aussi importantes a la biologie tumorale. En effet,
on voit une augmentation des dépdts et une réticulation accrue de ’ECM au sein des tumeurs
produisant une matrice trés dense qui favorise la progression et la malignité tumorale,
probablement par une augmentation de la signalisation par les intégrines [136]. De plus, la
densité et la directionnalité des fibres d’ECM favorisent la migration et I’invasion tumorale suite
aune EMT [137]. L’Hypoxie est par ailleurs un facteur stimulant fortement I’EMT. Puisque le
MET est fortement hypoxique dii a une densité cellulaire élevée, une vascularisation sous-
optimale et un métabolisme accéléré, on assiste a une promotion de ’EMT notamment via la
voie de signalisation Notch [138] et une augmentation de 1’expression de Snail-1, favorisant

ainsi la migration cellulaire [139].
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1.2 Immuno-oncologie

Depuis plusieurs années maintenant, on connait et étudie 1’implication du SI a toutes les
¢tapes du processus tumoral, de I’initiation a I’élimination en passant par la croissance et la
dissémination. En 1986, Flier et al. publient un article décrivant les tumeurs comme des « plaies
qui ne guérissent jamais » ou les tumeurs parviennent a détourner la machinerie de réponse aux
blessures pour alimenter le stroma qui les supporte [140]. Parfois inhibitrice, parfois promotrice,
la réponse immunitaire anticancéreuse est revenue a I’avant-plan depuis quelques décennies
dans le but ultime d’offrir aux patients des thérapies personnalisées, ciblées et avec trés peu
d’effets secondaires. Pour y arriver, de nombreux groupes se sont penchés sur I’immunologie
des cancers et différentes stratégies de modulation. Dans la prochaine section, nous aborderons
certaines de ces découvertes fondamentales et cliniques ainsi que les modéles couramment

utilisés en immuno-oncologie.

1.2.1 Théorie de 'immunoédition tumorale

Décrite pour la premiére fois en 2002 par Dunn et al. [141], la théorie de I’immunoédition
tumorale est aujourd’hui la pierre angulaire de I’immuno-oncologie. Cette théorie unifiée de
I’impact du SI sur la prévention, I’émergence et la croissance tumorale s’appuie sur la théorie
de I’immunosurveillance telle qu’émise par Sir Macfarlane Burnet et Lewis Thomas a la fin des
années 1950 [142-144]. Selon cette théorie, le processus de transformation cellulaire méne a
I’expression de néo-antigénes tumoraux qui sont reconnus par le SI de 1’hdte et entrainent
I’¢limination ou I’inactivation des cellules mutantes pré-tumorales émergeant continuellement.
Les cellules immunitaires ont ainsi la fonction de sentinelles pour la préservation de

I’homéostasie tissulaire [144].

Apres un abandon de la théorie dans les années 1970 a la suite de nombreuses expériences
peu conclusives [145-147], la découverte de nouveaux modeles murins au tournant des années
2000 confirma les tenants de la théorie de Burnet et Lewis et permit d’en identifier les joueurs
clés, du moins chez la souris. Des études épidémiologiques de prévalence de cancers chez des

patients immunosupprimés [148-151] ainsi que D’accumulation de démonstrations de
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corrélations entre taux de survie et infiltration tumorale chez des patients [152-154] tendent a

confirmer la théorie d’immunosurveillance chez I’humain.

Or, la capacité des tumeurs a émerger malgré un SI fonctionnel démontre une faille dans
cette reconnaissance. Plusieurs expériences ont démontré que le statut immunitaire de 1’hote
affectait 1I’immunogénicité tumorale. Ainsi, des tumeurs émergeant dans des animaux
immunocompétents sont tolérées par d’autres animaux immunocompétents, ce qui n’est pas le
cas de tumeurs provenant d’animaux immunodéficients [155-157]. Cela laisse supposer que le
statut immunitaire forge le phénotype immunogeéne des tumeurs et donc que la tumeur s’adapte

pour proliférer.

Le principe d’immunoédition prend en compte ces deux facettes des interactions tumeurs
— SI: immunosurveillance et sculpture de ’immunogénicité tumorale par le SI. On obtient ainsi
un modéle en 3 étapes, les 3 « E » de I'immunoédition : Elimination, équilibre et évasion [141,

158] (Figure 1.7).
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Figure 1.7 les 3 étapes de I'immunoédition.
Schématisation de certains acteurs importants des processus d’élimination, d’équilibre et
d’évasion de la tumeur par le SI au site tumoral. Adapté de Harshman ef al. [159]

1.2.1.1 Elimination
La phase d’élimination correspond essentiellement au processus d’immunosurveillance
mentionné plus tot. Elle décrit la capacité du SI a identifier et éliminer les 1ésions cancéreuses

de facon précoce par une vigilance du SI inné menant a une activation de la réponse adaptative
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contre la tumeur. Brievement, la réponse est déclenchée lorsque 1’homéostasie du tissu est
affectée par la prolifération anormale de cellules transformées. Tout d’abord, la production tres
précoce de signaux pro-angiogéniques, notamment le facteur de croissance de fibroblastes
basique (bFGF) et le facteur de croissance vasculaire épithélial (VEGF), méne a une
prolifération des vaisseaux sanguins a proximité des ilots tumoraux [160]. Par la suite, une
réponse inflammatoire induite par I’invasion tissulaire des cellules tumorales recrute les
effecteurs du SI inné : cellules tueuses naturelles (NK), tueurs naturels T (NKT), lymphocytes
T de type vyo (yd T), macrophages (M) et cellules dendritiques (DC) [161]. La reconnaissance
de marqueurs anormaux sur les cellules tumorales — soit induits par un processus de
transformation ou en réponse au microenvironnement inflammatoire — entraine la sécrétion
d’interféron gamma (IFNy) par ces effecteurs [162]. En plus d’une certaine inhibition de
croissance cellulaire directe par I’'IFNy [163], elle entraine aussi une mort cellulaire indirecte en
induisant I’expression de chimiokines angiostatiques par la tumeur et/ou le stroma, diminuant
I’apport sanguin [164, 165]. Les DC présents captent par la suite les débris cellulaires relargués
par les cellules mortes afin d’en faire la présentation dans les ganglions lymphatiques drainant.
Ceci a pour effet 1’activation d’une réponse cellulaire adaptative médiée par les lymphocytes T
CD4" de type Tul exprimant de I’IFNy et de lymphocytes T CD8" cytotoxiques (CTL) réactifs
aux antigénes tumoraux [166]. Parallelement, au site tumoral, I’inflammation favorise le
recrutement d’un nombre accru de cellules NK et M@. La transactivation mutuelle de ces
cellules par la production d’IFNy et d’interleukine-12 (IL-12) et I’activité cytotoxique de ces
effecteurs accentuent la mort des cellules tumorales en attendant la réponse adaptative au site

principal.

Dans la majorité des cas de Iésions pré-tumorales, cette réponse initiale est suffisante pour
¢liminer les foyers émergents sans signe clinique apparent. Le processus d’immunoédition est
ainsi limité a la phase d’élimination tumorale. Il arrive cependant que la réponse immunitaire
initiale soit insuffisante pour mener a 1’élimination compléte des cellules tumorales. Cela

entraine une phase d’équilibre.
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1.2.1.2  Equilibre

Dans I’éventualité d’une élimination incompléte des cellules tumorales lors de la réponse
immunitaire initiale, un équilibre dynamique peut s’installer entre les cellules tumorales
subsistantes et le SI. Il s’agit de la phase d’équilibre ou de persistance cancéreuse. Au cours de
celle-ci, le SI exerce une pression sélective sur les cellules tumorales qui parviennent néanmoins
a maintenir une population stable et évolutive. La phase d’équilibre peut s’étendre sur de
nombreuses années et on y assiste a un processus de sélection Darwinienne ou les cellules
évoluent afin de survivre a la pression sélective de leur environnement. Ainsi, grace a leur
grande capacité mutationnelle, certaines cellules tumorales peuvent parvenir a acquérir, au fil
du temps, des mutations leur permettant de mieux survivre a la pression immunitaire. Il s’agit
d’une phase dynamique de modelage tumoral ou la plupart des variants originaux sont éliminés
au profit de générations mieux adaptées, forgées par la pression du SI [141, 158]. Le processus
d’équilibre peut persister jusqu’a la mort de 1’hote ou prendre fin soit par 1’élimination tumorale
a la suite d’une recrudescence de la réponse immunitaire ou une émergence tumorale a la suite
d’un épuisement de la réponse immunitaire ou de 1’acquisition de phénotypes moins

immunogenes par les cellules tumorales.

Une manifestation clinique évocatrice de ce phénomene est I’émergence de tumeurs chez
des patients transplantés. Plusieurs exemples de ce phénomene se retrouvent dans la littérature
[167, 168]. On y décrit I’émergence de tumeurs dans les organes transplantés de donneurs en
longue rémission ou sans historique de cancer. Cela suggere la présence de foyers maintenus
sous contrdle par le SI du donneur jusqu’a I’implantation dans le patient receveur ;

I’immunosuppression pharmacologique qui s’ensuit permettant I’évasion tumorale.

1.2.1.3  Evasion
Il a été démontré que tant le compartiment inné qu’adaptatif sont impliqués dans la
réponse anti-tumorale. L’acquisition d’un phénotype d’immuno-évasion par les cellules
tumorales implique par conséquent une résistance a la détection et 1’élimination par ces deux
branches du SI. Il est donc suggéré que le processus d’évolution tumorale au cours de la phase

d’équilibre implique ’acquisition successive de plusieurs caractéristiques favorables jusqu’a
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I’atteinte d’un point critique ou une sous-population de cellules cancéreuses parvient a évader

la surveillance immunitaire entierement. Plusieurs mécanismes moléculaires ont été identifiés

pour permettre aux cellules tumorales d’évader le SI qui peuvent étre catégorisés en trois volets :

passer inapercues, se défendre et instaurer un microenvironnement immunosuppressif (Figure

1.8).
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Figure 1.8 Evasion immunitaire par les cellules cancéreuses.

Les mécanismes d’évasion employés par les cellules tumorales peuvent étre divisés en 3 volets :
passer inapercues (« Hide »), se défendre (« Defend ») et instaurer un microenvironnement
immunosuppressif. Tiré de de Charrette e al. [169]
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Tableau 1.4 Mécanismes d'évasion immunitaire

Stratégie Mécanisme Effet ref
| présentation Pas de présentation d’antigenes [170]
d’immunogenes tumoraux aux cellules T
| MHC/HLA Diminution de la présentation [171]
antigénique globale aux
cellules T
Passer inapercus | CD80/86 Diminution du signal de [172]
costimulation des cellules T
| CD54 Diminution de 1’adhésion des [172]
cellules T
Sécrétion de ligands @  Diminution de I’activation des [173]
NKG2D cellules NK
| Signalisation a Perte de sensibilité a I’'I[FNy [174]
I’IFNy
| Fas/ TRAIL-R Résistance a I’apoptose induite [170]
par les voies Fas et TRAIL des
CTL/NK
. 1 FasL Induction de I’apoptose des [175]
Se défendre cellules CTL/NK
1 CD47 Inhibition de phagocytose par [176]
M@ et DC
1 Ligand de mort Signal de co-inhibition de la [177]
programmeée 1 réponse T
(PD-L1)
1 TGF-B Recrutement et activation des [170,
Treg, épuisement des CTL 178]
1 IL-10 Polarisation des M@ et T en [179]
sous-types immunosuppressifs
. . 1 indoleamine 2,3- Attrition et mort des cellules T [180]
Microenvironnement ' . . .
. . dioxigenase 1 (IDO1) par conversion du tryptophane
immunosuppressif .
en kynurénines
Recrutement et Amplification du phénotype [181,
activation de cellules ~ immunosuppressif par le 182]

immunosuppressives

recrutement de cellules
inhibitrices

Cette liste non-exhaustive donne un apercu de I’éventail de stratégies communes a de
nombreux cancers pour diminuer leur immunogénicité et former des Iésions malignes

incontrolables par le SI.
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1.2.2 Cellules et molécules impliquées dans la réponse tumorale
Tel que mentionné précédemment, de nombreux acteurs sont impliqués dans la réponse
immunitaire au cancer. Dans cette section, nous nous attarderons aux rdles des principales

cellules et cytokines impliquées aux différentes étapes du processus tumoral et leur dérégulation.

1.2.2.1 Lymphocytes T
Les lymphocytes T sont parmi les effecteurs principaux de la réponse anti-tumorale et sont
impliqués a toutes les étapes du processus d’immunoédition. On distingue de nombreuses
populations de cellules T ayant des propriétés et des roles distincts, parfois contradictoires et

quelquefois incompris dans la réponse tumorale.

1.2.2.1.1 yoT

Les lymphocytes y0T sont a I’interface entre la réponse immunitaire innée et adaptative.
En effet, ils peuvent initier une réponse immunitaire via leur récepteur de cellule T (TCR) de
type yo ou leur récepteur de cellule NK (NKR) comme le récepteur NKG2D [183]. On distingue
plusieurs sous-populations de y0T qui sont catégorisées, chez I’humain, par 1’usage du géne V
de la sous-unité 6 du TCR associ¢ a une distribution tissulaire et un profil sécrétoire distincts,
les plus fréquents étant la combinaison Vy9V32 (circulants) et V31 (principalement dans
I’épithélium, le derme, la rate et le foie) [184]. Tel qu’abordé plus tot, les yOT sont impliqués
dans la réponse précoce a I’inflammation associée aux tumeurs et exercent une activité anti-
tumorale directe et indirecte : cytotoxicité via les voies perforine/granzyme et tumor-necrosis-
factor related apoptosis inducing ligand (TRAIL) et la sécrétion d’IFNy (Figure 1.9). La
cytotoxicité de ces cellules est induite par I’activation du TCR ou d’un NKR comme NKG2D.

I’impact de I’'IFNy sur la croissance tumorale est discuté plus loin dans cette section.

Paradoxalement, les YT ont aussi une activité pro-tumorale chez I’humain comme chez
la souris [185, 186]. Cette activité pro-tumorale est associée a une sous-population de ydT
sécrétant de I’IL-17. Ces cellules sécrétant aussi de I’IL-8, du facteur de nécrose tumorale (TNF)

et du facteur stimulant les colonies de granulocytes et macrophages (GM-CSF), favorisent le
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recrutement de cellules myéloides suppressives (MDSC) immunosuppressives et ainsi le
microenvironnement inflammatoire pro-tumoral. D’ailleurs, le taux d’infiltration de yoT
produisant I’'IL-17 corréle avec le stade clinique des cancers colorectaux, suggérant

I’implication de ces cellules dans la promotion tumorale [186].

v T cell populations

Small
peritoneal
macrophage

* Angiogenesis
» CTL suppression

Tumour [ Tumour
cell growth

Figure 1.9 Impact des cellules yoT murines sur la croissance tumorale.

Influences directes et indirectes des différentes sous-populations de lymphocytes T yd murins.
Chez ’humain, les mécanismes d’action sont analogues, seules les sous-populations yoT les
exercant varient. On retrouve principalement les populations Vy9Vo2 et V31, toutes deux ayant
démontré une activité pro- et anti-tumorale selon ces mécanismes. Tiré de Silva-Santos, B. ef al
[184]

1.2.2.1.2 Lymphocytes T cytotoxiques
Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) sont définis par I’expression de la glycoprotéine
CD8 qui s’associe au TCR pour lier les MHC de type I, que I’on retrouve a la surface de toutes
les cellules. Le MHC I permet la présentation de peptides immunogenes, ou épitopes,
intracellulaires. Aucune réponse immunitaire n’est normalement induite contre les complexes
MHC I-épitope normaux grace au processus de sélection thymique. Les CTL ont donc la

fonction de réagir contre des épitopes anormaux, soit a la suite d’une infection virale ou de
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mutations fonctionnelles comme dans les cellules cancéreuses. Les CTL constituent donc un
des effecteurs principaux de la réponse anti-tumorale. Les CTL peuvent étre activés localement
au site tumoral par la liaison directe avec un MHC I sur la cellule tumorale ou dans le ganglion
lymphatique drainant a la suite de la présentation de ces épitopes par une cellule dendritique.
L’activation de ces cellules meéne a I’induction du potentiel cytotoxique, principalement via la
sécrétion de perforines et de granzymes induisant 1’activation de caspases dans les cellules cibles
pour entrainer leur apoptose. La voie Fas/Fas ligand (FasL) est aussi probablement employée
pour induire 1’apoptose, bien qu’il ait ét¢ démontré que plusieurs cancers détournent cette voie
de signalisation a leur avantage [187]. En effet, I’activation de Fas sur les cellules cancéreuses
résistantes a 1’apoptose peut activer une voie de signalisation alternative pour favoriser la

croissance cellulaire

Or, étant des effecteurs importants de la réponse anti-tumorale, plusieurs mécanismes
d’immuno-¢évasion concernent les CTL, tel que présenté a la Figure 1.8. Notons la diminution
de la présentation antigénique par MHC I, soit par diminution partielle ou compléte de
I’expression du MHC I ou une altération du protéasome responsable de la préparation des
épitopes a présenter sur les MHC [170, 188, 189]. Une diminution de molécules d’adhésion
comme CD54 ou de costimulation comme CD80/86 contribue aussi a cacher la tumeur des CTL
[169]. D’autres mécanismes de défense sont aussi employés par la tumeur: I’induction
d’apoptose des CTL par la signalisation Fas/FasL suite a 1’activation d’expression de FasL par
certaines cellules cancéreuses [175] ou I’expression de ligands co-inhibiteurs comme PD-L1.
Finalement, le microenvironnement tumoral diminue la prolifération et induit 1’anergie des
cellules T par I’action de I’'IDOI1 et favorise I’acquisition d’un phénotype de dysfonction ou
d’épuisement des CTL caractérisé¢ par 1’expression des récepteurs inhibiteurs PD-1, du gene
activateur des lymphocytes-3 (LAG3) et du T-cell immunoglobulin and mucin domain
containing-3 (TIM-3) [190].

1.2.2.1.3 T auxiliaires
Contrairement aux CTL, les lymphocytes T auxiliaires (ou T helpers, Tn) posseédent un

TCR qui, associ¢ a la glycoprotéine CD4, reconnait le MHC de classe II. Celui-ci est
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habituellement exprimé par les cellules présentatrices d’antigenes (APC) professionnelles (DC,
M@, Lymphocytes B). Les MHC 1I servant principalement a la présentation d’antigenes
exogenes, un role principal des cellules Ty est la stimulation de la réponse humorale, soit la
production d’anticorps spécifiques par les lymphocytes B. Les cellules cancéreuses n’expriment
généralement pas de MHC 11, a I’exception de certains cancers liquides issus de compartiments
APC et de quelques cancers solides ou une activation de I’expression du MHC II a été observée,
notamment dans le mélanome [191]. L’activation des Tu nécessite donc I’absorption d’antigénes
tumoraux par les APCs résidents lors de la phase préliminaire d’élimination, la migration aux

ganglions lymphatiques et la présentation croisée d’antigénes endogenes sur le MHC IL

Dans la réponse anti-tumorale, les Ty n’ont pas de role effecteur direct. Ils permettent
plutdt d’orchestrer la réponse immunitaire par le support de la prolifération des DC [192] et des
CTL, notamment par la sécrétion d’IL-2 nécessaire a 1’expansion clonale, la fonctionnalité
cytotoxique et I’établissement d’une population T CD8" mémoire [193-196]. Au site tumoral,
la présence de Ty spécifiques a la tumeur a été démontrée comme favorisant le recrutement,
I’expansion, la différenciation et I’activité des CTL [197-199]. Globalement, la présence de Tx
infiltrants tumeur-spécifiques correle avec 1’abondance et D’efficacit¢ de CTL tumeur-
spécifiques et un pronostic favorable. Une activité cytotoxique de Tu tumeur-spécifiques a

travers 1’action de I’'IFNy et du TNFa a aussi été décrite.

Finalement, tout comme les CTL, les Ty peuvent étre affectés par les processus
d’immuno-évasion tumorale. La diminution d’expression du MHC II, des récepteurs de
costimulation et d’adhésion, I’induction de mort cellulaire par la voie Fas/FasL, I’expression de
récepteurs co-inhibiteurs de la réponse T et les facteurs solubles diminuant la capacité
proliférative et fonctionnelle accompagnant un phénotype de dysfonction immunitaire sont tous

des mécanismes qui peuvent aussi affecter le Tu (Figure 1.8).

1.2.2.1.4 Lymphocytes T régulateurs (Treg)
Les Treg constituent une sous-classe de lymphocytes T CD4+ spécialisés dans la
régulation de la réponse immunitaire, c’est-a-dire possédant des fortes propriétés

immunosuppressives. Ils sont caractérisés par I’expression de CD4, de la chaine o du récepteur
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a I’IL-2 (CD25) et du facteur de transcription forkhead box P3 (FOXP3) inversement corrélé
avec I’expression du récepteur a I’IL-7 (CD127) [200, 201]. FOXP3 est suffisant et nécessaire
pour I’activité immunosuppressive des Treg. Initialement absents du MET, ils s’y accumulent
progressivement. D’un co6té les Treg circulants sont recrutés via leur récepteur de chimiokine
CCR4 en réponse a la production tumorale du ligand CCL22 [202]. Alternativement, la présence
de TGF-p et d’IDOI1 peut induire la différenciation de cellules Tu en Treg [203], contribuant
d’autant plus au microenvironnement immunosuppresseur. Les Treg constituant normalement
5-10% des cellules CD4" circulantes, elles peuvent ainsi atteindre jusqu’a 20-30% dans la

tumeur, avec un impact apparemment dose-dépendant [203].

Les Treg exercent leur fonction immunosuppressive de plusieurs fagons (Figure 1.10).
L’inhibition directe des DC via le récepteur CTLA-4 sur le Treg entraine sur la DC une
diminution d’expression des récepteurs de co-stimulation CD80/86, diminuant la capacité
d’activation de cellules T naives et induit la production d’IDO1 par les DC, entrainant plus
d’inhibition et d’apoptose des cellules effectrices. Les Treg peuvent aussi sécréter des perforines
et granzymes B contre les DC et T effecteurs menant a leur apoptose. La sécrétion directe et
indirecte (via les DC dysfonctionnels) de cytokines immunosuppressives (IL-10, IL-35), la
déplétion de I’IL-2 par séquestration sur le récepteur d’IL-2 a haute affinité (halL-2R) et la
dégradation de I’ATP extracellulaire via la diphosphohydrolase de nucléoside triphosphate
(CD39) et I’ecto-5’-nucleotidase (CD73) contribuent aussi a diminuer la prolifération et les
fonctions des cellules effectrices et a promouvoir 1’activité inhibitrice de MDSCs et de Treg

[203, 204].

La quantité¢ et 1’abondance relative par rapport aux CTL des Treg est un marqueur
pronostic important en immuno-oncologie et sera discuté plus loin (1.2.4 Biomarqueurs

cliniques en immuno-oncologie).
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Figure 1.10 Mécanismes d'immunosuppression par les Treg.
Tiré de Oleinika et al. [203]

1.2.2.2  Cellules NK

Outre les différentes variétés de lymphocytes T impliquées dans la réponse au cancer, soit
dans un role effecteur ou modulateur, on retrouve plusieurs autres acteurs cellulaires importants
provenant du SI inné. Le SI inné permet une réponse immunitaire rapide contre des motifs
moléculaires anormaux. Les effecteurs principaux de cette réponse en immuno-oncologie sont
les cellules NK possédant des propriétés cytotoxiques directes — via la sécrétion de
perforines/granzymes B, par contact direct avec Fas/FasL ou avec TRAIL et son récepteur
(TRAILR) — et indirectes via la sécrétion d’IFNy. Les cellules NK ne représentant qu’un faible
pourcentage de I'infiltrat tumoral [205], on suspecte une implication principalement dans la
réponse précoce, avant 1’établissement de la réponse adaptative. Ainsi, la reconnaissance rapide
de cellules anormales par les NK serait un mécanisme important de la phase d’élimination
cancéreuse. L’activation des NK a lieu lors d’un débalancement des signaux activateurs versus
inhibiteurs. L’expression du MHC I sur la cellule cible est un signal inhibiteur important grace
au récepteur killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR). Ainsi, la perte compléete

d’expression du MHC I par des cellules tumorales peut mener a leur reconnaissance et leur lyse
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par les NK. A 1’opposé, le récepteur activateur NKG2D reconnait des ligands normalement peu
présents a la surface de cellules normales, mais surexprimés a la suite de la transformation
cancéreuse, rendant les cellules susceptibles a 1’¢limination par les NK [162, 206]. Un
mécanisme d’évasion tumoral commun est d’ailleurs la perte d’expression de ces ligands a

NKG2D [173, 207].

1.2.2.3 Cellules présentatrices d’antigénes
Les cellules présentatrices d’antigéne (APC) servent de pont entre la réponse innée et
adaptative. Elles permettent d’établir et de moduler la réponse immunitaire adaptative
essentielle a la réponse anti-tumorale. Or, comme la plupart des compartiments immunitaires

impliqués, les APC sont aussi manipulés et dérégulés dans le cancer.

1.2.2.3.1 Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) sont essentielles a 1’établissement de la
réponse adaptative. Bien qu’elles ne démontrent pas la plus grande capacité a phagocyter
cellules et débris, elles sont spécialisées dans la présentation antigénique et 1’activation des
cellules T [208]. Plusieurs sous-populations associées aux tumeurs ont été identifiées : cDC1,
c¢DC2, migratoires ou non, etc. Alors que les cDC1 sont préférentiellement spécialisées dans
lactivation des CTL CD8" par la présentation antigénique sur le MHC 1, les cDC2 représentent
une population hétérogene avec un enrichissement de I’expression MHC II et ainsi une
activation préférentielle des Ty CD4'[209]. Le role principal des ¢cDC dans la réponse anti-
tumorale est la captation des antigeénes tumoraux, la migration aux ganglions lymphatiques et la
présentation antigénique aux cellules effectrices grace a leur grande capacité d’activation :
abondance de MHC et de molécules de costimulation CD80/86 et production importante d’IL-
12, nécessaire a I’activation et la prolifération lymphocytaire [210]. Or, seule une faible fraction
des cDC migre vers les ganglions lymphatiques. Le role exact des cDC résidents dans la tumeur
est méconnu, mais il est suggéré qu’ils agissent sur la régulation de la réponse locale pour
maintenir une fonction cytotoxique aux CTL et contrebalancer le microenvironnement

immunosuppresseur [211]. Ils sont aussi importants a 1’établissement de structures lymphoides
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tertiaires, soit des amas de cellules B, T et DC formant des structures folliculaires analogues aux
ganglions lymphatiques directement au site d’inflammation chronique, soit la tumeur. Ces
structures sont associées a un pronostic favorable dans de nombreux cancers en aidant au
maintien d’une réponse a long terme au site tumoral, notamment contre des néoantigénes

tumoraux émergeant plus tardivement [212, 213].

Au sein de la tumeur toutefois, le microenvironnement immunosuppresseur est aussi
soupconné d’agir sur les DC. Le VEGF, les prostaglandines E> (PGE2) et I’IL-10 retrouvés dans
le MET ont démontré la capacité d’inhiber les DC in vitro [211]. De plus, le VEGF, I’IL-6, I’IL-
10 et le stimulateur de colonies 1 (CSF-1) favorisent la différenciation de monocytes en cellules
suppressives plutdt qu’en DC [214]. Finalement, des facteurs physiques comme 1’hypoxie et
I’acide lactique présents dans le MET sont aussi des inhibiteurs d’activation des DC in vitro

[215].

1.2.2.3.2 Macrophages

Classiquement, les macrophages (M) sont classifiés en M1 et M2, respectivement pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires, anti-tumoraux et pro-tumoraux. On découvre
aujourd’hui qu’il s’agit plutot des extrémes d’un spectre riche et fluide de sous-populations de
MO permettant de répondre finement aux conditions environnantes [216]. Ces cellules sont
impliquées dans de nombreuses fonctions physiologiques comme la réponse aux infections, la
guérison de blessures et [’homéostasie, mais jouent aussi un role déterminant dans de
nombreuses pathologies comme 1’athérosclérose, certaines maladies auto-immunes et le cancer
[217]. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) possedent généralement un phénotype
similaire aux M2 pro-tumoraux et ont été identifiés depuis plusieurs années comme des
collaborateurs du processus de tumorigenese. Le phénotype TAM est acquis suite a la
différenciation — induite notamment par I’IL-4, IL-10 et IL-13 généralement abondantes dans le
MET [218] — de M@ inflammatoires recrutés par différentes chimiokines présentes dans le MET
— CXCLI12 et angiopoiétine-2 induits par I’hypoxie, CCL2, facteur stimulateur de colonies de
macrophages (M-CSF), CSF-1, IL-6, VEGF, TGF-B, PGE2 etc. [219-222].
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Au niveau fonctionnel, les TAMs produisent un grand nombre de facteurs solubles qui
promeuvent la progression tumorale par différents mécanismes : immunosuppression,
angiogenese, migration et invasion tumorale, EMT, diapédese, préparation des niches pré-

métastatiques et maintien des cellules souches cancéreuses (Figure 1.11) [216].
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Immunosuppression VEGF, ADM, PDGF, MMPs,
PD-L1, PD-L2, CD80, CD86 TGF-B, CCLs, SEMA3A
IL-10, TGF-B, Arginase-1,
Prostaglandins

f Migration and invasion
\ /' MMPs, serine proteases,

Cathepsins, MIP-1B, EGF

Cancer stem cells
TGF-p1, IL-10, MFG-E8 and IL-6

/ \ Epithelial-mesenchymal transition

l TLR4/IL-10 signalling, TGF-3

Seed and soil paradigm
VEGFR1, LOX, CXCL-1

Intravasation and extravasation
EGF, CCL-18, P2Y2 receptor

Figure 1.11 Fonctions pro-tumorales des TAMs.
Identification des fonctions de promotion tumorale des TAM des molécules effectrices
associées. Tiré de Aras et Zaidi [216]

Ces cellules sont donc recrutées par et contribuent au MET et favorisent 1’invasion et la
dissémination tumorale. Il n’est donc pas étonnant que leur présence soit fortement corrélée a

un mauvais pronostic dans de nombreux types de cancer [223-227].

1.2.2.4 Autres cellules myéloides
Outre les DC et les M@ abordés précédemment, le compartiment my¢loide est le plus
abondant du SI et est impliqué principalement dans la réponse immunitaire innée et
I’inflammation précoce. Il est reconnu depuis plusieurs années que le MET altere la réponse de
cellules my¢loides différenciées comme les granulocytes et entraine une différenciation
anormale de précurseurs hématopoiétiques en cellules myéloides suppressives (MDSC). De
fagon similaire aux M@, des études ont démontré une polarisation TGF-f-dépendante de cellules

neutrophiles d’un phénotype anti-tumoral « N1 » vers un phénotype pro-tumoral « N2 » au sein
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du MET [228]. Toutefois, un des impacts les plus important du cancer sur le compartiment
my¢loide est une dérégulation du processus de différenciation. Alors que les cellules myéloides
immatures sont normalement confinées a la moélle osseuse, le « macroenvironnement »
inflammatoire généré par le cancer provoque une mobilisation de cellules non différenciées en
périphérie et une altération des voies normales de différenciation pour former le compartiment
MDSC [222]. Le recrutement et la maturation des MDSC au site tumoral peuvent étre médiés
par la sécrétion de nombreuses molécules solubles par les cellules tumorales et stromales — ex.
GM-CSF, M-CSF, VEGF, PGE2, IL-1B, IL-6, CCL2 [229-232] — et par la sécrétion de cytokines
par des cellules T activées — ex. IFNy, IL-4, IL-10, IL-13 [233]. Les MDSC
polymorphonucléaires (PMN-MDSC) et mononucléaires (M-MDSC) ont été identifiés comme
ayant tous deux un fort phénotype immunosuppresseur non spécifique. Bien que les PNM-
MDSC et les M-MDSC soient morphologiquement similaires aux neutrophiles et MO
respectivement [234], ils sont toutefois phénotypiquement et fonctionnellement distincts. Or,
une relation progénitrice relie ces cellules puisque la culture ex vivo de PNM-MDSC génére une
population fonctionnellement neutrophilique [234], de méme que la culture de M-MDSC

produit des M@ et DC matures in vitro en absence de facteurs tumoraux [235].

Tel que décrit par Gabrilovich et al. [222], les MDSC emploient différents mécanismes
d’immunosuppression pouvant étre regroupés en 4 catégories. Premiérement, une déplétion
nutritionnelle des lymphocytes T notamment par la déplétion et la séquestration de L-arginine
par ’arginase 1 (ARG1) et de L-cystéine extracellulaires inhibent la fonction et la prolifération
de cellules activées [236, 237]. Ensuite, la production d’un stress oxydatif par les MDSC,
notamment via la production de radicaux libres d’oxygéne et d’azote avec I’enzyme iNOS,
entraine plusieurs dysfonctions chez les cellules T [238, 239]. Aussi, les MDSC affectent le
recrutement et la viabilité des cellules T de fagon directe — ex. activation de TIM3 par la
galectine 9 induisant I’apoptose des cellules T [240] — ou indirecte — ex. dégradation de CCL2
favorisant le recrutement de CTL [241]. Finalement, les MDSC contribuent au recrutement et a

la conversion locale de Treg, principalement via la sécrétion de facteurs solubles (IL-10, TGFp).

Les MDSC favorisent aussi la croissance tumorale indépendamment de leurs propriétés
immunosuppressives. Dans des GEMM de tumorigenése spontanée, un recrutement précoce des

MDSC produisant de I’'IL-6 et IL-11 active la voie STAT3 chez les cellules tumorales et stimule
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la progression tumorale en favorisant I’expression de génes anti-apoptotiques et pro-prolifératifs

[242].

Finalement, I’ubiquité de leur présence dans tous types de cancers, leur abondance, leur
importante contribution au MET immunosuppresseur et leur capacité a différencier en cellules

anti-tumorales font des MDSC des cibles thérapeutiques importantes.

1.2.2.5 Molécules importantes en immuno-oncologie
Tel qu’observé jusqu’a présent, la plupart des cellules impliquées dans la réponse
immunitaire contre le cancer ou I’inhibition de celle-ci exercent leur fonction en partie par la
sécrétion de facteurs solubles. Nous décrirons ici briévement les principales molécules vues

précédemment qui représentent des cibles thérapeutiques importantes en immuno-oncologie.

1.2.2.5.1 Interféron gamma

Originalement reconnu pour favoriser la réponse antivirale, on reconnait depuis les années
1990 I’importance de I’interféron gamma (IFNy) endogene dans 1’élimination tumorale [243].
On en connait aujourd’hui mieux le rdle d’orchestration et de stimulation de la réponse
antitumorale. Il est produit principalement par les lymphocytes T, les NK et les NKT
lorsqu’activés, notamment au cours de la phase d’¢élimination tumorale précoce. Toutes les
cellules nucléées expriment le récepteur a I’ IFNy (IFNGR1/2) et sont donc sensibles a son action
de sensibilisation a la réponse immunitaire [244]. L’activation de IFNGR1/2 module
I’expression de centaines de genes via la liaison de STATI1 phosphorylé aux sites activés par
IFNy (GAS) dans le génome [245]. Cette activation entraine une augmentation d’expression des
MHC 1 et II, des ligands a NKG2D, des molécules de costimulation, de cytokines pro-
inflammatoires, une inhibition de I’angiogenese et de la différenciation des Treg, une activation
et différenciation des CTL, une différenciation des Ty en Tu1 anti-tumoraux, une différenciation
des TAM vers un phénotype M1 et I’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose et la nécroptose des

cellules tumorales et stromales endoth¢liales résultant en une ischémie tumorale [246, 247].
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Or, la présence d’IFNy dans le MET entraine aussi une réponse immunosuppressive [248].
L’IFNy peut notamment induire 1’expression du ligand co-inhibiteur PD-L1 a la surface des
APC périphériques ainsi que de cellules tumorales ou stromales, protégeant les cellules
tumorales [249, 250]. Une induction de sécrétion d’IDO1 immunosuppresseur a aussi été
observée a la suite d’une exposition a ’IFNy [251]. L’IFNy stimule aussi la maturation et
I’activité de MDSC et de TAM immunosuppresseurs [233]. Finalement, ’IFNy exerce une
pression sélective importante sur les cellules tumorales et la perte de sensibilité a ’IFNy par

différents mécanismes est fréquemment observée dans divers cancers [252].

Ce double rdle anti- et pro-tumoral de I’IFNy ainsi que son utilité en-dehors de la réponse
anti-cancéreuse rend périlleuse la modulation thérapeutique de cette molécule clé de

I’immunoédition tumorale.

1.2.2.5.2 Cytokines immunosuppressives
Plusieurs cytokines immunosuppressives ont ét¢ mentionnées au fil de ce chapitre. Nous

aborderons ici brievement les fonctions de quelques-unes d’entre elles plus en détail.

L’interleukine 10 (IL-10) est wune cytokine pléiotropique principalement
immunosuppressive sécrétée par les cellules cancéreuses, les Treg et plusieurs autres types
cellulaires hématopoiétiques ou non [202]. Les fonctions de I’'[L-10 sont nombreuses et
controversées [253]. On I’associe principalement a une diminution de présentation antigénique
des DC via une diminution de MHC II, des molécules de costimulation CD80/86 et de cytokines
nécessaires a la réponse Ty (IL-2, IL-12, TNFa) [254]. Les DC exhibent aussi une absorption
supérieure d’antigénes et une migration déficiente en présence d’IL-10 [255, 256]. L’IL-10 est
aussi impliqué dans le recrutement et la maturation des Treg et diminue la sécrétion d’IFNy par
les NK tout en stimulant leur propriétés cytotoxiques [257, 258]. Le role exact de I’IL-10 est
donc complexe, mais une association entre des concentrations ¢élevées d’IL-10 dans le sérum de

patients et un mauvais pronostic a été relevée dans plusieurs cancers [202].

Finalement, le facteur de croissance transformant § (TGF-f) est sécrété en grande quantité
par de nombreuses cellules tumorales [259]. Sa sécrétion est stimulée par I’IL-10, dont il stimule

aussi la production selon une boucle de rétroaction positive [253] et il stimule aussi la production
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de nombreuses autres cytokines immunosuppressives. Le TGF-B est un antagoniste de la
production d’IFNy et de la fonction des lymphocytes T, il inhibe la production d’IL-2 et IL-12
par les APCs [260] et promeut le recrutement et la différenciation des Treg, TAM et MDSC, a
leur tour capables de sécréter du TGF- [222]. Le TGF-p est donc considéré comme une des

cytokines principales dans I’établissement d’un MET immunosuppressif [202].

1.2.3 Approches thérapeutiques en immuno-oncologie
L’étude des différents acteurs du SI dans la biologie tumorale a permis I’émergence dans
la derniére décennie de différentes approches thérapeutiques afin de moduler la réponse
immunitaire intrinseéque. Qu’il s’agisse de potentialiser une réponse existante, d’¢éliminer les
facteurs inhibant la réponse ou d’induire une réponse immunitaire anti-tumorale de novo, le
domaine de I’immuno-oncologie regorge aujourd’hui de solutions innovantes a la

problématique du cancer.

1.2.3.1 Anticorps thérapeutiques

L’utilisation d’anticorps monoclonaux (mAbs) purifiés spécifiques a des cibles associées
au cancer permet de favoriser une réponse trés spécifique au site d’intérét. Certains anticorps
dits «nus » permettent une reconnaissance et une élimination des cellules cibles par un
processus d’opsonisation, soit 1’enrobage de la cible par des anticorps, et de cytotoxicité
cellulaire dépendante d’anticorps (ADCC). Ce mécanisme décrit I’activation de cellules
effectrices cytotoxiques par la présence d’anticorps sur la cible menant a la lyse de celle-ci grace
a des récepteurs activateurs des régions Fc des anticorps. Cette réponse cellulaire n’implique
donc pas de cellules T effectrices spécifiques a la cible. Par exemple, trastuzumab (Herceptin®)
est dirigé contre HER2 exprimé par certains cancers du sein et de I’estomac, bloque 1’action de
la protéine et favorise I’ADCC par les cellules NK et les macrophages. D’autres mAbs sont
utilisés pour 1’administration ciblée de composés cytotoxiques conjugués a 1’anticorps. Des

anticorps radiotraceurs comme Ibritumomab tiuxetan (Zevalin®), dirigé contre CD20, sont
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couplés a des ¢éléments radioactifs permettant I’administration trés localisée de radiothérapie.
D’autres anticorps sont couplés a des agents chimiothérapeutiques puissants et permettent une
administration trés spécifique de composés autrement trop toxiques pour étre administrés
systémiquement (ex. le composé¢ MMAE de 1’anticorps thérapeutique Brentuximab vedotin)
[261]. Des anticorps bispécifiques monoclonaux ou synthétiques sont aussi utilisés pour
favoriser le recrutement et 1’activation de cellules effectrices, notamment les CTL, aux sites
tumoraux grace a une double spécificité : un segment liant la cellule effectrice et un second liant
la cellule cible grace a un épitope tumoral spécifique. La présence d’un fragment Fc sur
I’anticorps monoclonal peut aussi mener a une réaction ADCC. Des exemples de cette approche
sont le Catumaxomab, un anticorps monoclonal dirigé contre EpCAM pour le traitement
d’ascites malins lors de cancers métastatiques [262] et les Bi-specific T-cell engager (BiTEs)
synthétiques dépourvus de fragment Fc comme le Blinatunomab dirigé contre CD19 utilisé dans

les lymphomes non-Hodgkiniens ou les leucémies lymphoblastiques aigues de type B [263].

1.2.3.2 Inhibiteurs de point de controle

Parmi les meilleurs exemples d’approches immunothérapeutiques contre le cancer on
retrouve les inhibiteurs de point de contrdle des cellules T : anti-CTLA-4 (Ipilimumab,
tremelimumab), anti-PD-1 (nivolumab, prembrolizumab, cemiplimab) et anti-PD-LI1
(Durvalumab, atezolizumab, avelumab). Ces traitements emploient des anticorps bloquants
leurs récepteurs respectifs afin d’empécher leur activation sur les cellules T. En inhibant les
récepteurs co-inhibiteurs de la réponse T, les CTL sont ainsi réactivés contre leurs cibles
respectives. Les anti-CTLA-4 agissent principalement en éliminant les Treg et en favorisant
I’initiation de la réponse immunitaire via les Th. Ces effets étant peu spécifiques au MET, les
anti-CTLA-4 ont potentiellement des effets secondaires importants, notamment en favorisant
des réactions auto-immunes [264]. De leur coté, les thérapies anti-PD-1/PD-L1 potentialisent la
réaction cytotoxique des CTL contre leur cible et empéchent I’inhibition de cette réponse par le
récepteur co-inhibiteur PD-1 a la surface des CTL. Or, encore une fois, puisque 1’axe PD-1/PD-
L1 est impliqué dans d’autres processus de répression immunitaire que la réponse anti-tumorale,
des effets secondaires importants peuvent étre observés chez certains patients, mais ceux-ci sont

généralement moins fréquents qu’avec un traitement anti-CTLA-4 [264, 265]. Finalement, ces
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traitements étant rarement complétement efficaces en eux-mémes leur combinaison entre eux
ou avec d’autres thérapies — immunitaires ou non — est souvent synergique et représente une

approche importante en immunothérapie du cancer [264, 266, 267].

1.2.3.3  Récepteurs d’antigénes chimériques (CAR)

Elaborés pour la premiére fois en 1989 par Gross et al. [268] les récepteurs d’antigénes
chimériques (CAR) sont composés d’un domaine de liaison extracellulaire, d’un domaine
transmembranaire et d’un domaine d’activation intracellulaire. Le domaine extracellulaire est
composé d’un fragment variable en simple chaine (scFv) d’un anticorps spécifique a un antigéne
d’intérét. Le domaine intracellulaire inspiré du TCR permet la transduction du signal
d’activation et est la section ayant le plus évolué dans les 30 derni¢res années suivant la premicre
génération pour former les CAR de 2°, 3° et maintenant 4° génération [269]. Le domaine de
signalisation intracellulaire CD3( est commun a toutes les générations. Ces derniéres se
distinguent par 1’ajout de domaines coactivateurs au fil du temps : CD28 ou 4-1BB pour la 2°
génération, une combinaison de 2 domaines coactivateurs (ex. CD28-41BB ou CD28-0X40)
pour la 3° génération et un domaine coactivateur et I’activation de transgenes inductibles — pour
la sécrétion de cytokines ou de signaux co-stimulateurs — pour la 4° génération. En introduisant
le transgene pour cette protéine chimérique dans des cellules effectrices (CTL ou NK), il est
possible de diriger une réponse immunitaire ciblée contre un antigéne tumoral a I’aide du scFv
spécifique indépendamment de sa présentation sur le MHC. L’identification d’antigénes
tumoraux spécifiques demeure I’étape limitante de I’utilisation de CAR du fait de leur raret¢ et
de la plasticit¢ tumorale. Des approches de combinaison de CAR permettent toutefois
d’augmenter la spécificité de la réponse en requérant la présence de 2 signaux complémentaires
ou en inhibant la réponse en présence d’un signal indésirable [270]. Parmi les effets secondaires
ayant été observés pour ce type d’approche, on dénote entre autres des syndromes de relargage
de cytokines dus a I’hyperprolifération et a 1’activité des cellules infusées et des syndromes de
lyse tumorale lorsque le taux de mort cellulaire est trop important. En juin 2019, on dénombrait

290 essais cliniques en recrutement, en cours ou complétés sur https://clinicaltrials.gov pour un

vaste éventail de cancers liquides et solides.
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1.2.34 Vaccination thérapeutique
Finalement, une autre approche de potentialisation de la réponse immunitaire anti-
tumorale est la vaccination thérapeutique. Cette approche vise a favoriser ou a induire
I’activation d’une réponse immunitaire adaptative spécifique aux antigénes tumoraux. Plusieurs

méthodologies de vaccination sont étudiées a cette fin (Figure 1.12).
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Figure 1.12 Différentes méthodologies de vaccination thérapeutique contre le cancer
Tiré de Hu et al. [271]

Toutes les approches manipulent I’axe antigene tumoral / présentation par les DC /
activation des lymphocytes T effecteurs et mémoire afin d’obtenir une réponse spécifique,
puissante et durable. Le produit de vaccination peut ainsi varier grandement d’un protocole a
I’autre : virus oncolytiques (pour une vaccination in situ), antigénes tumoraux purifiés, DC

chargées d’antigénes tumoraux, cellules T antigéne-spécifiques préactivées in vitro.
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L’utilisation d’adjuvants pour augmenter I’efficacité de la vaccination est aussi fréquente.
Comme pour les CAR, I’identification d’antigénes tumoraux demeure I’étape limitante du
processus de vaccination. L’approche personnalisée du processus augmente aussi la logistique
et les cotits reliés a de telles thérapies. On ne compte qu’un seul vaccin thérapeutique approuvé
par la FDA (Sipuleucel-T® pour le traitement des cancers de la prostate avancés) et trés peu

d’essais cliniques comparativement a d’autres types d’immunothérapies. [271]

1.2.4 Biomarqueurs cliniques en immuno-oncologie
L’implication du systéme immunitaire dans le développement et la réponse tumorale n’est
plus a démontrer. Or, pour potentialiser cette réponse déficiente en clinique, il est nécessaire de
la caractériser et d’identifier les situations ou une immunothérapie pourrait profiter au patient.
L’identification de biomarqueurs robustes est donc une étape importante pour la stratification
clinique (biomarqueurs pronostiques) et 1’efficacité thérapeutique (biomarqueurs prédictifs) en

immunothérapie du cancer.

1.2.4.1 Infiltration immunitaire

La caractérisation de la densité et de la nature de I’infiltrat immunitaire tumoral permet
d’emblée d’établir la susceptibilité de la tumeur a différents traitements ainsi que les chances de
survie d’un patient. Grossiérement, les tumeurs peuvent étre caractérisées comme « froides » ou
« chaudes » selon leur niveau d’infiltration immunitaire intratumorale. Les tumeurs froides sont
peu inflammeées et caractérisées par une faible infiltration de cellules T effectrices CTL, de Tnul,
de T mémoire et d’APC fonctionnels et potentiellement par la présence de cellules
immunosuppressives (Treg, TAMs, MDSC). A 1’opposé, les tumeurs dites chaudes présentent
une forte inflammation et un nombre important de cellules effectrices et APC et une diminution
de sous-types immunosuppresseurs. La localisation de I'infiltrat dans le cceur tumoral ou les
organes lymphoides tertiaires [212, 272] est aussi associée a un pronostic favorable par
opposition a ’infiltrat limité en périphérie, aussi appelées tumeurs froides par exclusion [273]

(Figure 1.13)

61



Hot (inflamed) tumor Cold (excluded) tumor Cold (ignored) tumor

@8 o= (e
@® . : wl . ~at- : ,,w'a
») J

_ _.-.f_\- ’-j[‘\/
e 20y
s &

Figure 1.13 Caractérisation de l'infiltration tumorale
Exemples de tumeurs « chaudes » et « froides » par exclusion ou par ignorance immunitaire.
Tiré de van der Woude et. Al. [273]

Plusieurs facteurs contribuent a la capacité des cellules effectrices a infiltrer la tumeur. La
présence de vaisseaux sanguins dans la tumeur et les organes lymphoides tertiaires favorise
I’infiltration. Or la sécrétion anormale de VEGF et bFGF par la tumeur peut entrainer une
anergie des cellules endothéliales empéchant la liaison des cellules T et I’extravasation [274].
Le MET riche en VEGF, IL-10 et PGE2 peut aussi entrainer I’expression de FasL par les cellules

endothéliales entrainant I’apoptose des cellules T recrutées [275].

Le recrutement immunitaire s’opere aussi par la sécrétion de chimiokines pro-cellules T
et NK comme CXCL9 et CXCL10. Celles-ci sont toutefois souvent épigénétiquement réprimées
par les cellules tumorales [276]. Le recrutement est aussi favorisé par I’absence de chimiokines
recrutant des cellules immunosuppressives (Treg, TAM, MDSC recrutés notamment par

CCL22, CCL2 et CXCLS8 respectivement) [277].

Finalement, la structure de la matrice extracellulaire (ECM) semble aussi avoir un impact
sur I’efficacité de la réponse anti-tumorale. En effet, 1’augmentation de la densité de ’ECM est
liée a une diminution de 1’invasion immunitaire et une diminution de la fonctionnalité¢ des

cellules effectrices in vitro [278]. Ces résultats concordent avec 1’observation que les tumeurs
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plus riches en collagéne présentent un infiltrat immunitaire plus rare. La richesse en collagéne

d’un échantillon tumoral est donc un marqueur pronostique défavorable [279, 280].

Or, au-dela de la localisation et de la densité de ’infiltration immunitaire, la composition
de celle-ci est aussi trés importante. Tel que discuté précédemment, nombre de cellules
immunitaires présentes dans le MET sont de nature immunosuppressives ou pro-tumorales. La
présence de celles-ci est souvent associée a un pronostic défavorable. Ainsi, un ratio CD8"/Treg
en faveur des Treg est associé a un mauvais pronostic dans plusieurs cancers [203, 281, 282].
De méme, la quantit¢ de TAM présente au sein des tumeurs est inversement corrélée au taux de
survie pour plusieurs cancers humains [223, 283] et de nombreuses études ont aussi démontré
une corrélation entre ’infiltration de MDSC (tant PNM-MDSC que M-MDSC) et le fardeau
tumoral et une corrélation inverse au taux de survie [284]. A I’opposé, une forte présence de
cellules effectrices et de marqueurs d’activité cytotoxique (CD8, [FNy, granzyme B) ainsi que
I’enrichissement du marqueur de mémoire immunitaire CD45RO correlent fortement avec un
stade tumoral inférieur, une diminution du potentiel d’invasion et de métastase et donc un taux

de survie supérieur [285, 286].

Globalement, la caractérisation du type, de la localisation et de la densité de I’infiltrat
tumoral a ét¢ démontrée comme un meilleur prédicteur de survie que la classification TNM de
I’Union internationale pour le contréle du cancer (UICC) dans le cancer colorectal [287, 288] et
associée a une meilleure réponse au traitement par chimiothérapie dans le cancer du sein [289].
Le profilage immunitaire est donc suggéré comme complément aux systémes de classification
tumorale actuels afin de tenir compte du contexte immunitaire du patient dans 1’¢laboration de

la stratégie thérapeutique [290, 291].

1.2.4.2  Biomarqueurs fonctionnels
L’aveénement des premicres stratégies d’immunothérapies du cancer a 1’aide d’anticorps
anti-PD-1 et anti-CTLA-4 ont démontré deux faits importants : 1) Ces approches sont efficaces
pour 1’¢élimination tumorale et 2) Ces approches ne fonctionnent pas de facon universelle. Ce
deuxieme point a stimulé au cours des derniéres années l’identification de biomarqueurs

prédictifs de la réponse aux immunothérapies afin de mieux adapter la thérapie au patient.
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Naturellement, 1’expression des marqueurs ciblés par la thérapie révéle souvent la
sensibilité du patient au traitement. Or, le niveau d’expression du ligand de la cible, par exemple
dans I’axe PD-1/PD-L1, semble parfois plus révélateur. En effet, I’expression de PD-L1 par les
cellules tumorales dans des échantillons pré-traitement anti-PD-1 s’avere étre un meilleur
indicateur de I’efficacité thérapeutique que 1I’expression de PD-1 par les cellules immunitaires
ou le taux d’infiltration tumorale pour différents cancers [292]. La thérapie ciblant CTLA-4
démontre toutefois dans la majorité des études des biomarqueurs prédictifs distincts des
thérapies PD-1/PD-L1. En effet, I’expression des marqueurs prédictifs est généralement plus
ténue et associés a I’abondance de sous-types cellulaires distincts comme les cellules T CD4 et

CD8 mémoire présentes au site tumoral [293].

Les processus de réponse immunitaire et résistance tumorale étant trés dynamiques,
certains auteurs observent toutefois une meilleure valeur prédictive aux échantillons prélevés
apres I’initiation du traitement par immunothérapie afin d’identifier les répondants potentiels,
tant pour les thérapies CTLA-4 que PD-1 [294]. De nombreux groupes s’intéressent aussi a la
détection de biomarqueurs sanguins prédictifs de la réponse aux immunothérapies. Parmi ceux-
ci, notons I’abondance de M-MDSC, de cellules T CD4+ mémoire centrale et de Treg circulants
qui a montré des associations significatives avec 1’efficacité de traitements anti-PD-1 [295].
Bim1, une molécules de signalisation en aval de PD-1, a aussi été identifiée comme un marqueur
pronostic et prédictif de 1’efficacité de traitements anti-PD-1 dans le mélanome lorsqu’exprimé

par des CTL tumeur-spécifiques circulants [296].

La disponibilit¢ de données cliniques due a 1’augmentation des études cliniques et des
approbations des nouvelles thérapies permet aujourd’hui de mener des analyses rétroactives de
plus en plus vastes pour identifier les biomarqueurs prédictifs. Le raffinement de ces
biomarqueurs risque d’augmenter au fil des prochaines années avec I’utilisation de meilleurs

outils diagnostiques.

1.2.5 Modzéles précliniques humanisés

Bien que les modéles murins de tumorigenése induite aient été indispensables a

I’avancement des connaissances en immuno-oncologie, les différences significatives dans les
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processus immunologiques [297] et la transformation tumorale [298] rendent les modéles
murins mésadaptés a I’étude préclinique d’immunothérapies dédiées a I’humain. Les différents
modeles précliniques de cancers humains ayant déja été abordés dans cette thése, nous nous

intéresserons ici aux différents modéeles d’humanisation immunitaire chez la souris.

1.2.5.1 Lignées murines immunodéficientes

Toute approche d’humanisation de souris débute par I’utilisation de lignées murines
immunodéficientes. Cela permet d’éviter le rejet des cellules xénogéniques, soit provenant
d’une autre espéce, par le systéme immunitaire murin. Historiquement, les premiéres souris
suffisamment immunodéficientes pour tolérer des greffes humaines sont les souris nude
découvertes en 1962 dans le laboratoire du Dr Norman R. Grist [299]. Bien qu’elles soient
toujours utilisées pour certaines applications, de nombreuses lignées murines présentant des
niveaux d’immunodéficience supérieure sont aujourd’hui préférées aux souris nude,
particulierement pour I’humanisation immunitaire. Les lignées utilisées aujourd’hui sont pour
la plupart issues du fond génétique diabétique non-obese (NOD) déficient en cellules
immunitaires innées (diminution des fonctions des DC et de Pactivité des M@, absence du
systtme du complément) [300]. L’addition de mutations conférant un phénotype
d’immunodéficience combinée sévere (scid) — notamment via la mutation du gene de la protéine
kinase dépendante de I’ADN (PRKDC) ou du géne activant la recombinaison (RAG1) — élimine
les cellules de I’immunité adaptative en empéchant la recombinaison homologue essentielle au
développement des cellules B et T [301]. Finalement, une mutation dans la chaine y du récepteur
a I'TL-2 (IL2Ry™ Wiy empéche la signalisation par de nombreuses cytokines (IL-2, 4,7, 9, 15 et
21) nécessaires au développement et a la maturation de plusieurs cellules immunitaires,
notamment les NK [302]. La combinaison de ces 3 approches d’immunodéficience génére des
animaux capables d’accueillir des cellules humaines et de supporter une hématopoiese, soit le
développement de cellules sanguines, a un niveau exceptionnel. On nomme ces lignées NSG
(NOD-PRKDC*““-TL2Ry™ W) ou NRG (NOD-Rag1”-IL2Ry™ ™) D’autres lignées sont aussi
décrites, mais celles-ci sont les plus utilisées. L’addition de différentes propriétés génétiques a
ces souris permet aussi de supporter davantage la reconstitution immunitaire humaine chez ces

animaux, par exemple I’ablation du MHC I et/ou II murins, I’insertion de genes HLA ou de

65



cytokines supportant I’hématopoiése humaine [303]. Un probléme majeur des souches
immunodéficientes est I’absence de ganglions lymphatiques autres que mésentériques [304].
Cela peut diminuer I’efficacité de présentation antigénique et I’étude de I’impact des ganglions

lymphatiques sur la réponse anti-cancéreuse dans ces mode¢les.

1.2.5.2  Transfert adoptif

L’approche la plus simple pour I’humanisation immunitaire de souris est I’implantation
de cellules immunitaires circulantes provenant du sang périphérique, ou transfert adoptif. Les
cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC), composées essentiellement des
lymphocytes T et B, des monocytes et des NK, sont les cellules principalement utilisées a cette
fin. Leur isolation par leucaphérese ou par centrifugation sur gradient de Ficoll-Paque a partir
de donneurs vivants est simple et routiniere, il s’agit donc d’une source trés accessible de
cellules immunitaires. Les premicres applications de ce type de modele remontent a 1988 dans
un héte scid, alors dénommé modéle Hu-PBL-SCID (pour humanisation par lymphocytes de
sang périphérique de souris scid) [305]. Grace a ’augmentation des taux de greffe due a
I’amélioration du fond génétique des souris, les doses de PBMC requises pour la reconstitution

efficace sont aujourd’hui réduites et la reconstitution est ainsi accélérée.

L’approche d’humanisation avec PBMC (Hu-PBMC) est simple d’utilisation et permet
une reconstitution rapide avec des cellules immunitaires matures et fonctionnelles. Toutefois,
on observe une disparition rapide des types cellulaires autres que les lymphocytes T, ainsi que
le développement rapide de maladie du greffon contre ’hote (GVHD) ou les cellules implantées
attaquent 1’hote murin dans une réaction xénogénique, soit entre deux espéces. L’utilisation de
souches murines n’exprimant pas les MHC I et II permet de ralentir la GVHD xénogénique en

échange d’une reconstitution inférieure [306].

1.2.5.3  Hu-CD34
L’alternative a ’humanisation par transfert adoptif de PBMC est 1’utilisation de cellules
souches hématopoiétiques (HSC) exprimant le marqueur CD34. Contrairement a 1’approche par

PBMC, lutilisation de HSC implique une substitution des cellules murines des niches
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hématopoiétiques par irradiation subléthale de 2Gy suivie de I’injection des HSC humaines
quelques heures plus tard. L’irradiation des souris a faible doses permet la mobilisation des
cellules souches des niches hématopoiétiques (moélle osseuse) afin de libérer celles-ci pour la
greffe des cellules humaines. Les HSC sont isolées de différentes sources comme le sang de
cordon ombilical, la moelle osseuse, le foie feetal et le sang périphérique a la suite d’un
traitement de mobilisation de cellules souches avec le facteur stimulateur de colonies de
granulocytes (G-CSF) [303, 307]. Ce processus mene a 1’émergence de cellules immunitaires
humaines dés les premicres semaines, mais un délai de 8§ a 12 semaines est généralement
nécessaire a l’obtention de niveaux suffisant de reconstitution immunitaire humaine.
Contrairement aux mode¢les Hu-AT, on observe chez les souris Hu-CD34 une reconstitution a
long terme des animaux avec un répertoire cellulaire étendu (cellules B, T et APC stables),
améliorée davantage avec I’utilisation de lignées murines exprimant des cytokines
hématopoiétiques humaines [308, 309]. La diversité du répertoire de TCR reconstituée avec de
tels modéles a ét¢ démontrée comme équivalent a celle retrouvée chez I’humain [304, 310].
Toutefois, bien que ces cellules soient diversifiées, le processus de maturation thymique est
altéré dans ces modeles puisque le thymus, siége de la maturation des lymphocytes T, est
d’origine murine et les processus de maturation y sont déficients. Par conséquent, bien que
présente, les réponses cellulaires autologues et allogéniques (la reconnaissance du non-soi au

sein d’une méme espéce) médiée par le HLA est imparfaite dans ces animaux [304, 311].

1.2.54  Hu-BLT

Afin d’améliorer le niveau de reconstitution et de maturité des cellules humaines dans un
hote murin, I’approche ultime a ce jour est le modele d’humanisation moelle osseuse, foie,
thymus (Hu-BLT). Cette approche est similaire aux modéles Hu-CD34 avec 1’ajout de
I’implantation chirurgicale sous la capsule rénale de fragments de thymus feetaux — avec ou sans
fragments de foie autologue — chez des souris immunodéficientes préalablement irradiées. On
procede ensuite a I’injection des HSC isolées a partir du foie feetal du méme donneur (thymus,
foie et HSC autologues) comme dans le modele Hu-CD34. Ainsi, la maturation des cellules T a
lieu au sein d’un organoide thymique humain autologue. Ce type de modeles présente un niveau

de reconstitution soutenus et une maturation supérieure aux modeles Hu-CD34 sans thymus
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humain et est d’ailleurs le seul modéle humanisé capable de reconstituer le SI des muqueuses
murines [312, 313]. L’amélioration de fonctionnalité du SI dans ces souris entraine toutefois
une augmentation du phénotype d’épuisement immunitaire au fil du temps dans les souris Hu-
BLT [311] et une accélération du processus de GVHD xénogénique et donc une fenétre d’étude
raccourcie comparativement aux modeles Hu-CD34. On observe donc la une maturité du SI
humain vers 8-10 semaines et un début des GVHD en moyenne vers 20 semaines post-
reconstitution. Aussi, bien que les modeles Hu-BLT soient aptes a monter une réponse humorale
anti-virale, celle-ci demeure restreinte a une réponse primaire IgM sans maturité¢ d’affinité
[314]. Cela suggere une inaptitude des cellules B a maturer, probablement a cause de 1’absence
ou du manque d’organisation des organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques et
rate). Ces déficiences peuvent aussi avoir un impact sur la réponse anti-tumorale adaptative a
long terme. Cependant, les modéles Hu-BLT reposent sur 1’utilisation de matériel biologique
d’origine feetal peu accessible et nécessite une expertise chirurgicale avancée, ce qui restreint

leur utilisation.
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Tableau 1.5 Propriétés des modeles précliniques d'humanisation immunitaire en immuno-

oncologie

Hu-PBMC

Hu-CD34

Hu-BLT

Injection de cellules
sanguines matures

Injection de HSC,
souvent de cordon
ombilical, apres
irradiation subléthale
de I’hote

Injection de HSC de
foie feetal apres
irradiation subléthale
de I’hote et
implantation de
fragments thymique
sous la capsule
rénale

Rapide et facile
d’acces

Bonne reconstitution
des T effecteurs et
mémoire et Treg
Systéme immunitaire
mature
Reconstitution de
multiples lignées
hématopoiétiques (B,
T, APC, possibilité de
my¢éloides et NK)
Fenétre d’étude
étendue di a la
reconstitution plus
lente (>15 semaines)
xéno-GVHD tardive

Reconstitution d’un
systéme immunitaire
relativement complet
Maturation des
cellules T sur thymus
humain autologue
Reconstitution plus
rapide et complete
que Hu-CD34
Fenétre d’¢étude
relativement longue
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Xeno-GVHD rapide
(fenétre d’étude ~4
semaines)
Reconstitution
essentiellement des
cellules T

Peu d’APC

D¢élai de reconstitution
(10-15 semaines)
Acces aux HSC plus
restreint que PBMC

SI maturé sur thymus
murin

Faible reconstitution et
mobilisation des
cellules
polymorphonucléées,
globules rouges et
plaquettes humaines
Acces au matériel
biologique et expertise
chirurgicale

Délais de reconstitution
(8-12 semaines)
Xéno-GVHD a moyen
terme (fenétre d’étude
~8-10 semaines)



1.3 Cellules stromales mésenchymateuses

De nombreux traitements peuvent avoir des impacts — désirables ou non — sur la réponse
immunitaire. Parmi ceux-ci, on retrouve notamment les cellules stromales mésenchymateuses
multipotentes (MSC) ayant des propriétés immunomodulatrices bien connues mais dont

I’impact sur la croissance tumorale demeure controverseé.

1.3.1 Définition

La grande hétérogénéité des MSC ainsi que de leurs méthodes d’isolation et d’expansion
ont incité 1’élaboration de critéres minimaux afin de définir cette population cellulaire par la
Société internationale de thérapie cellulaire (ISCT). On définit ainsi les MSCs avec les critéres

suivants :
1) des cellules adhérentes au plastique

2) exprimant les marqueurs de surface CD105, CD73 et CD90, dépourvus des marqueurs

hématopoiétiques CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 et HLA-DR (ou HLA 1II)

3) capables de différenciation en lignées ostéoblastique, adipocytaire et chondroblastique

in vitro [315].

1.3.2 Différentes sources de MSCs

On retrouve des cellules possédant le phénotype MSC avec des proportions variables dans
la plupart des tissus chez le foetus comme chez 1’adulte, probablement di a leur rdle dans la
réparation tissulaire (discuté plus loin). Chez la souris, des populations de type MSC ont été
isolées dans le cerveau, la rate, le foie, les reins, les poumons, la moelle osseuse, les muscles, le
thymus et le pancréas [316]. Or, certains tissus sont plus intéressants pour la récolte d’une
quantité suffisante de cellules d’un point de vue clinique. Historiquement, les MSC furent
d’abord isolées dans la moelle osseuse [317] comme étant la population responsable de la source
de progéniteurs ostéogéniques et ne présentant aucune activité hématopoiétique. Depuis, des

quantités importantes de MSC ont pu étre isolées a partir de différents tissus de fagon moins
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invasive. On en retrouve notamment une quantité¢ importante dans le tissu adipeux [318, 319],
le sang de cordon ombilical [320] et le cordon ombilical lui-méme, particulierement dans la
gelée de Wharton [321]. Bien que répondant toutes aux critéres décrits par I’ISCT, les propriétés
des cellules issues des différents tissus se sont toutefois avérées légerement variables, par
exemple le taux d’expansion supérieur des MSC de sang de cordon par rapport aux MSC issus
de la matrice du cordon ombilical [322, 323], le profil sécrétoire différent entre les MSC de
moelle osseuse et de tissu adipeux [324], ’incapacit¢ des MSC de cordon ombilical a se
différencier en fibroblastes associés au cancer [325], etc.. Puisqu’a ce jour aucun consensus n’a
¢été obtenu sur la meilleure source de MSC, des cellules de moelle osseuse, de tissu adipeux et

de cordon ombilical sont toutes utilisés en clinique.

1.3.3 Propriétés et fonctions connues
Les MSC présentent un nombre important de caractéristiques qui en font des outils
thérapeutiques intéressants. Outre la facilité avec laquelle elles peuvent étre isolées et amplifiées
in vitro afin de générer des quantités suffisantes pour un usage en thérapie, elles présentent aussi

des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles favorables a leur utilisation.

1.3.3.1 Propriétés immunitaires
Tout d’abord, les MSC sont peu immunogenes de nature. Elles expriment peu de HLA-I
et n’expriment pas de HLA-II ni de récepteurs de costimulation CD80 et CD86 [326]. Elles sont
donc tres résistantes a 1’élimination immunitaire, ce qui en permet 1’utilisation allogénique en

clinique, facilitant ainsi le processus de production.

Outre leurs propriétés immunitaires intrinséques, une des propriétés principales des MSC
est leur fort potentiel immunomodulateur. Bien que les mécanismes impliqués ne semblent pas
avoir €té completement €lucidés, le potentiel immunosuppresseur des MSC est connu depuis
longtemps tant in vitro qu’in vivo [327]. Les MSC suppriment la réponse immunitaire
principalement via des mécanismes paracrines. En effet, il a ét¢ démontré qu’elles sécretent une

multitude de facteurs solubles immunosuppresseurs comme le lactate, 1’IDO, le PGE2, I’oxide
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nitrique (NO), le facteur de croissance hépatique (HGF), le HLA-GS5, I’'IL-10 et le TGF-J [328,
329]. Ces facteurs ainsi que les mécanismes dépendant du contact direct des MSC avec les
cellules immunitaires ont ét¢ démontrés comme inhibiteurs de la prolifération, la maturation et
la fonction de cellules B, T, NK, macrophages et DC ainsi que pour induire les Treg [329-334].
La stimulation du phénotype sécrétoire immunosuppressif a aussi été observée a la suite de
I’exposition aux cytokines pro inflammatoires IFNy et TNFa permettant de potentialiser la

réponse immunosuppressive spécifiquement aux sites d’inflammation [335, 336].

1.3.3.2  Migration vers les sites d’inflammation

Une autre propriété supposée des MSC est leur capacité de migration aux sites
d’inflammation. En effet, il a été observé que les MSC démontrent un tropisme vers les sites
d’inflammation, probablement afin de promouvoir la réparation de dommages tissulaires.
Décrite initialement en 2003 [337], plusieurs hypothéses ont été suggérées afin d’expliquer cette
capacité migratoire. Les MSCs expriment un grand nombre de récepteurs aux chimiokines et le
facteur dérivé de cellules stromales 1 (SDF-1 ou CXCL12) apparait comme une des chimiokines
impliquées dans ce processus via son récepteur CXCR4 a la surface des MSC [338-340].
D’autres chimiokines suggérées pour le recrutement de MSC au site d’inflammation sont
notamment CCL21, favorisant aussi la différenciation des MSC in situ [341] et la protéine du
complément Clq servant d’agent chimiotactique et potentialisant ’efficacit¢ du SDF-1 en

augmentant I’expression de CXCR4 [342].

1.3.3.3  Différenciation et réparation tissulaire
La capacit¢ des MSC a se différencier en différents types cellulaires est 1’une des
caractéristiques principales. Leur potentiel de différenciation est toutefois généralement
supérieur aux critéres minimums établis et s’étend au-dela des lignées mésodermiques que sont
les ostéoblastes, chondroblastes et adipocytes. En effet, différents groupes de recherche ont
observé leur aptitude a se différencier en lignées endodermiques (cellules musculaires et
epithéliales) et neurectodermiques (neurones, astrocytes) [343-346] (Figure 1.14). Une

explication possible pour cette capacité est I’origine neuroépithéliale et de la créte neurale d’une
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portion des MSC lors du développement [347]. La diminution d’un tel potentiel de
transdifférenciation avec I’age a toutefois été décrit [347], favorisant potentiellement
I’utilisation de MSC d’origine feetale pour ces applications. La transdifférenciation désigne la
différenciation dans un type cellulaire provenant d’une lignée germinale différente de celle de
la cellule sans passage par une phase de dédifférenciation. Les mécanismes de ce processus sont

méconnus.
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Figure 1.14 Potentiel de différenciation des MSC

Schématisation de la capacité d’auto-renouvellement (fleche courbée), de différenciation en
lignées mésodermiques (fleches droites pleines) et de transdifférenciation en lignées
endodermiques et ectodermiques (fleches pointillées). Tiré¢ de Ucelli ef al. [348].

Ces propriétés de différenciation combinées a la capacité de migration aux sites
d’inflammation ont contribué a I’hypothese du role des MSC dans la réponse aux dommages et
la réparation tissulaire. En effet, la capacité de réparation tissulaire des MSC a ét¢ démontrée
pour de nombreuses conditions de blessure ou de maladie comme 1’osteogenesis imperfecta

[349], le diabete [350], I’infarctus du myocarde [351], plusieurs désordres neurologiques [352],
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des dommages aux poumons [353] et des pathologies rénales [354]. La plupart des études ont
cependant démontré que la transdifférenciation des MSC semble ne jouer qu’un réle marginal
dans le processus de réparation tissulaire comparativement aux mécanismes paracrines [355].
La nature de ces mécanismes paracrines étant spécifique aux tissus touchés, il serait trop long
d’en faire 1I’énumération ici, mais la sécrétions de cytokines favorisant 1’angiogenése et de

particules exosomales semblent instrumentaux a ce processus [356].

1.3.4 Applications thérapeutiques

Grace a ces propriétés biologiques comme I’immunosuppression, la localisation aux sites
d’inflammation et un fort phénotype sécrétoire, les MSC font d’excellents candidats pour la
thérapie cellulaire de certaines afflictions pour lesquelles peu d’approches pharmacologiques se
sont montrées efficaces. Au-dela des maladies congénitales de 1’os, du diabéte, des afflictions
cardiaques, des troubles neurologiques ainsi que des dommages aux poumons et aux reins cités
plus haut, ’impact des MSC a été évalué notamment pour le traitement de I’ostéoarthrite [357]
et d’autres pathologies de 1’os et des articulations [358], d’insuffisance hépatique [359], de la
sclérose en plaques [360], de la maladie de Crohn [361], de GVHD [362] ainsi que pour
I’amélioration de la prise de greffe lors de transplantations de moelle osseuse [363] et d’organes
solides [364]. Ainsi, al’¢té 2019, plus de 600 essais cliniques utilisant des MSC ¢étaient en cours

ou complétés (clinicaltrials.gov).

1.3.5 MSC dans le cancer

Les propriétés des MSC sur la croissance tumorale sont beaucoup plus controversées,
quant a elles. Plusieurs revues a ce sujet ont soulevé les nombreuses études contradictoires quant
a I’impact des MSC sur la croissance tumorale [365-367]. Plusieurs mécanismes ont été avancés
pour expliquer de tels résultats. Parmi ceux-ci, on dénote la promotion de I’angiogenése et le
support vasculaire — notamment par I’expression de VEGF et SDF-1 [368] et la différenciation
en péricytes [369] — bien que d’autres études aient observé une inhibition angiogénique in vitro
des MSC se traduisant en une inhibition de croissance de mélanomes in vivo [370]. La capacité
des MSC, sauf celles provenant de cordon ombilical [325], & se différencier en fibroblastes

associés au cancer (CAF) en réponse au microenvironnement tumoral a aussi été suggérée
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comme un facteur de promotion tumorale puisque ceux-ci sont reconnus pour alimenter cette
croissance [371]. Les MSC exerc¢ant la plupart de leurs effets via des mécanismes paracrine, on
peut suspecter que ceux-ci soient importants aussi dans leur potentiel de modulation tumorale.
Ainsi, I’'impact de nombreux facteurs sécrétés ou induits par les MSC a été démontré comme
promouvant la croissance tumorale (ex. lactate, IDO1, PGE2, NO, HGF, TGF-$, IL-10, HLA-
G5 [180, 231, 372-376]) ou la métastase (CCLS [377]) alors que d’autres composés ont
démontré un effet anti-tumoral (ex. la protéine dickkopf-1 [378] inhibant la voie B-catenin). La
sécrétion de grandes quantités de vésicules extracellulaires contenant différents facteurs et micro
ARN a aussi été impliquée dans des mécanismes pro- et anti-tumoraux [366, 379]. Finalement,
le potentiel immunosuppressif des MSC est bien connu, toutefois les études d’impact de cette
immunosuppression sur la croissance tumorale sont rares, spécialement dans un contexte
humain. Or I’immunosuppression étant généralement associée a une plus grande incidence et
agressivité des Iésions cancéreuses, il est fort probable qu’il s’agisse d’un mécanisme important

de promotion tumorale par les MSC.

Avec I’accumulation des études a ce sujet, la balance semble pencher vers un effet pro-
tumoral des MSC sur la prolifération, 1’invasion et la métastase. Or, la parution continue
d’études démontrant une inhibition de croissance tumorale en réponse a I’administration de

MSC rappelle la complexité des systémes biologiques et I’importance du contexte expérimental.
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LOA from Phase I

1.4 Hypothese et objectifs

Selon les plus récentes analyses sur 1’industrie du médicament, on constate que bien que
le cancer soit la pathologie contre laquelle le plus de nouvelles thérapies sont testées, le taux
d’approbation de celles-ci était de loin le plus faible de 1’industrie entre 2006 et 2015 (5.1% vs
9.6% en moyenne) avec des performances particuliérement déplorables en phase I (24.6% vs
30.7% en moyenne) et phase III (40.1% vs 58.1% en moyenne). Le portrait est pire en cancers
solides qu’en cancers hématologiques [380] (Figure 1.15). A la lumiére de ces informations, un
constat semble clair : les modeles actuels sont peu aptes a prédire la réponse clinique a de

nouvelles thérapies chez I’humain.
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Figure 1.15 Taux d'approbation de nouvelles thérapies en oncologie

Evaluation comparative des probabilités d’approbation (LOA) de nouvelles thérapies dans
différentes catégories d’indications. A) LOA global a partir de I’entrée en phase clinique I et B)
Détail des taux de succes d’études cliniques de phase III en oncologie par famille d’indication.
Les encadrés rouges indiquent les valeurs d’intérét. Adapté de Thomas et al. [380]

La tendance vers I’'immunothérapie du cancer entraine de surcroit de nouveaux défis pour
la modélisation préclinique : comment modéliser le microenvironnement immunitaire tel que
retrouvé en clinique dans un modele animal? En effet, la réponse immunitaire d’un patient
contre sa propre tumeur — de I’élimination a I’évasion en passant par la phase d’équilibre, selon
le principe d’immunoédition (1.2.1 Théorie de I’'immunoédition tumorale) — implique une
réponse autologue treés fine. La modulation de cette réponse chez le patient nécessite par
conséquent 1’utilisation de mod¢les précliniques capables de récapituler les phases critiques de
ce processus. Différentes approches ont été tentées afin de répondre a cette problématique, par

exemple la combinaison de PDX avec soit les PBMC ou les HSC du donneur original [381] ou
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I’assortiment des donneurs par typage HLA [382]. Or, ces approches sont logistiquement tres
restrictives ou imparfaites de nature. De plus, I'utilisation de PDX ou de lignées tumorales
implique qu’une immunoédition ait déja eu lieu chez le patient, générant des tumeurs

naturellement plus résistantes a la réponse immunitaire.

Au cours des derni¢res années, afin de contourner ces problématiques, nous avons
développé des modeles précliniques pour I’immuno-oncologie ou tumeurs et SI sont humains,
autologues et issus de donneurs sains. L’objectif principal de cette thése est donc de démontrer
le potentiel préclinique de ces modéeles innovateurs en répondant aux objectifs spécifiques

suivants :

e Evaluer la possibilité de générer plusieurs lignées tumorales représentatives in vivo a partir
d’un seul donneur sain a la suite de la différenciation de cellules iPSC normales. (Article 1)

e Démontrer I'impact d’un systéme immunitaire autologue sur I’émergence et la croissance
in vivo des différentes lignées tumorales. (Article 1)

e Démontrer la faisabilité d’utiliser ces modéles pour évaluer I’efficacité d’immunothérapies
ciblées (Article 1)

e Utiliser cette approche pour déterminer si I’effet immunomodulateur des MSC influe sur la

croissance tumorale. (Article 2)
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Chapitre2 :  Résultats

2.1 Premier article : présentation du modele

Moquin-Beaudry G., Benabdallah B., Le O., Li Y., Colas C., Raggi C., Ellezam B., McCallum
M., Guimond J.V., Paganelli M., Haddad E., and Beauséjour C. (unpublished).

Development of novel preclinical humanized mouse models in immuno-oncology.

Article original en préparation



Development of novel preclinical humanized mouse models in
immuno-oncology

Gaél Moquin-Beaudry'?, Basma Benabdallah!, Oanh Le', Yuanyi Li', Chloé Colas'?,
Claudia Raggi', Benjamin Ellezam*’, Marie McCallum'®, Dorothée Dal Soglio®’, Jean V.

Guimond?®, Massimiliano Paganelli'>*!°, Elie Haddad"*!°, Christian Beauséjour'-**

ICentre de recherche du CHU Sainte-Justine

2 Département de pharmacologie et physiologie, *Département de microbiologie,
immunologie et infectiologie, “Département de neurosciences, °Département de biologie
moléculaire, Département de pathologie et biologie moléculaire, Faculté de Médecine,
Université de Montréal

" Département de pathologie, CHU Sainte-Justine, Université de Montréal
8 CIUSSS du Centre-Sud-de-1’Tle-de-Montréal, Québec,Canada

 Division of Gastroenterology, Hepatology and Nutrition and Pediatric Liver
Transplantation Program at CHU Sainte-Justine, Université de Montréal

10 Département de pédiatrie, CHU Sainte-Justine, Université de Montréal

* Correspondence:

Christian Beauséjour PhD

CHU Ste-Justine, 3175 Coéte Sainte-Catherine
Montréal, Québec, Canada, H3T 1C5
(Phone) 514-345-4931 x4385

e-mail: c.beausejour@umontreal.ca

80



ABSTRACT

Modeling the tumor-immune cell interactions in humanized mice is complex and limits
drug development. Here, we generated easily accessible autologous tumor models by first
transforming primary skin fibroblasts and iPSC-derived hepatocytes or neural cell lines obtained
from healthy donors. These engineered tumors cells were then injected in immune-deficient
mice previously reconstituted with fetal hematopoietic stem cells (HSCs) and autologous
thymus tissue (Hu-BLT) or following the adoptive transfer of immune cells (Hu-AT) collected
from the same donors. Our results showed that tumors were efficiently recognized by autologous
immune cells in both humanized mouse models. Characterization of tumor immune infiltrates
revealed high expression levels of the dysfunction markers Tim3 and PD-1 in T cells and an
enrichment in regulatory T cell suggesting rapid establishment of an immunosuppressive
microenvironment. Inhibition of PD-1 by Nivolumab in Hu-AT mice did not significantly
improved tumor clearance despite increasing immune cell infiltration. We also showed the in
vitro efficacy of chimeric antigen receptor (CAR) T cells at killing autologous iPSC-derived
transformed neural progenitor cells expressing the tumor specific antigen GD2. We expect our
models will facilitate preclinical studies and validation of autologous cancer immunotherapies

across a range of different tumor cell types.

195 words

Key words: Autologous tumors, humanized mice, iPSC, cancer immunotherapy
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INTRODUCTION

Cancer drugs have the worst likelihood of approval when compared to the rest of the
industry [1]. This situation underlines the need for better preclinical models to emulate clinical
conditions in a reliable manner [2]. This is particularly true in the era of immuno-oncology,
where cancer is no longer viewed as a cell-autonomous disease. Instead, the whole tumor
microenvironment, especially the host’s immune system, is now viewed as a modulator of
cancer development and elimination through cancer immunoediting mechanisms [3, 4]. While
classical cancer therapies have been shown to indirectly promote anticancer immune
response [5, 6], new immunotherapies such as checkpoint blockade inhibitors, vaccination or
chimeric antigen receptor (CAR) cell therapy aim at enhancing, potentializing or inducing the
host’s anti-tumor immune response. However, very few preclinical models manage to provide
a relevant immunological environment where human tumors are confronted with autologous

immune cells.

Genetically engineered mouse models of cancer are valuable platforms but their
translational potential is limited by genetic and physiological differences between mice and
humans [7, 8] and historically have demonstrated poor translational robustness [9]. This led to
the development of various chimeric mouse models that use immunodeficient mice
NOD/SCID/IL2Ry™!" (NSG) as vessels for human tumor growth. For example, while patient-
derived xenograft (PDX) models are very potent tools to study established immune system-
evading tumors, their use as preclinical platform has some caveats such as maintenance, genetic
drift and most importantly their difficult combination with an autologous immune system. Some
recent studies have tackled this issue by combining PDX with patient-derived hematopoietic
stem cells (HSCs) or reinfusion of in vitro-expanded tumor-infiltrating lymphocytes [10, 11].
However, the reliance on patient-derived immune cells limits the accessibility and scalability of
such models. Similarly, while cancer cell lines are easy to use, they are debatably reproducible
[12, 13] and suffer the same complexities when it comes to studying autologous tumor-immune
system. To address this, HLA matching has been successfully attempted but remains technically

challenging [14].
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Multiple approaches of mouse humanization are currently being used [15]. In humanized
adoptive transfer (Hu-AT) models, mature and functional peripheral blood mononucleated cells
(PBMCs) from donors are injected to immunodeficient mice for rapid and efficient
reconstitution, albeit at the cost of a rapid graft versus host disease (GVHD) onset [16].
Alternatively, humanization models using HSCs provide a long term robust human lymphocyte
reconstitution [17, 18]. However, effector T cells are trained on murine thymic tissue, making
it hard to distinguish specific autologous T cell reactions. To address this, humanized bone
marrow/liver/thymus models (Hu-BLT) employ fetal liver-derived HSCs with surgical
implantation of autologous thymic tissue under the renal capsule for improved T cell maturation

[19, 20].

Here we propose an approach combining the flexibility of cancer cell lines by
transforming primary fibroblasts or iPSC-derived cells with a set of define proto-oncogenes with
the easy access to autologous immune cells from healthy donors. Using either Hu-BLT or Hu-
AT mice, we have developed flexible and accessible preclinical models that are uniquely

positioned to study immune-naive tumors in an autologous immune setting.

RESULTS

Fibroblast-derived tumors are partially rejected by autologous immune cells

following adoptive transfer in mice

In order to establish tumor models with an easy access to autologous immune cells, we
first choose to generate tumor cell lines from skin fibroblasts derived from healthy adult donors.
Transformation of fibroblasts was achieved by successive lentiviral transductions of hTERT,
SV40ER and HRas"!? genes which were shown to efficiently transform human cells [25]. These
tumor cells were also tagged with the mPlum fluorescent marker for in vivo imaging and
hereinafter designated 4T cell lines. The subcutaneous injection of tumor cells in the flank of

NSG-SGM3 mice lead to the formation of tumors in all mice within 3-4 weeks (Fig. 1A). As
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previously reported by our lab[26], partial to complete tumor rejection was observed in
autologous Hu-AT mice (Auto-AT) suggesting a potent but insufficient immune response (Fig
1A, B). Flow cytometry analysis of the immune infiltrate of still growing tumors showed
multiple immune cell populations, mostly restricted to T and NK cells (Fig. 1C and S1).
Differential clustering analysis between human circulating and tumor-infiltrating immune cells
(hTIIC) suggests that the tumor microenvironment can significantly alter the immune phenotype
(Fig. 1C right). For examples, tumors were enriched for CD14" cells and immunosuppressive
CD4"CD25'CDI127 Treg cells while depleted of effector CD56" cells, CD8" T cells and
CD45RO+ effector memory T cells (Fig. 1D). However, no significant change in the proportion
of dysfunctional T cells was found, with all mice showing high levels of dysfunctional cells in
both blood and the tumor environment (Fig. 1F). We also observed variations in the expression
level (as detected by mean fluorescent intensity) of the exhaustion markers Tim3 and PD-1 on
T cells in both blood and tumors (Fig. 1E). These results suggest that while immune-naive
tumors are efficiently recognized by autologous immune cells, tumors are quickly able to induce

an immunosuppressive microenvironment and avoid complete elimination in most cases.

Anti-PD-1 immunotherapy in autologous Hu-AT mice leads to increased immune

infiltration

We next investigated, as a proof of concept, if autologous Hu-AT mice bearing
fibroblastic tumors were sensitive to immunotherapy using the anti-PD-1 antibody Nivolumab.
This is justified by the fact that our tumors were shown to express high levels of PDL1 (data not
shown). Our results showed a slight but not significant improvement in tumor rejection upon
treatment with Nivolumab (Fig. 2A). Flow cytometry analysis of the human immune
compartment in these mice revealed that Nivolumab did not significantly affect immune
population profiles either in blood or within tumors as shown by highly overlapping populations
in tSNE dimensionality-reduction plots (Fig.2B). Only CD3'CD56" NK cells seemed to
decrease in abundance in blood samples of Nivolumab-treated animals (Fig. 2B, Blue-rich

cluster in left panel). However, a significant increase in human CD45" infiltration within tumors
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was observed in Nivolumab-treated animals (Fig. 2C top left) and was confirmed by
immunofluorescent staining (Fig. 2D). In all conditions, nearly all human infiltrating immune
cells were CD3™ T cells (Fig 2C top second from left). No specific population enrichment was
observed within the hTIC compartment in Nivolumab-treated animals. Phenotypically,
infiltrating T cells were also largely similar between animal groups with only PD-1 staining
varying significantly, presumably as a staining artifact due to steric interference by residual
circulating Nivolumab. Interestingly, Nivolumab-treated animals showed high levels of
Tim3"PD-1" dysfunctional T cells within tumors compared to blood samples. This may suggest
a quicker PD-1 turnover and/or T cell activation/proliferation within tumors than in circulation
after Nivolumab infusion. Alternatively, an inefficient distribution of Nivolumab inside tumors
may account for this observation. Overall these results suggest the injection of Nivolumab in
mice harboring PDL1+ tumors can increase the infiltration of T cells but this had no significant

impact on tumor growth in an immunosuppressive environment.

Fibroblast-derived tumors are partially rejected in autologous Hu-BLT mice

We next wanted to measure the immunogenicity of our 4T fibroblasts in Hu-BLT mice
which allow for a more robust reconstitution of diverse functional immunological
compartments. Using the same methodology as above, we observed that Hu-BLT mice were
also able to partially or completely reject both allogeneic and autologous subcutaneous 4T
tumors derived from fetal skin fibroblasts (Fig. 3A). As expected, allogeneic tumors were more
efficiently inhibited than autologous tumors in Hu-BLT mice (Fig. 3A and 3B). However, flow
cytometry analysis of the human immune compartment (Fig. 3C, 3D and S2) revealed no
phenotypic variations in circulating human blood cells between mice harboring Auto- and Allo-
tumors (Fig. 3C left and 3E). hTIIC of non-eliminated tumors displayed similar population
clustering with a slight but significant enrichment of CD8" cells and concomitant reduction in
CD4" cells in Auto-BLT tumors (Fig. 3C right, 3D and 3E). As observed in Auto-AT mice,
major phenotypic variations between circulating and tumor-infiltrating human immune cells
were observed for both Auto- and Allo-BLT mice (Fig. 3C, 3D, 3E). However, while hTIIC
displayed a marked increase in in CD4"CD25"CD127 Treg cells and in PD-1 and Tim3
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expression, circulating T cells did not show any sign of exhaustion in opposition to what we
observed in Auto-AT mice (Fig. 3D, 3E). Yet, most tumors were eventually able to escape the
immune response in Hu-BLT mice suggesting they can also induce an immunosuppressive
microenvironment that cannot be overcome despite the absence of exhaustion in circulating

blood T cells.

Transformation of iPSC-derived hepatocyte-like cells leads to tumor formation and

partial rejection in autologous Hu-AT mice

To generate alternative tumor models that can be used in a humanized setting, we set out
to transform iPSC-derived cells from healthy donors. First, hepatocytes were differentiated
using a previously described protocol (schematized in Fig. 4A). We initiated the transformation
process using SV40ER at different timepoints in the cell differentiation process which led to the
formation of growing colonies. These colonies were then transduced with HRasV!? and hTERT
lentiviral particles after the differentiation protocol was complete (Fig.4A). We tried
transforming cells at day 16, 22 and 30 of the differentiation protocol and observed the
transformation potential of the cells was overall very limited with only a limited number of
colonies formed at day 16 and rare foci at day 22. It was not possible to transform cells at day
30 suggesting in vitro transformation using SV40ER is possible only in a subset of poorly
differentiated cells and likely requires cells to maintain a proliferation potential which is lost in

the differentiation process.

Characterization by qPCR of untransformed induced hepatic cells (iHep) showed these
cells express markers of hepatic differentiation (hepatoblast-associated alpha fetoprotein (AFP),
hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4A), albumin (Alb) and asialoglycoprotein receptor 1
(ASGR1)) at generally comparable levels compared to the control HepG2 hepatocellular
carcinoma cell line (Fig. 4B). Upon transformation of iHep (iHep 4T), the expression of most
markers was decreased (except for cholangiocyte-associated cytokeratins 19 and 7) suggesting
either that transformation induced dedifferentiation of the cells or that transformation occurred
more efficiently in less differentiated progenitors. When injected intrahepatically, iHep 4T cells

formed circumscribed tumors with entrapped liver parenchyma and mixed sarcomatoid
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components (Fig. 4C left). Tumor cells were highly mitotic, undifferentiated, pleomorphic and
occasionally hyperchromatic with some polynucleated cells and ill-defined cell borders (Fig. 4C
right). AFP staining was weakly positive in vitro when compared to the control HuH-6
hepatoblastoma cell line but negative in vivo (Fig 4D, top), Alb expression was strongly positive
in vitro and weakly positive in vivo (Fig. 4D, center) and HepParl staining was negative in vitro
and in vivo (Fig. 4D, bottom). Pathology examination suggests that iHep 4T tumors resemble

undifferentiated embryonic sarcoma of the liver [27].

Interestingly, as observed with fibroblastic 4T cell lines, the intrahepatic injection of iHep
formed tumors in all animals with similar kinetics. The addition of 5x10° autologous PBMCs
and granulocytes was enough to partially or completely reject iHep 4T tumors in NSG-SGM3
mice (Fig. 4E). These results suggest it is possible to generate hepatic-like tumors and that these

tumors are immunologically detected in Auto-AT mice.

iPSC-derived NSC tumors recapitulate high grade glioblastoma and are partially

rejected in Auto-AT mice

To further explore the flexibility of our models we initiated the transformation of iPSC-
derived neural stem cells (iNPC) and astrocytes (iAstro). Cells were differentiated as shown in
Fig 5A and characterized for their expression of differentiation markers nestin and glial fibrillary
acidic protein (GFAP) respectively (Fig. S3). The transformation of iNSC and 1Astro lead to the
generation of highly aggressive tumors when injected orthotopically in NSG-SGM3 mice (Fig.
5B). As few as 1.5x10° iAstro cells were enough to consistently generate tumors within 3-4
weeks. iINSC 4T tumors also formed highly undifferentiated tumors in NSG-SGM3 mice (Fig.
5B top), however the histopathology was inconclusive in characterizing them as classical GBM.
They were nonetheless highly proliferative tumors with prominent growth along Virchow-
Robin spaces but with a limited diffuse infiltration and a distinctive accumulation near the
dentate gyrus in all animals (Fig 5B top). iAstro 4T tumors were also highly proliferative and
displayed a more conspicuous diffuse infiltration, parenchymal entrapment and ventricular and
leptomeningeal dissemination along with extensions in the Virchow-Robin space. Variable

anaplasic features and a significant involvement of reactive astrocytes were also observed (Fig
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5B middle and bottom). Morphologically, iAstro 4T tumors were polymorphic and harbored
multiple characteristic structures such as myxoid material, pre-necrotic cells, karyorrhexic
nuclei, cellular monstruosities/giant cells and some regions akin to giant cell and epithelioid
GBM. Immunophenotypically, iAstro 4T tumors were strongly vimentin- and moderately
cytokeratin AE1/AE3-positive (Fig. 5C left column) and lacked expression for MAP2 and S100
(Fig. 5C). Olig2, CD56, desmin and cytokeratin 19 were also found to be negative in these
tumors (data not shown). Consistent with a previous study using a similar transformation

approach, in vivo tumors lacked GFAP expression despite in vitro expression [28](Fig. S3).

When injected in Auto-AT mice, both iNSC and iAstro 4T orthotopic tumors were highly
infiltrated by hCD45 cells (Fig. 5D) which were mostly CD8 T cells (Fig S5). Little or no
infiltration was observed in surrounding tissue suggesting a specific T cell-mediated anti-tumor
response. As observed with our other tumor types, iNSC and iAstro 4T tumors were partially
rejected (Fig. SE and S5). These results demonstrate it is possible to transformed iPSC-derived
neural cell lines and that these cells are infiltrated by autologous immune cells upon orthotopic

injection in the brain of Hu-AT mice.

GD2 expression by iNSC tumors is not predictive of their immunogenicity against

autologous anti-GD2 CAR T cells

We unexpectedly observed that iNSC specifically acquired expression of the tumor
specific antigen GD2 disialoganglioside and that such expression was maintained after cellular
transformation (Fig.6A). Moreover, INSC 4T tumors also retained GD2 expression in vivo while
1Astro 4T tumors were negative. The reason for such expression is unknown but it allowed us
to test whether tumor-autologous chimeric antigen receptor T cells (CAR-T) could be generated
against GD2 and specifically kills these tumor cells. Due to low CAR transduction efficiency in
T cells (approximately 20%), we used high effector:targets ratios (2.5:1, 10:1, 20:1) that resulted
in high background cytotoxicity for T cells alone. Surprisingly, while donor #1 iNSC 4T showed
high levels of GD2 expression, CAR-specific cytotoxicity was barely improved vs. T cell
control (Fig.6C top). However, no significant cytotoxicity was observed in GD2 negative cells

from the same donor (in this case iPSC-derived endothelial cells). At the opposite, donor 2
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showed a significant CAR-specific killing (Fig.6C bottom) despite that only about 5% of the
target cells were expressing GD2 (Fig. 6A). Higher T cell cytotoxicity was however observed
in both iNSC and GD2 negative primary fibroblasts. Although these results need to be repeated
with iNSC 4T cells derived from other iPSC clones and donors, these preliminary results suggest

GD2 expression is insufficient to predict effective killing by anti-GD2 CAR T cells.

Discussion

In this study, we presented new models for the preclinical testing of cancer
immunotherapeutic approaches by generating genetically-defined tumor cell lines from primary
or iPSC-derived cells combined with autologous immune humanization of mice. In addition to
be highly homogeneous to assure high reproducibility, these naive tumors have not undergone
immunoediting events that could interfere with primary immune rejection. While these models
may represent a limitation for studying cancer resistance, they could be highly advantageous for
whoever is interested in evaluating the intrinsic efficacy of novel immunotherapies or validate

new targets.

In the transformation process of primary and iPSC-derived cell lines, we observed that the
aggressive 4T transformation approach (SV40ER/HRas"'>/hTERT) systematically lead to fast-
growing, aggressive and highly undifferentiated tumors. However, we noted the inability of this
approach to transform quiescent cells in vitro, such as terminally differentiated iHep and GFAP-
rich 1Astro cells, leading to undifferentiated tumor phenotypes. Indeed, we observed that only
experimental conditions containing residual cycling cells were permissive to transformation by
our oncogenes, in opposition to mostly cycling fibroblasts cultures who were more uniformly
transformed. While this could be an artefact of non-physiologic cell culture conditions this
observation supports the hypothesis that most cancer cells originate from the stem or progenitor
cell compartment rather than terminally differentiated quiescent cells [29]. Also, in accordance

with the cancer stem cell hypothesis, transformed iAstro 4T cells expressed the GBM cancer
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stem cell associated marker CD133 [30] in vitro (Fig S4), with resulting tumors being CD133

negative by immunohistochemistry (data not shown).

Going forward, we propose that alternate tailoring of driver genetic alterations could
improve different aspects of tumor phenotype and maintain tumor cells at a higher level of
differentiation so to steer these models towards the desired histopathology such as the driver
mutations IDH1, ATRX and EGFR in glioblastoma or CTNNBI1, NFE2L2, APOB and ALB in

hepatocellular carcinomas [31].

Concerning autologous immune recognition of tumors, all cell lines generated with the 4T
transduction approach were immunogenic to various degrees in vivo. One possibility is that non-
human proteins such as the viral SV40 large and small T antigens, which express immune-
dominant epitopes [32], are mainly recognized, but further studies are needed to confirm this
hypothesis. However, it is also possible that such a broad transformation approach, which
systematically lead to poor differentiation phenotypes, as demonstrated with our iHep and iAstro

4T tumors, induces immunogenic tumor antigens.

Our models were effective in mounting autologous immune response mediated mostly by
effector T cells as other effector types are poorly reconstituted in most humanized models. NK
cells, for instance, require exogenous [33] or transgenic addition of IL-15 [34] or IL-2 [35] for
their development and maturation in HSC-reconstituted mice. In this study, however, we suspect
NK cells to be non-essential to tumor recognition and elimination for many reasons. First, while
CD3°CD56" NK cells were identified in some Auto-AT animals, none were detected within
tumors. Also, the inability of BLT mice in the NSG background to reconstitute functional NK
cells [36] did not prevent them from mounting a functional anti-tumor response. Finally, in vitro
cytotoxicity assays between fibroblast-derived tumors and NK cells were negative (data not

shown).

Finally, the high activation/exhaustion profiles of T cells observed in AT models suggests
mice were at an early stage of GVHD which prevented us from tracking tumor growth long-
term. Using newly developed MHC knockout mouse strains could help circumvent this problem
in the future [37, 38]. However, this approach would require closer reconstitution monitoring as

these models display decreased human reconstitution with PBMCs [39].
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In conclusion, we generated highly accessible and flexible autologous models of tumor-
immune cell interactions which should facilitate the evaluation and development of cancer
immunotherapies. Moreover, recent developments in the differentiation of hematopoietic
stem/progenitor cells capable of immune reconstitution in mice (ref) suggest it will soon be
possible to generate multiple tumor cell types along with their autologous immune cell

counterparts.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Isolation and culture of skin fibroblasts

Skin fibroblasts were first isolated from either adult skin biopsies or fetal skin segments
for Hu-AT or Hu-BLT models respectively. Skin tissues were obtained from consented healthy
adult donors or after surgical abortion at around week 20 of pregnancy in accordance with the
Bureau d’Ethique & la Recherche du CHU Sainte-Justine. In both cases, the tissue was cleaned
out to preserve only the dermis and epidermis, triturated into 1-5mm? pieces and digested with
collagenase D (Roche) for one hour at 37°C with agitation. The whole mixture was then
centrifugated at 400 g for 5 minutes and washed with DMEM (Wisent) twice. The whole product
of digestion was seeded in T150 flasks in DMEM with 10% FBS and 0.2% primocin
(Invivogen). Subsequent passages were also maintained in DMEM with 10% FBS and 0.2%

primocin.

iPSC reprogramming

Heathy human donor PBMC:s or skin fibroblasts were reprogrammed into iPSCs using the
integration-free based Sendai virus (Cytotune 2.0 kit from Life Technologies). Low passage
primary fibroblasts were used to increase reprogramming efficiency. Following transduction,

emerging colonies were manually picked and cultured under feeder-free conditions using
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Geltrex-coated dishes and Essential 8 medium (Life Technologies). iPSC clones were
maintained in culture for at least 15 passages to ensure stable pluripotency before
characterization was conducted by the iPSC — cell reprogramming core facility of CHU Sainte-
Justine: Colony immunofluorescent staining against human SSEA-4, Sox2, OCT4 and TRAI-
60 overnight at 4°C with the pluripotent Stem Cell 4-marker Immunocytochemistry Kit (Life
Technologies) followed by Alexa-488 or -594 fluorescent secondary staining for 30 minutes at

room temperature and DAPI nuclear counterstaining (data not shown).

Hepatocyte differentiation

Differentiation of human iPSCs into hepatocyte-like cells (HLC) was achieved according
to our 30-day long, previously described protocol mimicking liver development (Raggi et al.
submitted). In brief, iPSCs were differentiated on laminin-coated plates through consecutive
stages (primitive streak, mesendoderm, definitive endoderm, posterior foregut, hepatoblasts
and, eventually, HLCs) by the sequential supplementation with growth factors and small

molecules acting on FGF, Wnt, BMP and TGFp signaling pathway.

NSC and Astrocyte differentiation

Neural Stem Cells (NSC) and Astrocytes were differentiated from hiPSCs by first using
the PSC Neural Induction Medium (NIM) (Gibco). Briefly, 70-80% confluent hiPSCs were
dissociated into single cell with TrpLE Express Enzyme (Gibco) and seeded on Geltrex matrix
(Gibco) at 15-25% confluence in NIM for 7 days. Resulting Neural stem cells (NSCs) were then
expanded for at least 3 passages in StemPro NSC SFM (Life Technologies). Resulting cells
were considered NSC after validation of nestin expression by immunofluorescence. NSCs were
maintained in StemPro NSC SFM for further transformation (see below) or differentiated further
into the astrocyte lineage. To do so, 8,75x10* NPCs were plated on Geltrex in a 6 well plate in
StemPro NSC SFM for 2 days before switching to astrocyte differentiation medium consisting
of DMEM with 1% N-2 supplement (Gibco), 1% GlutaMAX-I supplement (Gibco) and 1% FBS

(Wisent) for 40 days with medium change every 3-4 days. Astrocytes were characterized in vitro
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by immunofluorescence for the expression of GFAP and Vimentin. Briefly, cells were seeded
in Geltrex coated Lab Tek chamber slides (Nunc) and fixed 5 days later in 3.7% formaldehyde
before permeabilization and blocking using PBS with 0.3M Glycine (Wisent), 1% BSA (Sigma),
2.5% Goat Serum (Sigma) and 0.1% Triton X-100 (Sigma) for 30 minutes at room temperature.
Primary anti-GFAP(Dako) or anti-Vimentin antibodies were used at 1/200 concentration
overnight at 4°C and secondary AF488-conjugated anti-mouse Ig (Life Technologies) at 1/500
for 1 hour at room temperature. GFAP-expressing astrocyte populations were subsequently
transformed (see below). Flow cytometry was done using anti-CD133/1-PE (Miltenyi Biotec,
clone AC133) and anti-GD2-APC (Biolegend, clone 14G2a).

Lentivirus production

All lentiviral particles were produced by overnight PEI transfection of 293T/17 cells
(ATCC CRL-11268) in complete RPMI with 10% FBS with 2™ (pPAX2) or 3™ (pMDL and
pRSV-Rev) generation packaging plasmids along with a plasmid encoding the VSV-G
envelope. SV40ER was subcloned from pBABE SV40ER from William Hahn (Addgene
#10891) into a lentiviral transfer plasmid containing a Neomycin resistance gene (SV40ER-
Neo), RasV12 lentiviral transfer plasmid containing a puromycin resistance gene (RasV12-
puro) was obtained from Francis Rodier (CHUM, Universit¢é de Montréal), hTERT lentiviral
transfer plasmid was generated as previously described [21], mPlum was subcloned from pQC
mPlum XI from Connie Cepko (Addgene #37355)[22] into a lentiviral transfer plasmid
containing puromycin selection gene and firefly luciferase IRES-GFP (luc/GFP) and Anti-GD2
chimeric antigen receptor lentiviral vectors were generated by Elie Haddad’s laboratory (CHU
Sainte-Justine). Medium was changed after overnight incubation with a low volume of DMEM
10% FBS and viral particle-containing medium was harvested 30 hours later, filtered through
0.22 um syringe filter and concentrated by ultracentrifugation or frozen as is in -80°C freezer.
GFP lentiviral transfer plasmids are used for every viral production for transfection, transduction

and antibiotic selection control.

Cellular transformation
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Primary fibroblasts and astrocytes or iPSC-derived cells lines were transformed with
lentiviral particles in a sequential matter. For fibroblast-derived tumors, cells were transduced
overnight with medium containing SV40ER-Neo viral particles. Three days later, G418
selection is started at 300 pg/mL (ThermoFisher) and maintained until control GFP-transduced
cells are eliminated. Cells were subsequently transduced with RasV12-puro lentivirus in a
similar way. Puromycin (ThermoFisher) selection was started three days post-transduction at 2
pg/mL again with GFP-transduced cells as control. Cells were then transduced overnight with
medium containing hTERT lentiviral particles. 2 days later, cells were transduced overnight
with mPlum viral particles. All transductions were done in presence of 8 ug/mL polybrene. Cells
were subsequently expanded and sorted on FACSAriall (BD Biosciences) in the APC channel
for the expression of mPlum. For hepatocyte, astrocyte and NPC-derived tumor cells, lentiviral
suspensions were used as well as luc/GFP instead of mPlum. However, the initial overnight
SV40ER transduction was made at day 16 of the hepatocyte differentiation protocol (see above),
and differentiation was pursued. Cells were passaged on day 32 and RasV12-puro transduction
was done once the cells were 70-80% confluent. Three days later, concomitant G418 and
puromycin selection started, still at 300 pg/mL and 2 pg/mL respectively, until individual
controls for each antibiotic were eliminated. Cells were subsequently transduced with hTERT

then luc/GFP and sorted on FACSAriall (BD Biosciences) for GFP expression.

Mouse reconstitution

All in vivo experiments were conducted in conformity with institutional committee for
good laboratory practices for animal research (protocol #669). All mice used in this study were
of the NSG and NSG-SGM3 (expressing human IL3, GM-CSF and SCF) background, originally
obtained from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) and housed in the animal facility at the
CHU Sainte-Justine Research Center under pathogen-free conditions in sterile ventilated racks.
For adoptive transfer (Hu-AT) experiments, human adult peripheral blood was harvested from
healthy donors after informed consent and immune cell isolation using Ficoll-Paque gradient
(GE Healthcare). Buffy coat was harvested for PBMCs while granulocytes were isolated from

the gradient pellet: Ficoll-Paque was aspirated and the pellet was broken and resuspended in 38
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mL of sterile deionized water for 20 seconds for RBC lysis before addition 2 mL of sterile 20X
PBS solution. PBMCs and granulocytes were counted and mixed at 1:1 ratio before injection
into mice. 5x10° PBMCs and 5x10° granulocytes for a total of 1x10” WBC were injected
intraperitoneally (i.p.) into NSG-SGM3 in 200 pL total volume. Age and sex-matched NSG-

SGM3 without i.p. injections are used as no-AT controls.

For BLT-reconstituted mice (Hu-BLT), 6-8-week-old NSG mice were sublethally
irradiated with 2 Gy total body irradiation using a Faxitron CP-160 before surgical implantation
of 1-2mm?> human fetal thymus under the kidney capsule and intravenous injection of 5x10°
CD34+ hematopoietic stem cells (HSC) isolated from autologous fetal liver as previously
described [23]. Fetal (16-21 weeks) tissues were obtained after written informed consent (ethical
committee of CHU Sainte-Justine, CER#2126). Hematopoietic engraftment was assessed by
flow cytometry at 4 and 8 weeks by staining 50 pL of peripheral blood collected from the
saphenous vein. The following antibodies were used (mouseCD45-FITC from BD bioscience
and 7-AAD, humanCD45-PE/Cy7, humanCD19-PE, humanCD3-APC and humanCD14-
APC/Cy7 from Biolegend) and cells analyzed on the LSRFortessa flow cytometer (BD
Biosciences). Only mice with high reconstitution at week 8-10 (35-75% human CD45, >20%
CD3) were used in this study. Age and sex-matched non-reconstituted NSG mice are used as

negative control. In all cases, mice showing signs of GVHD were removed from analysis.

Mouse orthotopic injections and monitoring

All injections and surgical procedures were undergone under aseptic conditions in the
CHU Sainte-Justine animal facility. For the subcutaneous injections of fibroblast-derived
tumors, 5x10° cells were injected in 100 pL of RPMI medium on each flank of isoflurane-
anesthetized and previously shaved mice. /n vivo growth monitoring was done twice weekly on
the Q-Lumi /n Vivo imaging system (MediLumine, Montreal) by fluorescent tracking of mPlum-
expressing tumor cells. Fluorescence signal was standardized internally for each picture and
normalized for defined parameters using FIJI macros for picture processing. Tumor signal
analysis was measured semi-manually also using FIJI macros and expressed in fluorescence

integrated density or by caliper measurements. For checkpoint inhibitor studies, three 6 mg/kg
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doses of Nivolumab anti-human PD-1 antibody (graciously offered by Bristol-Myers Squibb,
New York) were injected 1.p. over one week. Tumors were excised upon sacrifice and tumor
weight and volume were recorded and compared to control tumors in each experiment. Normal
growth was defined by tumors bigger than one standard deviation (SD) below control mean.
Tumor growth inhibition (TGI) characterized palpable, harvestable tumors smaller than one SD
below control mean. Tumors were considered eliminated (TE) when unpalpable or too small to
be harvested at sacrifice Mice were sacrificed when tumors reached a maximum of 1500 mm?

or showed signs of distress.

Intracranial injection of astrocyte- or NPC-derived tumors were done using a stereotaxic
apparatus (Stoelting). Briefly, mice were anesthetized with 2.5% isoflurane and the cranium
exposed by performing a 5-6 mm incision on the scalp. A burr hole was made 2mm posterior
and 1mm right of the bregma. A 10 uLL Hamilton syringe was then inserted into the hole at a
3mm depth and 1 pL of tumor cell suspension (containing 1,4x10* cells) was slowly injected
(over a period of 10 seconds). The syringe was maintained for one minute in the hole before
being slowly withdrawn to avoid gushing. The hole was then closed with Vetbond tissue
adhesive (3M) before suturing the scalp. Mice were treated with buprenorphine daily for 2 days
following surgery and monitored for distress signs. /n vivo monitoring of tumor growth was
done at regular intervals by bioluminescence tracking of firefly luciferase-expressing tumor
cells. To do so, a 30 mg/mL solution of D-luciferin (PerkinElmer 122799) was injected 1.p. at a
dose of 150 mg/kg and imaged after 10 minutes without filters on the Q-Lumi /n Vivo Imaging
System. Signal normalization and analysis was done automatically for all time points using FIJI

1

macros and expressed in radiance (photons - s - sr'! - cm™) integrated density (Area - mean

intensity).

Intrahepatic injections of iPSC-derived hepatic cells were done as follows: Briefly, mice
were anesthetized with 2.5% isoflurane and a 15 mm incision was made underneath the ribcage
on the left ventral flank. A small incision was made in the peritoneal lining to expose the left
hepatic lobe. Using a glass capillary, a 10 uL (containing 5x10° to 1x10° cells) injection was
made at about 2 mm depth in the liver lobe. Incisions were sutured, and the animal was treated

with buprenorphine daily for 2 days following procedure. /n vivo monitoring of tumor growth
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was done at regular intervals by bioluminescence tracking of firefly-luciferase expressing tumor

cells as described above.

Histological analysis and staining

Whole organs or tumor tissues were placed in 4% formaldehyde for at least 48 hours
before dehydration, paraftin inclusion, and sectioning. Routine hematoxylin eosin saffron (HES)
staining was performed and analyzed by a pathologist. Subsequent immunohistological staining
of samples were done following clinical protocols by CHU Sainte-Justine’s clinical histology
department. For immunofluorescent staining, whole organs or tumor tissues were flash frozen
on dry ice after harvest. 6-10 um-thick sections were made on a cryostat (Leica) and deposited
on gelatinized slides and immediately fixed and permeabilized in 95% EtOH.
Immunofluorescent staining was performed against human CD45 (Cell signaling, clone
DI9MB&I), human CDS8 (Biolegend, clone HIT8a), SV40 LargeT antigen (Santa Cruz, clone Pab
101), and GD2 (Biolegend, clone 14G2a) with AlexaFluor 488 or 594 secondary antibodies and

DAPI counterstain.

Immune infiltrate characterization

Tumors were excised from mice and peripheral blood was harvested at sacrifice. Tumors
were digested using the human Tumor Dissociation Kit (with enzymes H and A only to avoid
epitope losses) and the GenteIMACS Octo Dissociation with heaters (Miltenyi). Cells were then
filtered on 70 um MACS SmartStrainers (Miltenyi) and washed as per manufacturer’s protocol
using RPMI (Wisent) with 10% FBS. Cells were then stained with antibodies for analysis by
flow cytometry of tumor infiltrating immune cells (hTIICs) against the following targets:
humanCD3-AF700, humanCD33-BV510 and humanCD25-BV711 from Biolegend and
mouseCD45-PE/Cy7, humanCD45-BUV395, humanCD19-PE/CF594, humanCD4-BB515,
humanCD8-BV421, humanCDI14-APC/H7, humanCD56-BV786, humanCD127-BB700,
humanPD-1-BUV737 and humanTim3-PE from BD Biosciences. Blood samples from the same

animals were also stained with the same antibody panel before red blood cell lysis using BD
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Pharm Lyse lysis buffer (BD Biosciences). All results were acquired using a BD LSRFortessa
(BD Biosciences). Data analysis was done on FlowJo V10 (FlowJo, LLC) and the FlowSOM
algorithm in FlowJo [24].

CAR-T cell cytotoxicity assay

Fresh T cells were isolated from peripheral blood after Ficoll-Paque density gradient
separation (GE Healthcare) by using EasySep™ Human T Cell Isolation Kit (Stemcell
Technologies). Cells were activated using Dynabeads™ Human T-activator CD3/CD28 (Gibco)
at a 1:1 ratio with 30 pug/mL of recombinant IL-2 and transduced 24 hours post-activation with
anti-GD2 CAR-encoding lentivirus at a multiplicity of infection of 10 with 6 ug/mL of
protamine sulfate (Millipore Sigma). Cells were expanded for 14 days with medium
supplementation every 2 days. CAR expression was assessed by flow cytometry using biotin-
SP AffiniPure Goat anti-Mouse IgG, F(ab’)2 fragment specific antibody (Jackson
Immunoresearch laboratories) and Streptavidin-PE (Biolegend). Target cells were stained with
PKH26 (Sigma-Aldrich) and seeded the day before effector cells were added at the specified
ratios of CAR'-T cell: target in RPMI with 10% FBS (Wisent) and left in contact for 24 hours.
Wells were then emptied, and cells detached with 0.25% trypsin (Wisent) for 5 minutes before
adding 5 volumes of PBS +10% FBS and 2.21mM EDTA and 0.1% 7-AAD stain. Plates were
processed using HTS-enabled LSRFortessa (BD Biosciences) for live target cell counting.

Statistical analysis

Student’s t-test, one and two-way ANOVA with Sidak’s multiple comparison post-tests
were done using GraphPad Prism 8.0. *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001.
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Figure 1. Naive human skin fibroblast-derived tumors are recognized by autologous
immune cells in Hu-AT mice.
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Fig. 1 Engineered human skin fibroblast-derived tumors are recognized by
autologous immune cells in Auto-AT mice. (A) Growth curves for 4T transformed adult
dermal skin fibroblasts (left) and individual growth for all tumors without immune humanization
(middle panel, no-AT, green) and with autologous Hu-AT (right panel, Auto-AT, blue)
expressed in fluorescence integrated density. Shown is the mean =SEM (B) Tumor rejection
assessment at sacrifice. TE = Tumor elimination, TGI = tumor growth inhibition. (C)
Characterization of the human immune infiltrate by flow cytometry. tSNE Dimensional
reduction visualization with unsupervised clustering using FlowSOM module for FlowJo and
manual labelling of subtypes (left). Differential clustering between hTIIC and blood human
CD45" cells shows little overlap signifying differential marker expression levels (right). (D)
Manual quantification of differentially represented human immune populations between blood
and tumor samples. (E) Exhaustion/dysfunction gating strategy (left) and quantification (right)
showing no significant change in total CD3, CD8+ and CD4+ T cell populations dysfunction
frequency between blood and tumor. (F) Differential expression levels of dysfunction markers
Tim3 and PD-1 on human T cell populations in blood vs. tumor samples shown by mean
fluorescence intensity quantification. In panels (C, right), (D), (E) and (F), red = Blood human

immune cells, and light blue = hTIIC. n= number of tumors, 2 tumors per mouse.
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Figure 2. Nivolumab significantly improves immune cell infiltration in a 4T human skin
fibroblast tumor Hu-AT model.
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Fig. 2 Nivolumab significantly improves immune cell infiltration in fibroblastic
tumors in the Auto-AT mice. (A) Effect of Nivolumab administration in Auto-AT tumor-
bearing mice. 2 experiments showing tumor growth (left panel, Mean+SEM) and tumor weight
at sacrifice (right, Mean+SD) for each experiment. Red arrows indicate i.p. injections of 6 mg/kg
Nivolumab. n= number of tumors, 2 tumors per mouse (B) tSNE dimensional reduction of
human immune cells by flow cytometry. Blood (left), tumor infiltrating (middle) and combined
(right) human immune cells in Auto-AT mice with (orange) or without (blue) Nivolumab show
nearly complete overlap of all populations, indicating no significant population shift is observed.
(C) Flow cytometric quantification of human immune population frequencies (top row) and T
cell phenotype (bottom row) in blood and tumors of Auto-AT alone (grey bars and full dots) or
with Nivolumab treatment (hollow bars and dots). Mean+SD. One tumor per mouse was
processed. (D) Representative images of human immune infiltrate within s.c. fibroblastic tumor
samples for NSG-SGM3 control (left), Auto-AT alone (middle) and Auto-AT +Nivolumab
(right). Red = Large T, green = human CD45, Scale bars = 200um.
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Fig. 3 Human skin fibroblast-derived tumors are recognized by autologous immune
cells in Hu-BLT mice. (A) Growth curves for repeated experiments showing fetal skin
fibroblast-derived tumors from two different donors exposed to allogeneic (top and bottom) and
autologous (middle) Hu-BLT immune reconstitution. Shown as mean+SEM, n= number of
tumors, 2 tumors per mouse. (B) Tumor rejection assessment at sacrifice for each condition
presented in (A). TE = Tumor elimination, TGI = tumor growth inhibition showing Auto-BLT
to be less proficient at rejecting tumors than Allo-BLT. (C) tSNE dimensional-reduction plots
of human blood (Left) or tumor infiltrating immune cells (hTIIC, right) for Allo-BLT (top) and
Auto-BLT (bottom) flow cytometry samples. All immune cells are from the same donor. (D)
Population annotation of human immune populations in BLT-humanized mice. Combined
results and population annotation from panel (C) (top) and expression of exhaustion markers
PD-1 and Tim3 (bottom left and center) and Treg-associated marker CD25 (bottom right). All
these markers are enriched in hTIIC samples. (E) quantification of effector populations (top
row) in blood and hTIIC samples of Auto-BLT (grey bars, full circles) and Allo-BLT (empty
bars and circles) samples. Enrichment of CD8" cells and concomitant decrease in hCD4" T cells
in Auto-BLT was observed. Quantification of immunosuppressive Treg (bottom far left) and
dysfunctional T cells (bottom center-left), and expression levels of PD-1 (bottom center-right)
and Tim3 (bottom far right). No significant variation between immunosuppressive and

dysfunction markers between Auto- and Allo-BLT samples was observed.
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Fig. 4. iPSC-derived hepatic tumors are recognized in Auto-AT mice. (A) Schematic
of the iPSC differentiation protocol used to generate hepatic-like cells (iHep). Red arrows
indicate timepoints for initiation of cellular transformation by SV40ER transduction. (B) RT-
qPCR gene expression analysis for HepG2, untransformed iHep at days 16 and 30 of
differentiation and 4T transformed iHep. AFP = Alpha fetoprotein, HNF4A = Hepatic nuclear
factor 4 alpha, ALB = albumin, ASGR1 = asialoglycoprotein receptor 1, CK19 = cytokeratin
19, CK7 cytokeratin 7. (C) Histology of an iHep 4T tumor at low and high magnifications of
hematoxylin eosin saffron (HES) staining. High magnification (left) shows border of well-
circumscribed tumor with entrapped liver parenchyma (blue arrowheads) and varying tumor
density. High magnification photomicrograph (right) again shows parenchymal entrapment
(blue arrowheads), polynucleated cells (red arrowheads), numerous mitoses, hyperchromatic
nuclei, and generally highly pleomorphic cells and nuclei. (D) Immunofluorescent staining for
AFP, ALB and Hepatocyte paraffin 1 antibody (Hep Par 1) of HuH6 hepatoblastoma cell line
in vitro and iHep 4T cell line in vitro and in vivo. Huh6 are positive for AFP and ALB but
negative for Hep Par 1. In vitro iHep 4T are weakly positive for AFP, negative for Hep Parl
and positive for ALB and in vivo iHep 4T are negative for AFP and Hep Par 1 and weakly
positive for ALB. Tumor (T) and liver parenchyma (L) separated by dotted line (right). (E)
Mean+SEM of'in vivo iHep 4T tumor elimination by Auto-AT. Integrated density of intrahepatic
tumor-associated luciferase signal (left) and representative longitudinal in vivo bioluminescence

(right). Scale bar in C, left = 1 mm and center = 100 pm. All other scale bars =200 pm.
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Fig. 5. iPSC-derived central nervous system tumors are eliminated in Auto-AT mice.
(A) Schematic of iPSC differentiation approach for the generation of neural stem cell (NSC)
and astrocytic cell populations. Red arrows indicate populations transformed using the 4T
approach. (B) Histology of one iNSC 4T tumor (top) and two representative iAstro-derived
tumors (middle and bottom). High magnification photomicrographs on right show poorly
differentiated tumor cells with brisk mitotic activity with little (top) or more conspicuous
(middle) diffuse infiltration, or epithelioid/giant cell differentiation (bottom). (C) Subarachnoid
focus of a representative iAstro 4T tumor (same as in B, middle panels) stained with
hematoxylin eosin saffron (HES), vimentin, cytokeratin AE1/AE3, glial fibrillary acidic protein
(GFAP), microtubule-associated protein 2 (MAP2) and S100 protein, showing tumor cell
immunoreactivity for vimentin and cytokeratin, and negative staining for GFAP, MAP2 and
S100. Dotted line represents pia mater (PM) with cortex on the left (Cx) and tumor-invaded sub-
arachnoid space (SA), and red arrowheads indicate tumor-infiltrated Virchow-Robin spaces. (D)
Human immune infiltrate identification within tumor samples 1Astro 4T tumors at day 29 post
tumor and Auto-AT showing human immune infiltrate specifically within tumors. Red = SV40
Large T, Green = hCD45, Blue = DAPI. (E) Mean+SEM graph of in vivo luciferase signal
quantification of iAstro 4T tumors with and without Auto-AT (top) with sample images of
longitudinal in vivo luciferase imaging (bottom). Scale bar in B, left = 2 mm, all other scale bars

= 100pum.
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Figure 6. Expression of the tumor specific antigen GD2 by iNSC tumor cells is not
predictive of autologous anti-GD2 CAR T cells efficacy in vitro (A) Flow cytometric
assessment of GD2 expression in different steps of iPSC differentiation and transformation
showing specific expression of GD2 in normal and transformed iNSC for donor #1 and very
low expression in iNSC 4T from donor #2. (B) Immunofluorescent staining of in vivo 1Astro
(top) and iINSC tumors showing no expression of GD2 in iAstro 4T tumor (top) and specific
expression of GD2 in iNSC tumors (T) from both donors #1 (center) and #2 (bottom). Blue =
DAPI counterstain, red = GD2, dotted line = tumor edge, B = brain parenchyma, T = tumor
tissue. (C) 24h cytotoxicity assays with 3 (donor #1, top) or 2 (donor #2) T cell:target ratios. For
CAR effectors, T cells with 20% and 16% CAR" cells respectively for donors #1 and #2 were
used. All conditions are autologous and expressed as triplicate mean+SD of %live target cell

loss versus no effector control average.
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Fig S1. Human immune population clustering and gene expression in Auto-AT
+Nivolumab mice blood and tumors. (A) tSNE dimensional reduction plots of human
immune compartment of Auto-AT mice blood and tumors showing unbiased cluster
identifaction (top leftmost) and flow cytometry protein detection heatmaps. (B) Cluster
protein expression heatmap for reference clusters in (A) top leftmost panel.
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Fig S2. Auto-BLT human immune cell clustering. (A) tSNE dimentional reduction plot
with cluster annotation as obtained by FlowSOM unsupervised clustering tool in FlowJo.
(B) Detailed fluorescence histograms for differential gene expression of individual clusters.
(C) Gene expression heatmap for principal cell population clusters.
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Fig S3. iPSC astrocytic differentiation molecular characterization. Immunofluorescent
staining for nestin, glial fibrillary acidic protein (GFAP) and vimentin in multiple cell
populations. Identical acquisition parameters were employed for each staining in all samples.
Note the absence of NSC-associated nestin in Astro populations except, curiously for pAstro
4T. GFAP expression in iPSC population is unexpected. iNSC GFAP signal possibly
attributable to spontaneous differenciation and general decrease of GFAP expression in 4T
cell lines is observed. Vimentin is strongly expressed by all populations upon differenciation
and is maintained after 4T transformation. iNSC = iPSC-derived NSC, iAstro = iPSC-derived
astrocytes, pAstro = primary astrocytes. Scale bar = 200pm
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Fig S4. CD133 expression in iPSC-derived astrocytic lineages. Glioblastoma cancer stem
cell marker CD133 expression assayed by flow cytometry against CD133/1 epitope. no
significant expression detected in primary fibroblasts from original donor (Fibro untr),
transformed iINSC or untransformed iAstro. a low-expressing subpopulation was observed in
untransformed iNSC and a strong expression was observed in iPSC and transformed iAstro.
Red = anti-CD133 staining, dotted line = isotype control.
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Fig S5. iNSC 4T in vivo phenotype. (A) Representative photomicrograph of iNSC 4T tumor
in vivo showing tumor growth near the dentate gyrus (top) and high magnification of
Vimentin, MAP2 and GFAP immunostainings (bottom). red rectangle = high magnification
region. (B) Immunofluorescent staining of tumor infiltration showing specific accumulation
of hCD45 (green) cells within tumor masses (left, red) with a high proportion of CD8 positive
T cells (middle and right, red). Scale bars = 100um
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SUPPLEMENTARY DATA

Tablel. Flow cytometry antibodies for immune characterization.

Target Fluorochrome | Clone Provider Cat. No.
mCD45 | PE-Cy7 30-F11 BD Biosciences | 552848
hCD45 BUV395 HI30 BD Biosciences 563792
hCD19 PE-CF594 2H7 BD Biosciences 562322
hCD3 AF700-BD SP34-2 BD Biosciences 557917
hCD4 BB515 RPA-T4 BD Biosciences 564419
hCDS8 BV421 RAP-TS BD Biosciences 562428
hCD33 BV510 P67.6 Biolegend 366610
hCD14 APC-H7 MoP9 BD Biosciences | 560180
hCD56 BV786 NCAMI16.2 BD Biosciences 564058
hCD25 BV711 M-A251 Biolegend 356138
hCD127 | BB700 HIL-7R-M21 | BD Biosciences 566399
hPD-1 BUV737 EH12,1 BD Biosciences 565299
Tim-3 PE 7D3 BD Biosciences 565570
CD45RA | BV650 HI100 BD Biosciences 563963
CD45RO | PE-Cy5 UCHLI1 BD Biosciences | 561888
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2.1.1 Compléments au premier article

L’article présenté plus haut étant toujours en préparation, certains aspects demeurent a
compléter en prévision de la soumission finale. Au niveau expérimental, certains volets sont en
cours de validation pour confirmer les résultats présentés précédemment. D’abord, nous
répétons présentement le processus de différenciation hépatocytaire ainsi que la caractérisation
des tumeurs iHep 4T. Une nouvelle tentative de transformation tardive des cellules iHep sera
menée afin de valider que le potentiel de transformation tumorale des cellules quiescentes est
inefficace comparativement aux cellules progénitrices. Les expériences de rejet immunitaire par
transfert adoptif autologue et la validation moléculaire et histologique des nouvelles tumeurs

sera aussi faite.

L’expérience de Nivolumab n’ayant pas démontré d’effet significatif sur la croissance de
tumeurs fibroblastiques, nous avons validé 1’expression de PD-L1 dans ces tumeurs afin de
déterminer la susceptibilité a ce type de traitement. Les tumeurs étant positives par
immunohistochimie, nous avons pu conclure que ce traitement n’était pas suffisant pour
potentialiser la réponse anti-tumorale. Nous tenterons de répéter cette approche avec d’autres
tumeurs afin de comparer leur sensibilité au Nivolumab, notamment a 1’aide des tumeurs iHep

4T

Finalement, I’essai de cytotoxicité des CAR anti-GD2 contre les INSC 4T sera aussi répété
afin d’avoir un meilleur taux de transduction des lymphocytes T pour I’expression du CAR
permettant d’utiliser un nombre plus faible de cellules effectrices, ce qui devrait diminuer le
bruit de fond et vérifier I’efficacité de la réponse CAR versus la réponse T. Aussi, les contrdles
n’exprimant pas GD2 (iEndo untr dans un cas, fibroblastes primaires dans 1’autre) seront
harmonisés (iEndo untr pour les 2 donneurs) et validés de nouveau. Une nouvelle différenciation
et transformation des NPC sera aussi faite afin de valider le phénotype d’expression variable de

GD2 entre les donneurs et les clones.

Une fois ces expériences complétées, ’article sera dans un premier temps soumis au

périodique Cancer Discovery.
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2.2 Deuxieme article : impact des MSC sur la croissance tumorale

Moquin-Beaudry G., Colas C., Li Y., Bazin R., Guimond J. V., Haddad E., and Beauséjour C.
(2019) The tumor immune response is not compromised by mesenchymal stromal cells in

humanized mice.

Article original publié dans The Journal of Immunology le 15 novembre 2019

A la suite de la description des modéles générés avec notre approche et de certaines
applications potentielles dans [Darticle précédent, nous avons tent¢ d’appliquer cette
méthodologie pour investiguer I’impact des MSC sur la croissance tumorale dans un contexte
immunitaire humain autologue. Dans cette ¢étude publiée dans le périodique Journal of
Immunology, nous utilisons les modeles d’humanisation immunitaire par transfert adoptif et par
approche BLT autologues ou allogéniques a des tumeurs dérivées de fibroblastes primaires.
Nous tentons d’évaluer si les MSC ont un impact sur la croissance tumorale en absence ou en
présence d’un systéeme immunitaire ainsi que d’établir si leurs propriétés immunomodulatrices
affectent I’infiltrat tumoral de facon significative. Ces travaux permettent de déterminer si les
MSC issus de cordon ombilical a usage thérapeutique sont risqués pour I’émergence ou la
progression de foyers pré-tumoraux de nature fibroblastique via leur potentiel
immunomodulateur. Il s’agit d’une premiére démonstration d’une évaluation du potentiel pro-

ou anti-tumoral de MSC en présence d’un systéme immunitaire humain.
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ABSTRACT

Therapeutic uses of mesenchymal stromal cells (MSCs) have emerged over the past
decade. Yet, their effect on tumor growth remains highly debated, particularly in an immune
competent environment. Here, we wanted to investigate the impact of human umbilical cord
MSCs (hUC-MSCs) on tumor growth in humanized mice generated by the adoptive transfer of
peripheral blood mononuclear cells (Hu-AT) or the co-transplantation of hematopoietic stem
cells and human thymic tissue (Hu-BLT). Our results showed that the growth and immune
rejection of engineered human fibroblastic tumors was not altered by the injection of hUC-
MSCs in immune-deficient or humanized mice respectively. This was observed whether tumor
cells were injected subcutaneously or intravenously and independently of the injection route of
the hUC-MSCs. Moreover, only in Hu-BLT mice did hUC-MSCs have some effects on the
tumor immune infiltrate, yet without altering tumor growth. These results demonstrate that
hUC-MSCs do not promote fibroblastic tumor growth and neither do they prevent tumor

infiltration and rejection by immune cells in humanized mice.

164 words

Key words: MSCs, humanized mice, cord blood, adoptive transfer, tumor
Key points

1. Engineered fibroblastic tumors are efficiently recognized in humanized mice.
2. hUC-MSCs have a negligible impact on the tumor immune infiltrate and growth.

3. hUC-MSCs have no effect independently of the injection site.
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INTRODUCTION

Mesenchymal stromal cells (MSCs) have emerged as interesting therapeutic tools for a
number of ailments such as acute graft-versus-host-disease (GVHD) (1-3), diabetes (4), organ
transplant (5), inflammatory(6), cardiovascular(7) and bone and cartilage diseases (8-10) among
many others (11), which have led to over 600 completed or active clinical trials as of April 2019
according to the U.S. National Institute of Health (clinicaltrials.gov). However, despite clear
guidelines provided by the International Society for Cellular Therapy for the characterization of
MSCs (12), the breadth of isolation approaches and cell sources of these heterogeneous cells

have led to confusing reports in the literature on the biological properties of MSCs.

Umbilical cord Warton’s Jelly has been identified as an excellent source of MSCs (hUC-
MSCs) both from a logistical and a functional standpoint (13-16). The simple, non-invasive
harvesting procedure, the high proliferation potential (17-19), the high stemness (17, 20, 21)
and the inability to transform into tumor-associated fibroblasts in vitro (22) make hUC-MSCs
excellent candidates for off-the-shelf allogeneic cell therapies. hUC-MSCs have been
demonstrated to be effective for wound healing, inflammation and disease management both in
pre-clinical and clinical settings (3, 23-26). The proposed mechanisms linked to these beneficial
physiological effects implicate the ability of MSCs to home to sites of inflammation (27), deploy
a strong immunomodulatory phenotype (13, 14, 28), have low intrinsic immunogenicity (low
HLA-I, absence of HLA-DR, CD80 and CD86 costimulatory molecules) (29) and a capacity to
promote tissue repair mostly via paracrine mechanisms (30). Indeed, MSCs have been shown to
secrete a multitude of soluble factors that contribute to their immunosuppressive capacities, such
as lactate, indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase, prostaglandin E2, nitrous oxide, transforming
growth factor B1, hepatocyte growth factor and interleukin 10 among others (31, 32). These
factors along with cell-to-cell contact mechanisms have been shown to inhibit the proliferation,
maturation and function of B cells, T cells, NK cells, macrophages and dendritic cells and to
regulate the function of regulatory T cells (33-38). While these features can be desirable
therapeutic tools, most have been associated to cancer development. Indeed, all aforementioned
soluble factors have independent pro-tumoral properties (39-45) and demonstrated to contribute
to the formation of an immunosuppressive microenvironment fueling cancer incidence and

growth (46, 47).

126



However, debate is still on regarding the impact of MSCs on tumor growth. Many studies
have shown pro-tumoral effects while just as many have demonstrated the opposite (48, 49).
The unavailability of good humanized animal models allowing to study the interaction between
a human tumor and autologous immune cells has prevented researchers from measuring the
potential impact of MSCs on tumor growth through alterations of the immune response. This
should be a major concern considering the known immunomodulatory properties of MSCs.
Hence, using two distinct humanized mouse models that combine genetically defined immune-
naive tumors with autologous or allogeneic immune humanization of immunodeficient mice,
we here demonstrate that the injection of hUC-MSCs has negligible effect on cancer cell growth

and immune rejection of primary fibroblast-derived tumors.

RESULTS

The injection of hUC-MSCs does not affect the growth of subcutaneous fibroblastic
tumors in Hu-AT mice

To evaluate if the immunomodulatory effect of hUC-MSCs has an impact on tumor
growth, we first developed a humanized mouse model combining tumorigenic conversion of
dermal fibroblasts derived from a healthy donor and adoptive transfer of white blood cells
(WBCs) collected from the same (Auto-AT) or a different (Allo-AT) donor (Fig. 1A and S1).
We generated engineered tumors for two reasons. First, to measure the impact of MSCs on
tumor rejection in an autologous environment, and second to avoid working with patient-derived
cell lines whose acquired immune resistance mechanisms could have interfered with the effect
of MSCs. In brief, AT of 1x10” WBC was done the day before mice received subcutaneous (s.c.)
injection of 5x10° tumor cells and the first of two intraperitoneal (i.p.) injection of 2.5x10% hUC-
MSCs (on day 0 and 17, see Fig. 1B). Their capacity to inhibit the proliferation of activated T
cells in vitro is shown in Fig. S3A. Moreover, in vivo imaging confirmed that roughly one third
of NIR790-labelled hUC-MSC:s persisted for over 24 days following their i.p. injection in NSG-
SGM3 mice (Fig. S3B). Using this model, we observed that tumor growth was delayed by both
allogenic and autologous immune cells (Fig. 1C, 1D), but that hUC-MSCs did not have an
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impact on tumor growth (Fig. 1C-1E). Tumor size, either expressed in volume (mm?) or by
fluorescence integrated intensity was not significantly changed at the time of sacrifice (Fig. 1F).
Moreover, the proportion of mice receiving hUC-MSCs that had completely or partially
eliminated tumors was comparable to that of non-injected mice (Fig. 1G). Using flow cytometry
and immunofluorescence we also analyzed immune cells infiltration in partially rejected tumors
available at the time of sacrifice (Fig. 1H and 11). While we found that all tumors were massively
infiltrated by immune cells, no statistical difference was found in the tumor immune infiltrate

(CD45, CD3, CD8) in mice injected or not with hUC-MSCs.

The injection of hUC-MSCs does not affect the growth of metastatic-like tumors in Hu-
AT mice

Our observation that the i.p. injection of hUC-MSCs had no effect on the growth of s.c.
tumors led us to hypothesized that a greater proximity, and perhaps cell contact, between tumors
and hUC-MSCs might be necessary to impact tumor growth. To address this question, we used
a metastatic-like model whereby tumor cells (1x10°) are first injected i.v. to colonize the lungs
and liver. Within 24h, 1x10® hUC-MSCs were then injected i.v. alongside the i.p. injection of
1x107 autologous WBCs. Using fluorescence in vivo imaging we confirmed that more than half
of the hUC-MSC:s persisted over 21 days following their i.v. injection in NSG-SGM3 mice and
that cells were mostly localized in the lungs and liver (Fig. S3C). Tumor burden was monitored
over time by in vivo imaging and no significant variation in growth was detected between groups
that received hUC-MSCs or not (Fig. 2A-C). Moreover, the injection of hUC-MSCs did not
interfere with the ability of autologous immune cells to prevent/delay tumor growth in Auto-AT
groups (Fig. 2A-C). When fluorescence signal intensity between lungs and liver was analyzed
individually, we observed a greater reduction in tumor-associated fluorescence in lung
compared to liver suggesting the AT of WBCs is more efficient at preventing or rejecting lung
tumors (Fig. 2C), but this effect was also unimpaired by hUC-MSCs. Upon sacrifice of mice,
these results were confirmed by the indirect quantification of tumor burden by measuring lungs
and liver masses (weight and weight-to-body-weight ratio) of mice with and without auto-AT

(Fig. 2D). Of note, simultaneous fluorescence imaging of tumor masses (mPlum) and labelled-
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hUC-MSCs confirmed that hUC-MSCs were mostly excluded from the tumor core despite their
close vicinity (Fig. S3D).

Human immune landscape of metastatic-like tumors is unchanged by hUC-MSCs in Hu-
AT mice

To better assess whether hUC-MSCs altered the human immune landscape in mice, a 13-
color flow cytometry panel was designed to characterize the circulating and tumor-infiltrating
human immune populations. Manual gating of t-distributed stochastic embedding (tSNE)
dimensionality reduction plots of total human CD45" cells allowed the identification of two
major T cell populations as shown by most cells expressing CD3 and CD4 or CD8 (Fig. 3A and
C). The FlowSOM unsupervised clustering algorithm allowed for the automatic identification
of 10 metaclusters based on expression of cell surface marker (Fig 3A). While a clear distinction
between blood and tumor-infiltrating immune cells (TIIC) cluster distribution can be observed,
we found no distinction between and within metaclusters in hUC-MSCs-treated animals (Fig.
3B). Further analysis revealed an enrichment in tumor infiltrating compared to circulating
CD3"CD4"PD-1"Tim3" dysfunctional CD4 T cells (FlowSOM.pop2 red cluster, Fig. 3B and
3C), CD3"CD8 hPD-1"Tim3" dysfunctional CDS T cells (outer sections of FlowSOM.pop0
blue cluster, Fig. 3B and 3C) and CD3"CD4"hCD25"CD127 regulatory T cells (outer rim of
FlowSOM.pop2 red cluster, Fig. 3B and 3C). Of note, is the near complete absence of CD56"
clusters (FlowSOM.pop5, 8 dark green and teal clusters, Fig. 3B and 3C) in TIIC. Quantification
also showed that hUC-MSCs induced no significant increase in the proportion of circulating
CD4 or CDS8 T cell subpopulations in blood or TIICs (Fig. 3D). However, we observed a marked
increase in the proportion of T regulatory cells in TIICs compared to blood regardless of the
injection of hUC-MSCs (Fig. 3D). The proportion of dysfunctional T cells (CD3"hPD-1"Tim3")
was also unchanged following the injection of hUC-MSCs in both blood and TIICs with no bias
towards either CD4 or CDS (Fig. 3D and data not shown). However, PD-1 and Tim3 expression
levels on CD3" cells were higher in tumors than in blood, with or without the presence of hUC-
MSCs (Fig. 3D). Overall these results demonstrate that the immune cells landscape is greatly

altered by the tumor environment but not by the injections of hUC-MSC:s.
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The injection of hUC-MSCs does not affect the growth of tumors in Hu-BLT mice

To confirm the results obtained in Hu-AT mice, we next setup a distinct humanized tumor-
immune model by using Hu-BLT mice which allows for a robust, diversified and continuous
renewing of functionally mature T cells compared to what is observed following AT (56, 57).
Briefly, Hu-BLT mice were generated by the co-transplantation of human fetal liver
hematopoietic stem cells along with autologous fetal thymus tissue in NSG mice (Fig.4A).
Using this model, we prepared tumorigenic cell lines from fetal skin fibroblasts derived from
two healthy donors (herein referred as tumor A and B, see Fig.4A). Of note, despite using the
same set of defined oncogenes to generate these two cell lines, resulting tumors had different in
vivo phenotypes suggesting cells were further transformed during in vitro expansion. We first
observed that following the s.c. injection of 5x10° cells, tumor A had a slow growth rate, as
determined by in vivo imaging using fluorescence integrated density, and was eliminated in Hu-
BLT mice (Fig. 4B). On the other hand, tumor B showed a faster growth rate and was not fully
rejected despite being massively infiltrated by human immune cells (Fig. 4C and Fig. 5).
Independently of the donor, the i.p. injection of 2.5 million hUC-MSCs (on day 0 and 14 after
tumor inoculation) had no significant effect on tumor growth and the immune-rejection rate (Fig
4B and 4C). These results were confirmed by the direct quantification of tumor masses at the
time of sacrifice (Fig. 4D). Similarly, the proportion of mice that had completely or partially
eliminated tumors in Hu-BLT mice was unchanged by the injection of hUC-MSCs and this for
both tumors (Fig. 4E). Overall, our results in Hu-BLT mice confirm our observations in Hu-AT
mice and again suggest the injection of hUC-MSCs does not promote tumor growth nor does it

interfere with their immune rejection.

Human immune landscape of tumors in Hu-BLT mice

To assess whether hUC-MSCs altered the human immune landscape in Hu-BLT mice, we
used our 13-color cytometry panel combined with tSNE analysis to identify critical populations
variations in blood or TIICs. Hu-BLT mice allowed for the identification of a third defined cell

cluster (B cells) in addition to the CD4 and CD8 T cells clusters, which were the only ones
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present in Hu-AT models (see Fig. 3A and 5A). At time of sacrifice (15 weeks post immune
reconstitution), no CD33", CD14" or CD56" populations were detected in Hu-BLT mice (Data
not shown). Cell distribution between blood and TIICs was different as shown by the near
absence of B cells in tumor samples and variations in the distribution of T cell populations (Fig.
5B). For example, we observed an enrichment in the dysfunction markers PD-1 and Tim3, an
increase of CD25 and a reduction of CD127 in TIICs (Fig.5B and C). Moreover, while the
distribution of immune cells was mostly unaffected by the injection of hUC-MSCs in blood, we
observed some significant variations in TIICs (Fig. 5B, 5D and S6B). For instance, a significant
increase in the proportion of CD8" T cells, but not CD4" T cells, was observed within TIICs in
the presence of hUC-MSCs (Fig. 5D). Similarly, regulatory T cells (CD4"CD25°'CD127") were
significantly decreased within TIICs in the presence of hUC-MSCs (Fig. 5D). Finally, while the
proportion of dysfunctional T cells (CD3"PD-1"Tim3") was higher in TIICs than in peripheral
blood, the injection of hUC-MSCs had no impact on this population (Fig. 5D). However, we
observed that mice injected with hUC-MSC exhibited a significant increase in PD-1 and Tim3
expression in the hCD3" compartment, a phenotype that was mostly observed in CD4 T cells
(Fig. 5D and data not shown). Overall these results demonstrate that the immune cells landscape

is somewhat altered by the injections of hUC-MSCs in Hu-BLT mice.

DISCUSSION

The effect of MSCs on tumor growth has not reached a consensus with many studies
showing contradictory results (48). In fact, in most cases where MSCs were shown to promote
human tumor growth, they were co-injected s.c. with tumor cells in an immune-deficient host
and thus stimulated growth independently of their immunomodulatory properties. Instead, in a
clinical setting, MSCs are likely to be injected in immune competent hosts either locally or
systemically. For this reason, we thought it would be more relevant to evaluate the impact MSCs
may have on tumor growth when injected at a distinct site from tumors cells and in immune
competent mice. To this end, we developed two humanized mouse models (Hu-AT and Hu-
BLT) using engineered naive tumors that we showed are infiltrated and either totally or partially

rejected by autologous or allogenic immune cells. We speculate some tumors were not fully
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rejected because of their growth kinetic, with the fast-growing tumors being more resistant (Fig
4B and C). While this remains to be demonstrated, differences in tumor growth rate may
indicates that secondary mutations have occurred during the in vitro expansion period, leading
to the emergence of more resistant tumor cell subpopulations. Of note, in our Hu-AT mouse
model we observed better immunological clearance of lung compared to liver metastatic tumors.
The reason for this is unknown but could be the result of more immune cells reaching the lungs

early after their injection.

One advantage of our humanized autologous tumor-immune cancer models is that it can
be derived easily from any healthy donor cells or tissues. Moreover, we believe our models to
be more appropriate than patient-derived xenograft (PDX) to study the immunomodulatory
properties of MSCs as PDX tumors were shown to be already resistant to autologous or partially
matched immune cells (58, 59). Our model thus allows to study changes in tumor
immunogenicity or immune functions in an autologous setting and study mechanisms of
immune-editing. Although we have not investigated the landscape of the neoantigens
recognized by autologous T cells in our models, it is likely that exogenous neoantigens such as
SV40 large and small T, mPlum or luciferase proteins could have fueled an HLA-I-mediated
immune response (60). Alternatively, the transformation process may have activated the
expression of noncoding regions acting as tumor-specific antigens as recently described (61).
While only fibroblastic tumors were used in this study, our model is compatible with the study
of tumors from non-mesenchymal origin if, for example, patient-derived fibroblasts were to be

dedifferentiated or reprogrammed into epithelial-like cells prior to transformation.

In this study we observed that the injection hUC-MSCs (either 1.p. or i.v.) had no effect
on the growth of fibroblastic tumors in both humanized models. Similar results were observed
using two different low passage freshly thawed populations of hUC-MSCs (data not shown).
This was surprising given the robust in vitro immunosuppressive capabilities of both hUC-
MSC:s lines presented in this study (Fig. S3A). We suspect this effect is due to the already
suppressive tumor microenvironment in emerging tumors to which hUC-MSC contribution
would be redundant. Indeed, fibroblast-derived tumors could be more immunosuppressive by
virtue of their mesenchymal origin. Doses of injected hUC-MSCs is also unlikely to be

responsible for these results as the doses used in this study were considerably higher than ones
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commonly used clinically (16-83 times higher). Indeed, while patient i.v. dosage typically
ranges from 1-2x10° MSCs/kg (1, 62), we used an equivalent of 3 or 8x10’ hUC-MSCs/kg
depending if cells were injected i.p. or i.v. respectively. Surprisingly, hUC-MSCs survived
several weeks following their injection in mice (Fig. S3B and C). The reasons for this are unclear
but may be related to our analyses being done in NSG-SGM3 mice expressing human cytokines
(SCF, GM-CSF and IL-3), which could have promoted the survival of hUC-MSC when
compared to non-transgenic NSG mice. Moreover, our non-invasive and highly sensitive
labelling approach (NIR 790 dye), which does not require to culture MSCs in vitro prior to their

injection, may have extended survival in mice.

In depth analysis of tumor infiltrating cells using flow cytometry and tSNE dimensional
reduction plots revealed a marked difference between circulating and TIIC profiles with for
example a higher proportion of Tregs and dysfunctional T cells in tumors vs blood both in Hu-
AT and Hu-BLT models (Fig. 3D and Fig.5D). Surprisingly, the injection of hUC-MSCs had
almost no effect on the tumor immune infiltrate with cluster distribution and population overlap
being very similar between groups. However, only in the Hu-BLT model did the injection of
hUC-MSC result in an increase in infiltrating CD8 T cell frequency combined with a decrease
in the proportion of Tregs (Fig 5D). Such a decrease in Tregs was very surprising given MSCs
were previously shown to increase Treg recruitment and function (15, 63-66). However, this
decrease was still insufficient to alter the tumor growth profile of hUC-MSC recipients.
Similarly, while the injection of hUC-MSCs had no effect on the proportion of dysfunctional T
cells, we observed an increase in the expression levels of PD-1 and Tim3 within T cells in Hu-
BLT mice (Fig. 5D), although this was attributable to variations in the CD4+ and not CD8+
compartment (data not shown), suggesting that CD8 T cytotoxic effector cells were globally
unaffected by hUC-MSCs. While both mouse models have shown convincing tumor rejection
capabilities, differences in the immune cells source and reconstitution are likely responsible for

the above described dissimilarities.

One limitation of our mouse models is that not all human immune cells were adequately
represented with for examples macrophages, dendritic, NK and myeloid cells being virtually
absent. Reconstitution in humanized mice also does not support robust myeloid and NK cell

engraftment in absence of human cytokines such as IL-15(67). Despite the injection of both
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PBMCs and granulocytes in Hu-AT mice, persistence of immune cell types other than T cells
was very low or undetectable at time of sacrifice. While some circulating CD14+ monocytes

were generally present in Hu-BLT mice, these cells were not detected within tumors.

Overall, our study showed that the injection of hUC-MSC has a minor impact on the
tumor immune landscape with no significant consequences on fibroblastic tumor growth in
humanized mouse models. These results suggest that transient therapies using hUC-MSCs

should not, as a side effect, promote tumor growth of pre-cancerous fibroblastic cells in patients.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Isolation and culture of skin fibroblasts

Skin fibroblasts were isolated aseptically from either adult skin biopsy or fetal skin
segments in accordance with the ethic committee from the CHU-SJ. In both cases, skin was
cleaned out to preserve only the dermis and epidermis, triturated into 1-5 mm? pieces and
digested with collagenase D (Roche) for one hour at 37°C with agitation. The whole mixture
was then centrifugated at 400xg for 5 minutes and washed with DMEM (Wisent) twice. The
digested skin was seeded in 150 ¢cm? flasks in DMEM with 10% FBS and 0.2% primocin
(Invivogen). Subsequent passages are also maintained in DMEM with 10% FBS and 0.2%

primocin.

Viral production

Lentiviral particles were produced by transfecting 2™ (pPAX2) or 3™ (pMDL and pRSV-
Rev) generation packaging plasmids along with the vesicular stomatitis virus envelope (VSV-
G) plasmid in 293T/17 cells (ATCC cat#CRL-11268) with polyethyleimine (PEI) in RPMI
(Wisent) supplemented with 10% FBS. SV40ER cDNA was subcloned from pBABE SV40ER
from William Hahn (Addgene #10891) into a lentiviral transfer plasmid containing a Neomycin
resistance gene (SV40ER-Neo), Ha-Ras¥!? lentiviral transfer plasmid containing a puromycin

V12

resistance gene (Ras* “-puro) was obtained from Francis Rodier (CHUM, Université de
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Montréal), hTERT lentiviral transfer plasmid was generated as previously described (50),
mPlum was subcloned from pQC mPlum XI from Connie Cepko (Addgene #37355)(51) into a
lentiviral transfer plasmid containing the puromycin selection gene. Firefly luciferase IRES-
GFP (luc/GFP) was generated by Elie Haddad’s laboratory (CHU Sainte-Justine) by inserting
the firefly luciferase into a modified pHRSIN destination vector. Particle-containing medium
was harvested 30 hours later, filtered through 0.22 pum syringe filter and concentrated by

ultracentrifugation or frozen as is in -80°C freezer.

Cellular transformation

Primary skin fibroblasts were transformed using a three successive lentiviral transduction
(as described in Fig. S1). Cells were first transduced overnight with SV40ER-Neo viral
particles. Three days later, 300 pg/mL G418 (ThermoFisher) selection was applied and
maintained until control GFP-transduced cells were eliminated. Cells were subsequently

transduced with RasV!?

-puro lentiviral particles and 2 pg/mL Puromycin (ThermoFisher)
selection was applied three days post-transduction. Cells were then transduced with hTERT
lentiviral particles without antibiotic selection. Finally, cells were transduced overnight with
mPlum viral particles. All transductions were carried in presence of 8§ pg/mL Polybrene (Sigma-
Aldrich). Transformed cells were subsequently expanded and sorted using a FACSAriall (BD
Biosciences) in the APC channel for the expression of mPlum. For metastatic studies, cells were
also transduced with luciferase-IRES-GFP viral particles and FACS sorted for mPlum"/GFP”*

expression.

Mouse immune reconstitution

All in vivo experiments were conducted in conformity with institutional committee for
good laboratory practices for animal research (protocol #669). All mice used in this study were
of the NOD/SCID/IL2Ry™! (NSG) or NSG-SGM3 (expressing human IL3, GM-CSF and SCF)
background, originally obtained from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) and housed in
the animal care facility at the CHU Sainte-Justine Research Center under pathogen-free

conditions in sterile ventilated racks. For adoptive transfer (Hu-AT) experiments, human adult
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peripheral blood was harvested from healthy donors after informed consent and immune cell
isolated using Ficoll-Paque gradient (GE Healthcare). Buffy coat was harvested for PBMCs
while granulocytes were isolated from the gradient pellet. Briefly, Ficoll-Paque was aspirated
and the pellet was broken and resuspended in 38 mL of sterile deionized water for 20 seconds
for red blood cells (RBC) lysis before adding 2 mL of sterile 20X PBS solution. PBMCs and
granulocytes were counted and mixed at 1:1 ratio before injection into mice. 5x10® PBMCs and
5x10° granulocytes, for a total of 1x10” WBC, were injected intraperitoneally (i.p.) in 200 pL
total volume after initial pilot experiments to determine the proper dose (Fig. S2). Age and sex-
matched mice without i.p. injections were used as no-AT controls. In all cases, mice showing

signs of GVHD were removed from analysis.

For BLT-reconstituted mice (Hu-BLT), 6-8 week old NSG mice were sublethally
irradiated with 2Gy total body irradiation using a Faxitron CP-160 before surgical implantation
of 1-2mm?® human fetal thymus under the kidney capsule and intravenous injection of CD34"
hematopoietic stem cells (HSC) isolated from autologous fetal liver as previously described
(52). Fetal (16 to 21 weeks) tissues were obtained after written informed consent (ethical
committee of CHU Sainte-Justine, CER#2126). Hematopoietic engraftment was assessed by
analyzing peripheral blood obtained from the saphenous vein. 50 pL of blood was stained for
flow cytometry using conjugated antibodies (mouse CD45-FITC from BD bioscience and 7-
AAD, humanCD45-PE/Cy7, humanCD19-PE, humanCD3-APC and humanCD14-APC/Cy7
from Biolegend) and analyzed on LSRFortessa flow cytometer (BD Biosciences). Only mice
with high reconstitution at week 8-10 (35-75% human CD45, >20% CD3) were used in this

study. Age and sex-matched non-reconstituted NSG mice were used as control.

hUC-MSC isolation, characterization and injection

Human umbilical cord-derived mesenchymal stromal cells (hUC-MSCs) used in this
study were obtained from the Héma-Québec/Hospital Ste-Justine biobank (BaRCCO). hUC-
MSCs were extracted from the Wharton's jelly of two different umbilical cords (obtained from
consenting mothers) using a proprietary explant culture method developed by Tissue

Regeneration Therapeutics Inc. (TRT) and cultured in a chemically defined MSC culture
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medium (TheraPEAK MSCGM-CD, Lonza) as previously described (53, 54). All procedures
for cell expansion and banking were carried using detailed standard operating procedures
developed for clinical grade MSC preparation. Each lot was made of up to 75 cryovials
containing 13 x 10 (lot 1, passage 1) or 7.5 x 10° (lot 2, passage 2) cells. Phenotypic
characterization of each lot was done by flow cytometry using the BD Stemflow™ hMSC
Analysis kit and the endothelial cell marker CD31 (all reagents from BD Bioscience) and
showed that the 2 lots of hUC-MSC met the ISCT phenotypic criteria for MSCs (>95% positive
for CD44, CD73, CD90, CD105 and <2% positive for the hematopoietic markers) and were
<2% positive for CD31. The functional activity of freshly thawed hUC-MSCs from each lot was
assessed in the inhibition of activated T cell proliferation assay, as also described previously
(53, 54). hUC-MSCs were thawed in RPMI (Wisent) immediately before injection in mice.
Fluorescent MSCs were labelled and tracked as per manufacturer recommendations. In brief,
freshly thawed cells were diluted at 1x10° cells/mL and CellBrite TM NIR790 Cytoplasmic
Membrane Dye (Biotium, cat.30079) was added at the concentration of 1 pM and incubated at
37°C for 20 minutes with frequent agitation. Cells were then washed thrice in serum-free RPMI
(Wisent) before being resuspended in cold serum-free RPMI (Wisent) for injection in mice.
1x10°® MSCs in 300 pl were injected i.v. or 2.5x10% MSCs in 200 ul were injected i.p. Cell
imaging was done using the Q-Lumi /n Vivo imaging system (MediLumine, Montreal) with

near-infrared filters (Ex.769-41nm, Em.832-37nm).

Mouse orthotopic injections and monitoring

For subcutaneous tumor, 5x10° transformed fibroblasts were injected in 100 uL of RPMI
(Wisent) to form a bulge under the skin of anesthetized mice previously shaved and wet with
alcohol. Two injections per mouse (one on each side) were performed. /n vivo growth
monitoring was done twice weekly using the Q-Lumi /n Vivo imaging system (MediLumine,
Montreal) by fluorescent tracking of mPlum-expressing tumor cells (Ex. 562-40nm, Em. 641-
75nm). Fluorescence signal was standardized internally for each picture and normalized using
FIJT macros for picture processing. Analysis of tumor signal was also measured semi-manually
using FIJT macros and expressed in fluorescence integrated density. Tumor growth was also

characterized at sacrifice and compared to control tumors in each experiment. Normal growth
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is defined by tumors bigger than one standard deviation below control mean. Tumor growth
inhibition (TGI) characterized as palpable, harvestable tumors smaller than one standard
deviation below control mean. Tumors were considered eliminated (TE) when unpalpable or
too small to be harvested at sacrifice. For metastatic tumors, 1x10° luciferase-expressing cells
were slowly injected i.v. (tail vein) in 300 uL of RPMI (Wisent) to avoid embolism and imaged
weekly 10 minutes after the injection of 150 mg/kg of D-luciferin using the Q-Lumi /n Vivo
imaging system without filters. Signal normalization and analysis was done automatically using
F1J1 macros and expressed in radiance (photons - s - sr'! - cm?) integrated density (Area - mean
intensity). All injections and surgical procedures were undergone under aseptic conditions in

the CHU Sainte-Justine animal facility.

Tumor histology

Tumor tissues were flash frozen on dry ice after harvest. 10 um-thick sections were made
on a cryostat (Leica) and deposited on gelatinized microscopy slides and immediately fixed and
permeabilized in 95% EtOH. Immunofluorescent staining was done against human CD45 (Cell
signaling Rabbit #13917) and human CD8 (Biolegend, mouse 300901) with AlexaFluor 488 or

594 secondary antibodies and DAPI counterstain.

Characterization the of tumor immune infiltrate

Tumors were excised, and blood was collected from mice at the time of sacrifice. Tumors
were digested using the human Tumor Dissociation Kit and GentelMACS Octo Dissociation
with heaters (Miltenyi). Cells were then filtered on 70 um MACS SmartStrainers (Miltenyi) and
washed as per manufacturer’s protocol using RPMI (Wisent) with 10% FBS. Cells were then
labelled with antibodies for analysis by flow cytometry of tumor infiltrating immune cells
(TIILs). The following antibodies were used: humanCD3-AF700, humanCD33-BV510 and
humanCD25-BV711 from Biolegend and mouseCD45-PE/Cy7, humanCD45-BUV395,
humanCD19-PE/CF594, humanCD4-BB515, humanCD8-BV421, humanCD14-APC/H7,
humanCD56-BV786, humanCD127-BB700, humanPD-1-BUV737 and humanTim3-PE from
BD Biosciences. Blood samples were collected, red blood cells lysed using the BD Pharm Lyse
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lysis buffer (BD Biosciences) and cells stained with the same antibody panel. All data were
acquired on BD LSRFortessa (BD Biosciences). Data analysis was done on FlowJo V10
(FlowJo, LLC) and the FlowSOM algorithm in FlowJo (55).

Statistical analysis
Student’s t-test, one and two-way ANOVA with Sidak’s multiple comparison post-tests
were done using GraphPad Prism 8.0. For subcutaneous tumors, n=number of tumors, 2 tumors

per mouse. *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001.
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Figure 1. Injection of hUC-MSCs does not affect the growth of subcutaneous tumors
in Hu-AT mice. (A) Schematic view of the experimental procedure and (B) Timeline of
experiments. (C) Mean tumor growth without immune reconstitution (no-AT, blue) or with
allogeneic adoptive transfer (Allo-AT, left panel, in red) or autologous adoptive transfer without
hUC-MSCs (Auto-AT, right panel, light green) or with hUC-MSCs (Auto-AT +MSC, right
panel, dark green). The red arrows indicate i.p. injection of 2.5x10° MSCs. Mean+SEM. (D)
Growth curve for individual tumors in the groups of panel C. (E) Representative photos of
tumors for each group at sacrifice. (F) Quantification of volume (left) and fluorescence intensity
(right) for all tumors at sacrifice. Each dot representing an individual tumor, mean+SD. (G)
Tumor rejection assessment for each condition. TE: tumor elimination (black bar); TGI: tumor
growth inhibition (grey bar) and normal tumor growth (white bar). (H) Representative
immunofluorescence photos of the tumor immune infiltrate. Green: human CD45 (Top left);
Red: human CDS8 (Top right); Blue: DAPI (Bottom left) and merge (Bottom right). Scale 200
pm. (I) Quantification of immune infiltrate for AT conditions per million tumor cells for human
CD45 (Top left), CD3 (Top right) and CD8 (Bottom left). Each dot representing counts from an

individual tumor.
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Figure 2. hUC-MSCs do not affect the growth of metastatic-like tumors in Hu-AT
mice. (A) Tumor cells were injected i.v. and time-lapse in vivo images of lung and liver tumor
growth were detected by luminescence (luciferase) in mice without immune reconstitution (no-
AT), injected i.v. with 1x10°® MSCs (MSC), following autologous adoptive transfer of 1x10’
WBC (Auto-AT) or with adoptive transfer of WBC and the injection of MSCs (Auto-AT +
MSC). Also shown are images of tumors by fluorescence (mPlum) at sacrifice. (B)
Quantification of tumor growth luminescence over time. The red arrow indicates the i.v.
injection of hUC-MSCs. n=5-6 mice per group from one of two experiments, mean+SEM. (C)
Quantification of tumor size by fluorescence at sacrifice in the lungs (left) and liver (right). (D)
Measurement of liver weight and weight to body mass ratio, lungs weight and weight to body

mass ratio for tumors from all groups. Each dot representing the size of an individual tumor
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Figure 3. Human immune landscape of metastatic-like tumors is unchanged by the
injection of hUC-MSCs in autologous Hu-AT mice. (A) Annotated tSNE plot of total human
CD45 cells with unsupervised population clustering (color map) of flow cytometry data. (B)
Population distribution by origin (Blood vs TIIC) and treatment (no MSC vs MSC) using the
same color mapping as in (A). (C) Expression heatmap for cellular populations (CD3, CD4,
CD8, CD19, CD56) (top) and phenotype (hPD-1, Tim3, CD25, CD127) (bottom) from hCD45"
cells. (D) Quantification of CD3 frequency in hCD45, CD4 in CD3, CD8 in CD3,
CD4'CD25'CDI127 T reg cells in hCD45, PD-1"Tim3" exhausted/dysfunctional cells in CD3,
PD-1 and Tim3 expression level by mean fluorescence intensity (MFI). Full circles/grey
columns: without MSCs; hollow circles/white columns: with MSCs, mean+SD. n=1 tumor per

mouse with 4-6 mice per group were analyzed.
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Figure 4. Impact of hUC-MSCs on tumor growth in hu-BLT mice. (A) Schematic of
experimental design. (B) Mean+SEM (left panel) and individual (right panels) tumor growth
curves for tumor A without immune reconstitution (NSG ctrl), with BLT reconstitution (BLT)
or with BLT reconstitution and the i.p. injection of 2.5x10°® hUC-MSCs (BLT +MSC). Red
arrows indicate hUC-MSCs injections. (C) Same as in (B) but using a second tumor cell line
(tumor B) and BLT donor. Of note, because tumor B grew faster, hUC-MSCs were injected only
once. (D) Quantification of tumor weight at sacrifice. Each dot representing an individual tumor,
mean+SD. (E) Tumor rejection assessment for each condition. TE: tumor elimination (black

bar); TGI: tumor growth inhibition (grey bar) and normal tumor growth (white bar).
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Figure 5. Effect of hUC-MSCs on the human immune landscape of tumors in Hu-
BLT mice. (A) Annotated tSNE plot of total human CD45 cells with unsupervised population
clustering (color map) of flow cytometry data. (B) Population distribution by origin (Blood vs
TIIC) and treatment (no MSC vs MSC) same color mapping as in (A). (C) Expression heatmap
for cellular populations (CD3, CD4, CDS8, CD19) (top) and phenotype (hPD-1, Tim3, CD25,
CD127) (bottom) of hCD45" cells. (D) Quantification of CD3 frequency in hCD45, CD4 in
CD3, CD8 in CD3, CD4'CD25'CDI27 Treg cells in hCD45, PD-1"Tim3"
exhausted/dysfunctional cells in CD3 and PD-1 and Tim3 expression levels by mean
fluorescence intensity (MFI). Full circles/grey columns: without MSCs; hollow circles/white

columns: with MSCs. Mean+SD.
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Chapitre 3:  Discussion et perspectives

Les travaux présentés dans cette thése représentent le point de départ pour une réflexion
et un processus d’amélioration des modeles précliniques utilisés en immuno-oncologie.
Evidemment, la nature méme d’un modéle implique un détachement avec la réalité clinique et
des efforts considérables doivent étre déployés pour générer des modeles qui sont représentatifs,
mais aussi flexibles, robustes et aussi simples d’utilisation que possible afin d’en favoriser la
diffusion. Nous estimons que nos travaux sont une contribution a ce progres a plusieurs niveaux,
bien qu’ils comportent toujours des lacunes a adresser. Nous aborderons dans cette section
certaines de ces forces et lacunes ainsi que des pistes, explorées ou non a ce jour, pour parfaire

notre approche.

3.1 Modé¢les actuels

Tout d’abord, commengons par situer notre approche par rapport aux modeles actuels.
L’attrait fondamental des modéles que nous avons élaborés est la nature parfaitement autologue
des interactions tumeur-SI. A notre connaissance, seuls quelques rares groupes ont démontré
d’autres approches pour parvenir a cet objectif. Dans un premier temps, Fu ef al. ont décrit
’utilisation de HSC CD34+ provenant de moelle osseuse de patients ayant subi une résection
chirurgicale de carcinomes épidermoides de la téte et du cou (HNSCC) [383]. Il s’agit d’une
approche excessivement pertinente et rigoureuse pour la modélisation préclinique, mais
comporte malheureusement des limitations logistiques, éthiques et biologiques considérables
par rapport a I’approche décrite dans cette these. D’abord, notre approche prévoit le prélevement
du matériel biologique auprés de donneurs sains par des approches peu invasives pour les
modeles par transfert adoptif. Cela facilite I’accés aux cellules nécessaires a la reconstitution
immunitaire des souris et permet de facilement répéter les expériences pour un méme donneur.
Notre approche permet aussi de générer plusieurs lignées tumorales a partir d’'un méme donneur.
Le transfert adoptif de globules blancs circulants offre aussi une reconstitution plus rapide et
fonctionnelle que 1’utilisation de HSC en absence de thymus autologue, puisque sans celui-ci,
I’éducation des lymphocytes T humains dérivés de HSC est incompléte [384]. Les modéles de
transfert adoptif de PBMC entrainent cependant des GVHD beaucoup plus rapidement,



réduisant considérablement la fenétre d’étude. Alternativement, Jespersen et al. ont décrit la
combinaison de PDX de mélanomes avec le transfert adoptif de lymphocytes infiltrant la tumeur
(TIL) originale ayant été¢ propagée in vitro [385]. Cette approche ingénieuse permet bien de
modéliser la réponse d’un patient donné a sa tumeur. Toutefois, la présélection de cellules T
réactives a la tumeur et I’expansion in vitro de ces cellules en font un systéme « idéal » ou toutes
les cellules infusées (20 millions par souris) devraient étre réactives aux tumeurs. Or, dans cette
¢tude, la réactivité ne fut observée que lors de supplémentation considérable en IL-2 humain
aux souris. Aussi, cette étude s’est vue incapable d’utiliser ce modele pour évaluer 1’effet
d’agents immunomodulateurs puisque 1’infusion des TIL était soit complétement inefficace ou
curative. Les modéles que nous avons développés donnant des réponses plus nuancées, ils
permettent d’évaluer la potentialisation de la réponse anti-tumorale a la suite de différents
traitements. Aussi, il est intéressant de constater que, dans notre cas, I’injection de seulement 5
millions de PBMC totaux — a priori sans enrichissement de spécificité contre la tumeur — mene
a un rejet tumoral partiel ou complet méme en absence de supplément d’IL2. Ceci peut
possiblement s’expliquer par le fait que les tumeurs générées par notre approche sont
immunitairement naives et n’ont pas subi de pression préalable favorisant 1’acquisition de
phénotypes immunosuppressifs (immunoédition tumorale). Selon cette hypothése, la croissance
secondaire de tumeurs étant parvenues a évader la réponse immunitaire devrait étre plus

résistante a une nouvelle confrontation immunitaire.

Une lacune majeure de notre approche par rapport aux deux modeles présentés
précédemment est la transformation artificielle des cellules pour générer les lignées tumorales.
L’utilisation de PDX permet une excellente modélisation du contexte génétique complexe de
tumeurs cliniques, de la variation inter-tumorale et, selon 1’approche expérimentale, du
microenvironnement tumoral normal. Bien qu’il s’agisse d’une approche artificielle, la
transformation de cellules saines par transduction de proto-oncogenes permet toutefois d’obtenir
des lignées tumorales génétiquement définies dont I’étude a long terme permettrait de mieux
comprendre les mécanismes d’évolution tumorale dans différents contextes (in vitro vs. in vivo,
avec vs. sans pression immunitaire, etc.). Elles offrent aussi une grande flexibilité et un
affranchissement de matériel biologique issu de patient — qui demeure toutefois un outil de

validation indispensable. La méthode de transformation utilisée peut toutefois étre améliorée.
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Dans nos travaux, I’'utilisation de 1’approche dénommée 4T impliquant la transduction
lentivirale des transgénes hTERT, SV40ER et HRas"!? s’est avérée étre trés robuste, mais peu
représentative, menant a la formation de tumeur trés dédifférenciées, agressives et faiblement
invasives. Différentes approches pourraient étre explorées afin d’améliorer les propriétés des
lignées ainsi générées. Une premicre approche étudiée pour accélérer et standardiser la
transformation tumorale de cellules primaires ou dérivées d’iPSC consiste a utiliser une
technique d’insertion spécifique pour 1’ajout des proto-oncogenes. En insérant les transgenes
simultanément par recombinaison homologue a la suite d’une coupure d’ADN dans un site
spécifique grace a des endonucléases aux doigts de zinc ou avec Crispr/Cas9, on assure une
expression standardisée des transgénes et aucune insertion aléatoire pouvant affecter le
phénotype cellulaire. J’ai travaillé sur une telle approche pendant plusieurs années au laboratoire
pour générer une cassette polycistronique permettant I’expression concomitante des trois proto-
oncogenes d’intérét et d’une protéine fluorescente au sein du site génomique AAVSI, un site
Safe harbor n’affectant pas le phénotype cellulaire (Figure 3.1). Ce design permet la sélection
des clones ayant bien intégré la cassette au site d’intérét et d’exprimer les génes d’intérét dans
un ratio steechiométrique. La mise au point de cet outil a toutefois malheureusement da étre
mise de coté temporairement pour des raisons de temps a la suite de plusieurs tentatives
infructueuses d’insertion dans les cellules primaires, malgré des preuves d’insertion dans des

lignées contrdle.
Homologie au lPGk hTERT I R I Pl I SVAOER Homologie au
C site AAVS1 FW . as g mum site AAVS1 REV )

|:|Séquence P2A auto-clivante

Figure 3.1 Design de cassette polycistronique pour transformation cellulaire
Schématisation de la cassette d’insertion au site AAVS1 pour la sélection des clones
recombinants et I’expression des proto-oncogenes d’intérét. Plasmide d’insertion original fourni
par Yannick Doyon (Université Laval). SA : site accepteur d’épissage; PuroR : geéne de
résistance a la puromycine; Poly A : séquence initiatrice de polyadénylation; PGK : promoteur
du gene de la phosphoglycérate kinase 1; Plum : protéine fluorescente mPlum; P2A : séquence
peptidique virale auto-clivante.
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Cet outil permettrait dans un premier temps de déterminer quels niveaux d’expression des
transgeénes sont nécessaires pour mener a la transformation cellulaire et si le dosage de certaines
de ces protéines permettent une transformation moins agressive. Ceci peut étre fait en identifiant
les insertions homo- vs hétérozygotes ou en faisant varier le promoteur d’expression. S’il
s’avere que I’expression de cette cassette est suffisante pour mener a la transformation cellulaire,
il serait aussi envisageable d’y substituer un promoteur inductible plutét que le promoteur
ubiquitaire PGK. Cela permettrait de générer une lignée cellulaire (primaire ou iPSC) pré-
transformée stable pouvant étre facilement transformée a la suite de la différenciation sans égard

a la permissivité a la transduction ou a la transfection.

Une autre approche pour améliorer le processus de transformation serait d’adapter les
oncogeénes employés au type tumoral d’intérét. L’approche 4T est robuste, mais aucunement
spécifique. Or, la plupart des tumeurs possédent des mutations souvent spécifiques selon le type
de cancer, permettant de les classifier. Dans une récente publication, Bailey ef al. ont identifié
299 genes drivers — qui proférent un avantage sélectif et promeuvent 1’émergence ou la
croissance tumorale — suite a I’analyse bioinformatique de plus de 9 000 tumeurs de 33 types
différents [386]. On y identifie plusieurs genes mutés dans de nombreux cancers (p53 étant le
plus représenté a 37,5%) et plusieurs spécifiquement mutés dans certains types ou familles de
cancers. Notons par exemple I’implication d’IDH1, ATRX et EGFR notamment dans les
cancers du SNC comme le glioblastome et les gliomes de bas grade [386, 387] ou de CTNNBI,
NFE2L2, APOB et ALB dans les carcinomes hépatocellulaires du foie [386]. L utilisation de
ces données pour le développement de stratégies de transformation pourrait hypothétiquement
améliorer la qualité phénotypique des tumeurs générées. La transduction lentivirale et 1a délétion
ou I’insertion spécifique par CRISPR/Cas9 des formes associées aux tumeurs des genes évoqués
précédemment pourraient donc étre utilisés pour raffiner la procédure de transformation

tumorale dans nos modéles.

3.2 Processus de transformation

Certaines observations pertinentes ont aussi été faites par rapport au processus de

transformation tumorale. Tout d’abord, nous avons observé que la transformation tumorale ne
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pouvait s’opérer que sur des cellules en prolifération. Ainsi, les populations cellulaires
quiescentes ou sénescentes semblaient impossibles a transformer et s’avéraient donc incapables
de réactiver le processus de mitose. Quatre exemples de ce phénoméne peuvent étre soulevés.
Premierement, ’ordre d’insertion des transgénes s’aveére important: il est connu que la
transduction de Ras oncogénique dans un premier temps mene a une crise mitogénique induisant
la sénescence des cellules dont les mécanismes de réponse aux dommages a I’ADN (voies p53
et pl6 notamment) sont fonctionnels. Ce phénotype s’avére irréversible par ’addition de
SV40ER, méme si celui-ci inhibe efficacement les voies p53 et pRB (en aval de p16) [388, 389].
Cela suggere qu’une fois les mécanismes de sénescence enclenchés par un stress oncogénique,
ceux-ci ne peuvent €tre renversés, contrairement a la sénescence réplicative [390]. La
transformation cellulaire nécessite donc 1’inhibition des voies de suppression tumorale par

SV40ER avant I’ajout du signal oncogénique Ras.

Le second cas observé ou le taux de prolifération semble influer sur 1’efficacité¢ du
processus de transformation concerne les fibroblastes de peaux provenant de différentes
origines. Dans un premier temps, nous avons observé que les fibroblastes de peau adultes
provenant de biopsies avaient un taux de croissance in vitro inférieur aux cellules isolées du
derme fcetal. Bien que les deux populations soient prolifératives in vitro et permissives a la
transformation, générant des lignées cellulaires capables de former des tumeurs in vivo, nous
avons observé de fagon constante une cinétique de croissance tumorale plus rapide et agressive
chez les tumeurs issues de tissu feetal, le plus souvent dii & un raccourcissement de la période de
latence tumorale. Quelques facteurs pourraient expliquer cette observation et devraient étre
approfondis pour déterminer la source de ce phénoméene. Nous suspectons que la transformation
d’une population moins différenciée serait plus efficace et flexible, di a une plus grande
plasticité génétique grace aux mécanismes épigénétiques déja impliqués dans le processus de
différenciation. Cela générerait des populations avec une plus grande capacité d’adaptation dans
un nouvel environnement (in vitro vs. in vivo) et ainsi une plus courte latence relativement a
cette adaptation. Pour vérifier cette hypothese, nous pourrions dans un premier temps €valuer
des marqueurs de maturité sur les différentes populations transformées et non transformées par
immunofluorescence, cytométrie en flux ou génotypage permettant d’établir si les populations

d’origine sont significativement différentes. Cela permettrait aussi de déterminer si les lignées
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transformées ont aussi des phénotypes moléculaires différents qui pourraient expliquer cette
variation in vivo. L’expression de genes de remodelage épigénétique par qPCR ou Western blot
et le séquencage d’accessibilité de la chromatine (ATAC-seq) seraient aussi des pistes pour
vérifier si des variations épigénétiques entre les populations meres et transformées pourraient
étre a la source de ce phénotype.

Troisiémement, la transformation des cellules hépatiques dérivées d’iPSC s’est avérée
impossible en fin de différenciation. Les cellules cessant de proliférer au-dela du stade de
progéniteurs, nous nous sommes avérés incapable d’initier leur transformation par I’ajout de
SV40ER au-dela de ce point (Figure 3.2). Quelques hypothéses peuvent étre suggérées pour
expliquer ce résultat. D’abord, il est possible que I’arrét de prolifération au-dela du stade de
progéniteurs hépatiques lors de la différenciation terminale des cellules implique des
mécanismes moléculaires indépendants de p53 et pRB, les cibles de SV40 LgT.
Alternativement, il est possible que la différenciation in vitro induise une accumulation de p16
et que I’arrét de croissance observé soit relié a un phénotype sénescent et non quiescent des
cellules différenciées. L’expression de pl16 étant corrélée avec I’irréversibilité du phénotype
sénescent [390], cela expliquerait I’incapacité de SV40ER de promouvoir la prolifération
cellulaire. L’investigation des niveaux d’expression de p16 par qPCR au fil de la différenciation

permettrait de facilement répondre a cette hypothése.

\
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Figure 3.2 Potentiel de transformation tumorale des hépatocytes dérivés d'iPSC

Schéma de différenciation hépatocytaire des iPSC indiquant les tentatives d’initiation de la
transformation tumorale par transduction avec SV40ER (fleches rouges). Alors que la
transformation s’avere relativement efficace (suite a la page suivante)
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a jour 16-17 (multiples colonies émergentes), elle ’est significativement moins deés jour 22
(rares colonies obtenues entre toutes les tentatives) et n’a jamais été observée a jour 30. A noter
que les contrdles de transduction se sont toujours montrés comparables aux différents temps.

Le quatrieme exemple de la nécessité pour les cellules de proliférer pour étre transformées
est la transformation des astrocytes primaires ou dérivés d’iPSC. Dans les deux cas, on retrouve
deux sous-populations. La premiére est proliférative et exprime des niveaux faibles de GFAP —
un marqueur d’astrocytes matures — et la deuxiéme est non-proliférative, et bien différenciée
avec un cytoplasme étendu avec des projections cellulaires et riche en GFAP par
immunofluorescence. Or, dans toutes les tentatives de transformation cellulaire, seule la
premiére sous-population menait a 1’obtention de colonies transformées exprimant des niveaux
faibles de GFAP et une morphologie trés indifférenciée. Le phénotype peu différencié obtenu a
la suite de la transformation pourrait donc étre dii principalement a la sous-population ayant été

transformée plutdt qu’a un processus de dédifférenciation de cellules différenciées.

Ces exemples d’incapacité de cellules quiescentes ou sénescentes a subir une
transformation tumorale pourraient toutefois étre le résultat d’artéfacts attribuables au processus
de culture cellulaire in vitro. Pour confirmer cette hypothése, nous croyons qu’il serait possible
d’utiliser I’approche d’insertion spécifique de la cassette 4T, discutée précédemment, dans la
population mére des cellules différenciées. Soit a I’aide de promoteurs spécifiques a la lignée
différenciée ou d’un promoteur inductible; I’expression des transgenes pourrait étre controlée et
le potentiel de différenciation ainsi évalué. Nous croyons aussi qu’il serait possible d’injecter
les cellules progénitrices non-transformées de facon orthotopique chez la souris (dans 1’organe
ou elles seraient normalement retrouvées) et de laisser la différenciation s’opérer naturellement
avant d’induire I’expression des transgenes in vivo pour voir si le potentiel de transformation
est amélioré. Des approches de différenciation in vivo d’iPSC ont déja été démontrées comme
résultant en un phénotype plus mature que lors de différenciations in vitro pour des cellules
souches neuronales et des cardiomyocytes [391, 392], il s’agit donc d’une approche

envisageable pour d’autres types cellulaires.

A ce sujet, d’autres types cellulaires seraient aussi pertinents a étudier comme modeles

tumoraux induits. Parmi ceux-ci, notons les mélanocytes afin de générer des mélanomes qui
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sont des tumeurs largement ciblées en immuno-oncologie et pour lesquels des protocoles de
différenciation sont présentement a I’essai au laboratoire. Alternativement, la transformation de
cellules épithéliales du poumon [393], du petit intestin [394] ou des canaux pancréatiques [395],
par exemple, pourraient servir a modéliser des carcinomes pulmonaires, adénocarcinomes du
colon ou du pancréas respectivement. Aussi, bien que les tumeurs liquides (leucémies,
lymphomes, my¢lomes) aient aujourd’hui des pronostics plutdt favorables, il demeure pertinent
de mod¢liser ces cancers pour identifier des approches d’immunothérapie efficaces, peu
toxiques et durables qui pourraient éviter le recours aux greffes de moelle. Puisque toutes ces
tumeurs sont issues d’'une méme source cellulaire, la cellule souche hématopoiétique (HSC)
CD34", pour laquelle des protocoles de différenciation a partir d’iPSC ont été décrits [396], il
devient aussi envisageable d’appliquer une approche similaire de transformation tumorale. La
différenciation partielle ou compléte de ces HSC en progéniteurs engagés dans différentes
lignées permettrait probablement la modélisation de différents cancers hématologiques.
L’obtention de HSC aurait aussi l’avantage ¢énorme de permettre une reconstitution
hématopoiétique sans avoir recours aux niches hématopoiétiques du donneur. On pourrait ainsi
imaginer 1’administration de HSC CD34+ dérivés d’iPSC d’un donneur initial a des souris
immunodéficientes (modele Hu-CD34) et ’administration de différentes lignées cancéreuses
définies génétiquement (glioblastomes, carcinomes hépatiques, pulmonaires, pancréatiques,
etc.) sans méme avoir recours au donneur initial. Cette avenue est présentement a 1’étude dans

le laboratoire.

Finalement, nous avons émis I’hypothése que la dérive génétique de nos différentes
lignées au fil du temps pourrait expliquer une certaine variabilité intra- et inter-tumorale.
L’aspect multi-lobulaire notamment des tumeurs sous-cutanées est un indice de la clonalité de
cette croissance tumorale et donc du processus de sélection qui doit s’y dérouler. Afin de vérifier
cette hypothése, plusieurs approches pourraient étre utilisées. Dans un premier temps, afin de
mesurer ’ampleur du phénomeéne de facon longitudinale, une approche de « barcoding »
moléculaire de la population transformée. Ceci peut étre fait par la transduction des cellules avec
une librairie lentivirale contenant des codes uniques soit avant la transformation (pour voir
I’efficacité du processus de transformation) ou immédiatement apres 1’établissement de la lignée

4T pour fournir de I’information sur la clonalité de la population obtenue et son évolution au fil
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du temps ou a la suite d’un passage in vivo. De facon plus poussée, le génotypage ou le
séquencage de la population a différents temps ou a la suite d’un passage in vivo ou un traitement
permettrait d’évaluer I’impact génétique de cet événement. L’impact du systéme immunitaire
sur le phénotype tumoral, notamment sur I’acquisition d’une résistance immunitaire pourrait
aussi étre évalué par des expériences de transplantation secondaires de tumeurs issues de souris
NSG sans reconstitution ou Auto-AT dans de nouveaux hotes Auto-AT. Cela permettrait de
valider la présence d’un processus d’immunoédition tumorale dans ce modele. En comparant
ainsi des cellules issues de tumeurs primaires sensibles versus résistantes au SI face a un
nouveau challenge immunitaire on pourrait dissocier la composante cellulaire de la composante

microenvironnementale dans notre modéle.

3.3 Rejet tumoral

Tel que discuté précédemment, la capacité des modeles tumoraux générés dans nos
travaux a étre rejetés par un systéme immunitaire autologue souléve quelques interrogations.
Qu’est-ce qui est reconnu par le systéme immunitaire dans ces tumeurs? Comment expliquer
I’ubiquité et I’efficacité de la réponse contre les tumeurs 4T avec I’injection d’aussi peu que 5
millions de PBMC:s, soit 2-3 millions de lymphocytes T? Est-ce que d’autres types cellulaires
sont impliqués dans ce processus? En considérant que I’approche 4T pour la transformation des
cellules primaires ou dérivées d’iPSC implique I’expression de transgenes ainsi que 1’utilisation
de lentivirus, il est probable que la méthode de transformation en soi soit responsable de la
réponse anti-tumorale. Plusieurs protéines transgéniques exprimées par les cellules tumorales
pourraient induire une réponse immunitaire : SV40 LgT et SmT, mPlum, la luciférase et la
protéine fluorescente verte (GFP) coexprimée avec la luciférase dans certains de nos modéles.
L’immunogénicité de GFP a été démontrée par plusieurs études [397] et une ¢tude a décrit
I’immunogénicité de la luciférase firefly utilisée dans nos travaux [398]. Ces dernicres étant
utilisées pour les modeles hépatiques, NSC/Astro et fibroblastiques systémiques, elles sont
absentes des tumeurs sous-cutanées. Il est donc peu probable qu’elles soient les seules sources
d’immunogénicité tumorale. Aucune information n’a toutefois pu étre trouvée sur

I’immunogénicité de mPlum ou de la protéine fluorescente rouge monomérique (mRFP) de
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laquelle mPlum a été dérivée [399]. L immunogénicité de SV40 LgT a aussi été décrite,
principalement pour 1’épitope immunodominant IV [400], mais aucune donnée spécifique n’a
pu étre trouvée pour SmT. Finalement, 1’utilisation de vecteurs viraux pour la transduction des
transgénes pourrait étre une source d’immunogénicité. Toutefois, la présence de protéines
virales dans ce contexte est transitoire et de relativement courte durée puisqu’aucun gene
lentiviral n’est intégré au génome. Il est donc peu probable que cela contribue significativement
au rejet observé. Outre I’implication directe du processus de transformation, il est probable que
celui-ci meéne aussi a I’expression d’antigénes associés aux tumeurs (TAA) et que ceux-ci
augmentent au fil du temps a cause de I’instabilité¢ génétique inhérente a la transformation
cellulaire. Il serait présomptueux de spéculer sur la nature de ces TAA dans le cas présent, mais
il pourrait s’agir de protéines de fusion dues a des translocations chromosomiales, de protéines
mutées, de la réactivation de génes embryonnaires ou de 1I’expression aberrante de régions
normalement non-codantes [401]. L’apparition de ces TAA étant principalement stochastique,
il est peu probable, encore une fois, qu’il s’agisse du mécanisme commun principal pour la
reconnaissance immunitaire des tumeurs induites. Différentes approches -omiques
permettraient peut-étre d’identifier les variations entre cellules rejetées et non-rejetées pouvant
expliquer ce phénotype. Par exemple, I’'immunoprotéomique permettrait d’identifier les
peptides présentés par les cellules tumorales. Cette technique requiert cependant une grande
quantité de cellules, probablement inatteignable pour les tumeurs rejetées. La présence d’ARN
messagers ou non-codant aberrants pourrait aussi €tre détectée par séquencage d’ARN entre
différentes populations. La validation de ces résultats serait toutefois ardue étant probablement
attribuable a un ensemble de facteurs. De plus, un changement dans la population tumorale
n’implique pas forcément une altération de la réponse immunitaire. Il faudrait ainsi valider les
cibles identifi¢es avec les TIL associés a cette tumeur. L’étude de la population immunitaire est

donc inévitable dans ce contexte.

Différentes approches sont envisageables pour qualifier et quantifier la diversité et la
conservation de la réponse anti-tumorale entre différents échantillons ou lignées tumorales.
L’isolement de TIL des différentes tumeurs est fait de fagon routinieére et permet 1’analyse
phénotypique et fonctionnelle de I’infiltrat tumoral. L’évaluation de la clonalité des TIL par

séquengage des TCR dans les cellules individuelles a ’aide de techniques de séquencage de
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cellules uniques sur plusieurs échantillons d’une méme lignée et de différentes lignées
permettrait d’identifier si un ou des épitopes dominants sont conservés entre les lignées ou entre
donneurs ainsi que d’évaluer la richesse de la réponse immunitaire pour chaque échantillon.
L’utilisation de substituts de complexes HLA-épitope (tétrameres, pentameres ou lignées
cellulaires) permettrait quant a elle d’identifier in vitro la nature des épitopes reconnus par les
TIL. Alors qu’il est toujours impossible de déterminer la nature de 1’épitope reconnu par un
TCR a I’aide de sa séquence, de nombreux groupes développent aujourd’hui des outils
bioinformatiques pour répondre a cette problématique. Il y a fort a parier qu’un algorithme sera
bientdt disponible a cet effet considérant I’abondance de données corrélatives a ce sujet depuis
quelques années (quelques pré-publications a ce sujet sont d’ailleurs disponibles sur BioRxiv
en date d’aolt 2019 https://www.biorxiv.org/content/10.1101/433706v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/650861v2

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/542332v1).

D’autres facteurs influant sur le rejet tumoral ont aussi ét¢ identifiés au cours de cette
these. D’abord, le taux de croissance et la taille de la tumeur avaient un impact significatif sur
I’efficacité de rejet. Sans surprise, plus une tumeur était de grande taille ou avait une croissance
rapide, moins son rejet par les cellules immunitaires était efficace. L’équilibre entre
I’élimination et la prolifération dicte si la tumeur peut croitre ou si elle est éliminée. Une lignée
plus agressive sera donc évidemment favorisée en dépit d’une réaction immunitaire
fonctionnelle. Ainsi, I’importance de connaitre les cinétiques de croissance tumorale et de
reconstitution immunitaire sont primordiales pour I’utilisation de ces modéles. Fait intéressant
toutefois, dans les souris immunodéficientes utilisées (NSG), la taille des tumeurs était aussi
corrélée avec une infiltration de cellules immunitaires murines importantes ainsi qu’une
splénomégalie marquée tant dans les animaux humanisés que chez les controles. Une tentative
de caractérisation de ces cellules murines a révélé ’expression du marqueur B220 sur ces
cellules, soit un marqueur de cellules B a tout stade de maturation. Or, les NSG ne permettant
pas la maturation des lymphocytes B, les cellules présentes sont probablement une population
pro-B avant réarrangement et donc probablement non-fonctionnelle. Leur infiltration massive
des tumeurs est toutefois problématique, car elle semble limiter la capacité d’infiltration des

cellules humaines et donc diminuer le rejet. Il est donc important que la reconstitution humaine
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atteigne un niveau suffisant avant que les tumeurs ne soient trop importantes et que 1’infiltration

murine ne soit problématique.

Par ailleurs, la localisation de la croissance tumorale a aussi un impact sur I’efficacité de
son rejet. L’injection sous-cutanée, par exemple, entraine un délai potentiel de la réponse
immunitaire car les cellules effectrices dépendent de 1’angiogenése pour accéder a la tumeur,
laissant ainsi a la tumeur plus de temps pour s’établir avant d’étre confrontée au systeme
immunitaire. A I’opposé, I’injection systémique de cellules tumorales méne a la formation de
tumeurs directement dans les organes irrigués, notamment le foie et les poumons comme nous
I’avons observé dans la figure 2 du second article. Nous avons toutefois remarqué une variation
dans ’efficacité de la réponse anti-tumorale en fonction du tissu touché dans ces animaux. En
effet, les tumeurs pulmonaires furent efficacement éliminées par le systéme immunitaire alors
que nombre de ces animaux ont tout de méme développé des tumeurs hépatiques importantes.
Le foie étant considéré comme un organe de tolérance immunitaire [402] di a différents
mécanismes d’ immunosuppression, cela peut expliquer les résultats obtenus. Nous nous serions
attendus a obtenir des résultats similaires a la suite de 1’injection intrahépatique de cellules
hépatiques tumorales dérivées d’iPSC (iHep 4T). Or, I’expérience menée a cet effet nous a plutot
montré une élimination presque compléte des tumeurs hépatiques dans ce modele (article 1,

figure 3). Ces expériences doivent étre répétées avant de tirer des conclusions.

Finalement, I’identification des types cellulaires impliqués dans la réponse anti-tumorale
et ’amélioration de la reconstitution immunitaire des souris sont aussi des aspects importants
pour I’avenir de ces modeles. Tel qu’illustré dans 1’introduction de cette thése, de nombreux
types cellulaires sont impliqués dans la réponse anti-tumorale a différents stades. Les NK sont
des effecteurs importants de la réponse anti-tumorale dans le processus immunoédition et leur
utilisation thérapeutique en clinique est prometteuse [403]. Dans nos modéles, toutefois, le role
des NK semble peu essentiel a la réponse anti-tumorale. Tout d’abord, comme nous avons pu
I’observer dans nos modeles, il est connu que les souris BLT reconstituent trés mal le
compartiment NK [404]. Or, ces souris BLT sont tout de méme en mesure d’éliminer de
nombreuses tumeurs. L’absence quasi-totale de cellules NK (CD3°CD56") dans Iinfiltrat
tumoral des souris Auto-AT, alors qu’on en retrouve dans leur sang, est aussi un indicateur que

ces cellules ne sont pas impliquées dans le rejet tumoral. Finalement, des essais in vitro de
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cytotoxicité de cellules NK contre certaines lignées tumorales d’origine fibroblastiques ont
révélé peu ou pas d’activité dans ces conditions (données non montrées). Pour valider ces
résultats, nous pourrions simplement procéder a la déplétion des cellules NK des PBMC injectés
aux souris dans un modele Auto-AT. Il est toutefois aussi probable que les NK aient un effet
synergique dans la réponse anti-tumorale avec les lymphocytes T. La déplétion des NK
permettrait aussi de vérifier cette hypothése. De facon complémentaire, 1’inhibition ou la
déplétion des lymphocytes T dans les PBMC injectés pourrait aussi nous informer sur
I’implication d’autres types cellulaires dans le rejet tumoral. Finalement, I’utilisation de modeles
pouvant soutenir la maturation des NK, notamment par I’expression d’IL-15 ou d’IL-2 humains

[405, 406], serait un atout pour les modéeles futurs.

3.4 Stroma tumoral

Finalement, les travaux présentés dans cette thése n’ont pas pris en compte la nature du
stroma tumoral. Il va sans dire que celui-ci est d’origine murine comme pour n’importe quel
autre modéle humain chez la souris. Méme dans les modeles PDX, le stroma humain, peu ou
non prolifératif, est complétement remplacé par un stroma murin en aussi peu que 3 a 5 passages
selon les cas [407]. Il est donc difficile d’étudier I’implication du stroma normal dans ce genre
de modeles. En ayant acces aux cellules saines du donneur, les modeles que nous avons
développés permettent de combiner des cellules transformées et non transformées lors de
I’injection. On peut ainsi étudier ’impact d’un stroma humain autologue sur la croissance
tumorale et sur la réponse immunitaire ainsi que d’évaluer I’impact de modifications de ce
stroma, par exemple a la suite de 1’induction d’une sénescence. Des travaux sont déja en cours
dans le laboratoire sur le modele de tumeurs fibroblastiques en coinjection avec des fibroblastes
non transformés autologues. Les travaux préliminaires encourageants révelent non seulement la
persistance des cellules non transformées plusieurs semaines apres I’injection, mais aussi un
impact significatif sur la croissance tumorale. Bien que le stroma comporte de nombreux types
cellulaires et composantes moléculaires, la modélisation ne serait-ce que partielle de certaines
de ces composantes (ex. cellules non transformées + systéme immunitaire) représente un progres

significatif dans le domaine.
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Chapitre4: Conclusion

La nécessité de modéliser les interactions immunitaires entre un patient et sa tumeur est
un défi de taille. Il s’agit néanmoins d’une étape importante dans le développement d’approches
thérapeutiques efficaces. Les travaux présentés dans cette thése constituent un effort pour

répondre a cette lacune actuelle.

Nous avons dans un premier temps démontré la possibilité de générer plusieurs lignées
tumorales a partir d’un donneur sain (Objectif 1, Article 1). La transformation de fibroblastes
primaires a servi de point de départ pour cette procédure, mais nous avons aussi démontré la
possibilité d’utiliser des iPSC pour générer différentes lignées cellulaires transformées a partir
d’un méme donneur. Grace a cette approche, nous avons pu produire des lignées tumorales
hépatiques, neurales et astrocytaires génétiquement définies et simples d’entretien. Il s’agit
d’une premicere dans le domaine ouvrant la porte & une myriade d’applications, d’expansion et

de raffinements éventuels.

Nous avons aussi démontr¢ la possibilité de combiner, dans un modéle murin, une tumeur
et un systtme immunitaire provenant du méme donneur sain a I’aide de deux approches
d’humanisation immunitaire : le transfert adoptif de cellules immunitaires du sang matures et la
reconstitution immunitaire a 1’aide de cellules souches et de thymus feetaux (Article 1). Dans
les deux cas, des tumeurs autologues furent reconnues, infiltrées et rejetées par le systéme
immunitaire implanté via I’implication des lymphocytes T principalement. Or, ’absence de rejet
tumoral complet dans une majorité d’animaux souléve la capacité de ces cellules tumorales a
évader efficacement la réponse immunitaire. Cette croissance tumorale était associée a un
phénotype marqué de dysfonction lymphocytaire — caractérisé par 1’expression de PD-1 et Tim3
par les lymphocytes T — ainsi qu’a une accumulation de types cellulaires immunosuppressifs —
comme les lymphocytes T régulateurs —dans toutes les tumeurs analysées. Ces observations
récapitulent la capacité des tumeurs cliniques a induire un microenvironnement
immunosuppressif et par conséquent valident la pertinence de nos modéles pour 1’étude de la

réactivation d’une réponse anti-tumorale efficace.



La validation de la capacité de ces modeles a servir de plateforme préclinique d’évaluation
de D’efficacit¢ d’immunothérapies contre le cancer étant nécessaire, nous les avons mis a
I’épreuve dans trois contextes distincts pour évaluer I'immunomodulation thérapeutique.
Premierement, 1’inhibition de points de contrdle immunitaires (thérapie anti-PD-1) dans un
contexte in vivo a provoqué une augmentation de 1’infiltration tumorale, mais n’a pas engendré
de variation significative de la croissance (Article 1). Deuxiémement, 1’expression par les
lignées cancéreuses neurales du marqueur tumoral GD2 a permis la génération de lymphocytes
T autologues exprimant un récepteur d’antigene chimérique (CAR-T cell) contre cette cible.
L’évaluation de I’efficacité cytotoxique de ces CAR-T cell a révélé une spécificité appréciable
(Article 1), mais aussi une variabilité dans la réponse anti-GD2 qui sera validée et approfondie.
Finalement, cette approche a aussi permis de démontrer que malgré des propriétés
immunomodulatrices bien établies, les cellules stromales mésenchymateuses (MSC) n’ont pas
d’impact sur la croissance de tumeurs d’origine fibroblastique en présence d’un systéme
immunitaire autologue ou allogénique (Article 2). La présence d’un microenvironnement
immunosuppressif au sein des tumeurs fibroblastiques semble suffisamment robuste pour ne pas

étre affectée par I’ajout de MSC.

En somme, nous croyons que la justesse, la fiabilité, la flexibilité et I’accessibilité sont
des caractéristiques importantes d’un modele biologique sur lesquelles I’approche décrite dans
cette thése est fondée. Les modeles décrits représentent une base solide pour I’amélioration des
approches précliniques en immuno-oncologie pour un développement plus rapide, robuste et

sécuritaire de nouvelles immunothérapies contre le cancer.
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