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Résumé

Plusieurs mécanismes sont mis en place dans le microenvironnement tumoral pour
restreindre 1’activité anti-tumorale médiée par les composantes du systéme immunitaire.
L’identification de nouvelles cibles moléculaires impliquées dans le phénomene de redondance
des mécanismes d’immunosuppression est nécessaire dans le développement de stratégies
d’immunothérapies permettant de rétablir un systéme immunitaire anti-tumorale efficace. L’un
des facteurs responsables du microenvironnement immunosuppressif tumoral est I’adénosine

extracellulaire générée par I’enzyme membranaire CD73.

Dans le but d’évaluer le role de I'axe CD73 / adénosine dans un contexte
d’immunothérapie, des corrélations ont été effectuées sur des cohortes de patientes. Ces résultats
ont été¢ confirmés par le biais de modeles de cancer de souris syngéniques et knockouts ainsi
que par des modeles in vitro de cancers de souris et humains déficients ou compétents en CD73.
Dans le cancer séreux de haut grade, cette thése démontre que CD73 agit en tant que
biomarqueur pronostique en association avec les lymphocytes T CD8" et favorise la
prolifération tumorale in vitro et in vivo. Les résultats démontrent également que I’expression
de CD73 sur les cellules fibroblastiques favorise 1’échappement immunitaire et la croissance
tumorale. Dans le cancer du sein HER2", cette thése présente CD73 comme mécanisme de
résistance ou I’expression de cette enzyme par les cellules tumorales ou les cellules de I’hote
diminuent la réponse immunitaire anti-tumorale médiée par un anti-ErbB2. Les résultats
démontrent également que I’inhibition de cette enzyme augmente 1’efficacité thérapeutique d’un

anti-ErbB2 dans un mod¢le greffé, un modeéle spontané et un modele de métastases pulmonaires.

Les travaux présentés dans cette these démontrent I’importance de I’axe adénosinergique
dans deux types de cancers ou le microenvironnement tumoral immunosuppressif est un frein a
une thérapie optimale. Cette these explore les propriétés de CD73 en tant que nouvelle cible en

immunothérapie du cancer.

Mots-clés : CD73, Adénosine, Immunothérapie, Cancer du sein, ErbB2/HER2, Trastuzumab,

Cancer de ’ovaire, EMT, Microenvironnement tumorale
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Abstract

Many mechanisms are laid in the tumor microenvironment to restrict the anti-tumor
activity by the immune system. Identification of novel molecular targets responsible of
redundancy phenomenon is necessary in developing innovative immunotherapy strategies that
will restore the anti-tumor immune system efficacy. One of the factor responsible of the
immunosuppressive tumor microenvironment is the extracellular adenosine generated by the
ecto-enzyme CD73. This thesis explores the properties of CD73 as a novel target in cancer

immunotherapy.

To evaluate the role of CD73 / adenosine axis in an immunotherapy context, correlations
has been made on patient cohorts. These results have been confirm with relevant syngeneic and
knockout mouse models. In vitro models of mouse and human cancer deficient or proficient in
CD73 has also been use. In the high-grade serous ovarian cancer, this thesis shows that CD73
acts as a prognostic marker associated with intraepithelial CD8" cells and promote in vitro and
in vivo tumor proliferation. Results from this thesis also show CD73 expression on fibroblasts
that promote immune escape and tumor proliferation. In the HER2" breast cancer, this thesis
investigates CD73 as a resistance mechanism where this enzyme expression on tumor cells and
host cells decrease the anti-tumor immune response mediated by anti-ErbB2 mAb therapy.
Results from this thesis also show that anti-CD73 mAb enhance anti-ErbB2 activity to treat

engrafted and spontaneous tumors as well as lung metastasis.

This work highlights the adenosinergic pathway in two types of cancers where the
immunosuppressive tumor microenvironment is a brake for an optimal therapy. CD73 is

presented as a novel target candidate in cancer immunotherapy.

Keywords : CD73, Adenosine, Immunotherapy, Breast cancer, ErtbB2/HER2, Trastuzumab,

Ovarian cancer, EMT, Tumor microenvironment
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Chapitre 1 - Systéme adénosinergique

1.1 Vue d’ensemble

La molécule d’adénosine triphosphate (ATP) est au coeur du systéme adénosinergique.
Cette molécule consiste en une adénosine (adénine + ribose) suivit de I’attachement de trois
phosphates en position vy, 3 et o (Figure 1.1). Cette voie de signalisation est un systéme conservé
a travers I’évolution étant donnée la découverte de récepteurs a I’ATP chez les invertébrés (1)

et les plantes (2).
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Figure 1.1 — Structure de la molécule d’ATP.

Le systéme adénosinergique inclue I'enzyme CD39 et CD73 qui ont pour fonction
d’hydrolyser ’ATP extracellulaire en adénosine (Figure 1.2) (3). Alors que la conversion de
I’ATP vers I’adénosine monophasphate (AMP) est réversible par I’action de I’adenylate kinase,
la conversion de I’AMP en adénosine est irréversible de maniere extracellulaire (4). Le tandem
CD39-CD73 est considéré comme la voie canonique de la génération d’adénosine
extracellulaire, alors que ’ATP peut emprunter une voie de conversion secondaire médiée par

le tandem enzymatique CD38-CD203a (5).
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Figure 1.2 — Vue d’ensemble du systéme adénosinergique. ©Allard et al. Curr Opin Pharmacol,
2016. With permission from Elsevier.

Plusieurs évidences claires démontrent que le systéme adénosinergique joue un rdle

primordial dans la régulation de I’épuisement du systeéme immunitaire (6,7).

1.2 Récepteurs ATP

L’ATP est une molécule fondamentale dans le systéme énergétique de la cellule (8).
Historiquement, cette molécule a été décrite comme ayant un role fondamental intracellulaire
avec un certain scepticisme quant a un effet extracellulaire (9). Finalement, en 1970 I’ATP a été
bien décrite par une série de travaux comme une molécule avec une fonction extracellulaire de
neurotransmetteur (10-12). Dans un tissu sain, ’ATP est presque exclusivement intracellulaire
avec des concentrations dans les millimolaires, alors que la concentration d’ ATP extracellulaire
est de 'ordre du nanomolaire (13). Dans le tissu interstitiel, ces concentrations sont dans les
centaines de micromolaires (14). Plusieurs mécanismes sont identifiés étant responsable de la

relache d’ATP vers le milieu extracellulaire (15). Dans le cas d’'un dommage physiologique, la



lyse cellulaire et le dommage tissulaire méne également a un relaichement massif du contenu
nucléotidique de la cellule vers I’espace extracellulaire menant ainsi a la transmission de signaux
nociceptifs et au début de I'inflammation (16,17). Il a également été rapporté que I’ATP peut
étre relaché par les lymphocytes T et les neutrophiles suivant leur activation (18,19). L’ATP
extracellulaire est maintenant acceptée comme un transmetteur autocrine et paracrine impliqué

dans des mécanismes physiologiques via une panoplie de récepteurs (16,20).

1.2.1 Types de récepteurs

Les récepteurs ATP font partie des récepteurs aux purines et sont regroupés en deux
catégories basées selon leurs fonctions pharmacologiques : les récepteurs ionotropiques P2X ou

couplés aux protéines G P2Y (21-23).

1.2.1.1 Les récepteurs P2X

Les P2X sont des récepteurs homo- ou hétéro-trimériques ou hexamériques et incluent
7 types de sous-unités (P2X; a P2X7) (20). Ces récepteurs sont activés par I’ATP et sont des
canaux ioniques perméables aux ions Na*, K* et Ca®". L’ADN complémentaire encodant une
sous-unité du premier récepteur de la famille des P2X a été isolé pour la premicre fois en 1994
(20). Chaque sous-unité contient entre 384 et 595 acides aminés et contient deux régions
hydrophobiques assez longues pour permettre de traverser la membrane cytoplasmique (24,25).
Toutes les sous-unités P2X humaines ont de 2 a 6 séquences consensus pouvant étre glycosylées
(20,26,27). Chaque sous-unité a une affinité particuliére pour s’assembler avec d’autres sous-
unités (Tableau 1.1) (28,29). La sous-unit¢ P2X; est atypique et possede une queue
cytoplasmique du co6té de la queue terminale COOH plus longue indiquant un réle possible de

signalisation intracellulaire (30,31).



P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2Xs P2X6 P2X7
P2X1 + + + - + + -
P2X2 + + - + + -
P2X3 + - + - -
P2X4 + + + -
P2X5 + + -
P2X6 - -
P2X7 +

Tableau 1.1 — Affinité des sous-unités des récepteurs P2X. Co-assemblage possible
entre les différentes sous-unitées des récepteurs P2X par immuno-précipitation (+) ou
non (-).

Les récepteurs P2X sont présents dans la majorité sinon tous les tissus (20). En ce qui
concerne le systéme immunitaire, des analyses d’immunohistochimies suggerent que les
lymphocytes B expriment les sous-unités P2X;, P2X>, P2X4 et P2X7 (32). Alors que pour les
thymocytes, ce sont davantage les récepteurs P2Xi, P2X>, P2Xs et P2X7 qui sont exprimés et
auraient un réle dans la maturation de ces cellules (33,34). Des sept sous-types P2X, c’est le
récepteur P2X7 qui est le plus impliqué dans I’inflammation (35). En effet, I’activation du
récepteur P2X7 est nécessaire a I’activation de I’inflammasome un complexe protéique incluant
caspase-1, PYCARD et NLRP1 ou NLRP3 (36). L’inflammasome est responsable de la
promotion de la modification post-translationnel des cytokines pro-inflammatoires IL-1f3 et IL-

18 dans I’initiation du phénomeéne inflammatoire (37-39).

De maniere spécifique, I’ATP extracellulaire a été observée comme un stimulant de la
mitogénese sur les lymphocytes T périphériques de maniere récepteur P2X7 dépendant (40,41).
Quant a eux, les macrophages augmentent leur capacité de phagocytose lorsque le récepteur

P2X7 est activé (42).

1.2.1.2 Les récepteurs P2Y

Les P2Y sont des récepteurs couplés aux protéines G et incluent 8 sous-types avec

différents ligands (Figure 1.3) (16). Le premier de ces récepteurs a été cloné en 1993 (43,44)



alors que les derniers a ce jour ont été clonés en 2001 (45,46). Chaque récepteur P2Y a une

distribution physiologique différente et trés détaillée (révisée dans (47)).

Récepteurs Ligands

UDP + glucose
et autres
sucres

Figure 1.3 — Ligands des récepteurs P2Y.

Plusieurs sous-types de récepteurs P2Y sont exprimés sur plusieurs types cellulaires du
systéme immunitaire. En effet, les récepteurs P2Y; et P2Y; ont démontré joué¢ un réle dans la
régulation de la réponse inflammatoire dans un modele de rat (48). Plus spécifiquement, I’ATP
a démontré un pouvoir de chimiotaxis sur les macrophages et les neutrophiles via le récepteur
P2Y; et P2Y14 (17,18,49). Les cellules dendritiques (DC) immature sont également soumises a
une chimiotaxie via ’activation de plusieurs sous-types de récepteurs P2Y (50). En ce qui
concerne les monocytes, le récepteur P2Ys a démontré la capacité a induire la production d’IL-

8 (51) et le récepteur P2Y 11 joue également un role dans leur maturation (52-54). Conjointement,



P2Y et P2Y 12 sont exprimés sur les plaquettes ou chacun a un rle spécifique dans I’activation

plaquettaire (55,56).

1.2.2 Traitements anticancer

Plusieurs études démontrent que ’ATP inhibe la croissance de modeles tumoraux in
vitro (57-62) et in vivo (62-67). Démontrant ainsi un certain intrét de considérer I’ATP comme

traitement anti-cancéreux.

Un traitement thérapeutique a base d’ATP a déja été investigué¢ dans le NSCLC. Une
premiére étude clinique de phase II a démontré une inefficacité d’un traitement de 3 infusions
de 96 hours a 50 meg/kg/min chez une cohorte de 15 patients avec une cessation du traitement
chez 5 patients du aux effets secondaires (68). L’inefficacité de ce traitement a été confirmé par

2 autres étude cliniques (69,70).

Dans la leucémie aigué myéloblastique, un traitement a ’ATP semble pouvoir induire
I’apoptose via I’activation du récepteur P2X7 (71). Outre I’activation de I’inflammasome, le
récepteur P2X7 a la propriété de former des pores non-sélectifs menant vers une mort cellulaire

par apoptose (72,73).

Le récepteur P2Y a également un certain potentiel en tant que cible thérapeutique dans
le cancer. Ce récepteur est fortement exprimé et activé tout en favorisant la prolifération et la
migration dans plusieurs lignées cellulaires de cancer endométriale, carcinome colorectal,
cancer du sein, cancer de la prostate, cancer épithélial biliaire et cancer du pancréas (74-88). Un
agoniste thérapeutique a été développé et étudié dans la fibrose kystique avec des résultats
encouragents d’une étude clinique de phase I/II (89). Cependant, 2 études cliniques de phase 111
ont démontré cet agent thérapeutique inefficace (90,91). Aucune ¢tude clinique n’est

présentement en cours pour évaluer le potentiel thérapeutique en oncologie.



1.3 CD39

CD39, ou E-NTPDase 1, fait partic de la famille des ecto-nucléoside triphosphate
diphosphohydrolase (92). CD39, CD39L2, CD39L3 et CD39L4 sont 4 isoformes et hydrolysent
les molécules NTPs et NDPs selon des ratios différents (93). En effet, CD39 hydrolyse les
NTPs/NDPs selon un ratio 1:1 alors que CD39L1 hydrolyse sélectivement les NTPs avec un
ratio de 1 : 0,03 et CD39L3 a une sé¢lectivité plus intermédiaire avec un ratio de 1 : 0,3 (16).
Dans le systéme adénosinergique, CD39 catalyse la conversion de I’ATP en AMP en enlevant
spécifiquement les phosphates y et B (94). Tous les membres de cette famille partagent 5
domaines tres similaires essentiels pour I’activité catalytique de ces enzymes apyrase (95,96).
CD39 a également une courte région cytoplasmique indiquant une possibilité de signalisation
intracellulaire. Il a déja été¢ démontré que cette région intracellulaire peut se lier avec la protéine
RAN (97). Cette molécule est une petite protéine G membre de la superfamille RAS qui est

impliquer dans plusieurs processus de transport nucléaire (98).

L’expression de CD39 peut étre induit par le facteur de transcription SP1 en condition
hypoxique (99). L’augmentation du facteur de transcription Stat3 par IL-6 ainsi qu’une

diminution de Gfi-1 par le TGF-3 permet également d’augmenter I’expression de CD39 (100).

1.3.1 Structure

CD39 est une enzyme dimérique ancrée a la membrane par 2 hélices transmembranaires
a proximité des domaines N et C terminales flanquant son site actif extracellulaire (Figure 1.4)
(92,101,102). Lors de l’activation par son substrat, les deux domaines transmembranaires
effectuent une rotation d’environ 15 degrés permettant ainsi le changement de conformation
(101). La présence d’ions Zn*" permet I’activité enzymatique maximale de ’ecto-domaine

(103).



Capture

Figure 1.4 — Structure cristallographique de CD39. © Zebisch et al. Structure, 2013. With
permission from Elsevier.

Cette enzyme est exprimée majoritairement sur les cellules endothéliales ainsi que

quelques cellules du systéme immunitaire (104).

1.3.2 Implication dans le syst¢tme immunitaire

L’activité enzymatique de CD39, avec la co-expression de PD-1, a été identifi¢ comme
étant un marqueur de la fraction lymphocytaire CD8" épuisé (6). Cependant, cette propriété
semble étre spécifique seulement lors d’une infection au VIH et non lors d’une infection au virus
Epstein-Barr (EBV) ou au cytomégalovirus (CMV) (105). CD39 semble également jouer un
role important dans la mémoire des lymphocytes T étant donné leur forte expression dans cette

sous-population (106,107).

CD39 est impliqué dans la maladie de Crohn (108). Plus spécifiquement, cette enzyme
est co-exprimée avec CD161 sur la fraction des lymphocytes Th17 pathogéniques (109). Suite
a ces études, CD39 a été proposé comme biomarqueur pour mesurer la réponse des Th17. CD39
a également été étudié¢ dans la sepsie microbienne ou cette enzyme augmente la survie via une

diminution de I’inflammation systémique démontrée avec la souris knock-out (110).



1.4 CD73

Suivant I’hydrolyse de ’ATP en AMP par CD39, CD73 catalyse la conversion de I’AMP
extracellulaire en adénosine (111). De cette cascade enzymatique, CD73 est considéré comme

I’enzyme limitante (112).

1.4.1 Structure

CD73 ou Ecto-5’-nucléotidase est une glycoprotéine glycosyl-phosphatidylinositol
ancrée sur la surface apicale de la cellule et fait partie de la super famille des métalloprotéases
(111). Un cDNA de rat a été cloner pour une premiére fois en 1989 ou la structureprimaire en a
¢été déduite avec une homologie a 84 % avec ’homme (113) alors que le cDNA de la souris a
une homologie de séquence a 94 % (114). Le clonage de la forme humaine en provenance du
placenta a été la suite logique avec la démonstration d’une séquence de 574 acides aminés avec
4 sites possibles de glycosylation (115). Cette enzyme est composée de 2 sous-unités identiques
de 70 a 74 kDa (116). La majorité des membres de la famille des ecto-nucléotidases ont un site
catalytique commun et sont présents du coté extracellulaire de la membrane plasmatique avec
un attachement a la membrane par un domaine hydrophobique (117). CD73 ne fait pas

exception, ou I’attachement a la membrane se fait par sa partie COOH terminale.

En 2012 un laboratoire a démontré la structure cristallographique de CD73 (Figure 1.5)
(118). La cristallographie ainsi que des analyses préliminaires de rayons X ont permis de
déterminer la présence d’un ion métallique de zinc, de calcium ou de chlore nécessaire a son

activité enzymatique (119,120).
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Figure 1.5 — Structure cristallographique de CD73 humain. © Knapp et al. Structure, 2012. With
permission from Elsevier.

1.4.1.1 Fonctions non-enzymatiques

CD73 est principalement étudié par rapport a son activité enzymatique responsable de
générer de I’adénosine extracellulaire immunosuppressive (3). Cependant, quelques articles ont
suggéré certains roles non-enzymatiques. Terp et al. ont utilisé 1’anticorps monoclonal anti-
CD73 (clone AD2) et observé que celui-ci inhibe la prolifération de la tumeur primaire ainsi
que la formation de métastases de manicre indépendante de I’activité enzymatique (121). Le
mécanisme d’action proposé est que cet anticorps induirait un clustering et une internalisation
de CD73 menant a une inhibition de I’extravasation et de la colonisation de cellules tumorales

circulantes.

Mikhailov et al. ont observé que CD73 était le géne avec I’expression la plus augmentée
dans un clone de leucémie résistant a I’apoptose (122). L’investigation de ce clone a démontré
une corrélation inverse avec ’ancrage de CD73 a la membrane et la sensibilit¢ a TRAIL. Une
co-immunoprécipitation de CD73 et du death receptor 5 a permi d’émettre 1’hypothése d’un

role non-enzymatique de CD73.

Un autre role non-enzymatique de CD73 de mieux en mieux décrit est ’adhésion
cellulaire. En effet, I’expression de CD73 par les cellules endothéliales peut inhiber la liaison

des lymphocytes a ’endothélium (123). Plus spécifiquement, I’engagement de CD73 par un
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anticorps augmente la liaison des lymphocytes T aux cellules endothéliales CD73 de manicre
dépendante de LFA-1 (124). Finalement, CD73 peut également médier 1’adhésion entre les
lymphocytes B et les cellules dendritiques folliculaires (125).

CD73 semble également jouer un rdle dans 1’activation des lymphocytes T. Une étude a
rapporté une synergie entre I’interaction de CD73 avec ’anticorps monoclonal (clone 1E9) et
I’activation des lymphocytes T par un anti-CD3 / anti-CD2 (126). Une observation similaire a
¢été effectuée pour la prolifération des lymphocytes (127). Suggérant ainsi que CD73 pourrait
agir comme molécule de co-signalisation tel d’autre protéine GPI (e.g. Thy-1 ou Ly-6)
(128,129). Une autre hypothése du rdle non-enzymatique de CD73 sur I’activation des
lymphocytes T serait la diminution du seuil d’activation des lymphocytes T naifs lors de

I’engagement de cette enzyme (112).

1.4.2 Localisation physiologique

Une premiére étude de ’expression physiologique de CD73 chez la souris a été effectué
en 1993 ou il a été déterminé que I’activité enzymatique était trés variable entre les différents
type de tissus (114). Plus tard, la souris CD73”" dans un background C57BL/6 a permis de
déterminer la distribution physiologique de CD73 ainsi que son expression leukocytaire dans
divers compartiement (Figure 1.6) (130). De facons intéressantes, ces niveaux correlent
inversement avec les concentrations physiologiques d’adénosine déaminase (ADA), une

enzyme responsable de la dégradation de I’adénosine (114,131).
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Figure 1.6 — Distribution de CD73 chez la souris. (A) Distribution physiologique de CD73
chez la C57BL/6 sauvage. (B) Expression de CD73 sur les leukocytes de divers organes.
© Thompson et al. JEM, 2004. With permission from The Rockefeller University Press

Chez I’homme, CD73 est exprimé sur divers types cellulaires incluant certains
lymphocytes, cellules endothéliales et cellules épithéliales (132). CD73 est trés présent au
niveau des vaisseaux sanguins étant donné son role primordial dans I’extravasation des
lymphocytes sanguins et le controle de la réponse inflammatoire (130). Etonnamment, 1’activité

CD73 est la plus forte dans le corps humain au niveau des valves aortiques (133).

1.4.2.2 Facteur soluble

En 1987, une forme relachée d’un CD73 purifié¢ a ét¢ démontré pour la premiére fois
comme étant facilement soluble (134). Une hypothese a été émis que la fraction ancrée a la
membrane serait relaché sous I’action endogene de la phospholipase C. 3 ans plus tard, le
laboratoire de Linda Thompson a confirmé que CD73 pouvait étre présent sous forme soluble
et ainsi confirmer I’hypothése précédente d’une ecto-5’-nucléotidase relacher de son ancrage
glycosylphosphatidylinositol (135). Depuis, la forme soluble de CD73 est de plus en plus
¢tudiée dans divers contextes pathologiques chez ’homme (136-138) et chez les rongeurs

(139,140).
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Finalement, la structure crystallique de la forme soluble de CD73 a été identifié¢e en 2012
ou un léger changement dans la structure secondaire de la protéine avec une absence de lien
disulfure pour relier les 2 sous-unités tout en gardant la glycosylation a été observé

comparativement a I’enzyme ancrée a la membrane (141).

1.4.3 Implication dans le systétme immunitaire

Utilisant un anticorps anti-CD73 polyclonal de chevre fabriqué dans leur propre
laboratoire, Thompson et al. ont été les premiers a caractériser les niveaux d’expression de
CD73 sur divers sous-types de lymphocytes T (Tableau 1.2) (142). Ces niveaux concordent avec

ceux observé par marquage histochimique (143,144).

Fraction CD3" CD4" CD8" CD16" Adult

cellulaire peripheral
blood B cells

Pourcentage de 32+7 19+6 50+21 0 81+8

cellules CD73"

(%0)

Tableau 1.2 — Niveau d’expression de CD73 sur le systéme immunitaire humain.
Pourcentage de cellules CD73+ du total de lymphocytes T selon les sous-types CD3",
CD4" et CDS8" ainsi que les CD16" et les lymphocytes B périphériques.

1.4.3.1 Lymphocytes T

Chez la souris, CD73 est fortement exprimé au niveau des lymphocytes T mémoires et
une expression diminuée au niveau des lymphocytes T différenciés démontrant un role de CD73
dans la différenciation des lymphocytes T (145). Cependant, cette étude a été réalisée dans un
context oncogénique ou certains artéfacts présents dans le microenvironnement doivent étre
considérés. D un autre point de vue, aucune évidence claire démontre un role de CD73 dans la
différenciation des lymphocytes T CD8". Cependant, les lymphocytes T CD8" naifs expriment

CD73 et son expression diminue en corrélation avec leur état activation (146). La somme de ces
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résultats permet de poser ’hypothése que la diminution de I’expression de CD73 peut étre
nécessaire pour empécher un signal autocrine de I’adénosine durant 1’activation des
lymphocytes T (Figure 1.7) (147). Une hypothése qui a été possible grace aux travaux fondateurs
du Dr Thompson dans les années 80 (Tableau 1.2) (142).

DIFFERENTIATION

b
e~

CDe2L" CD44* CDe2L"™ CD44" CDé2L" CD44™ CD44"KLRG1*

Figure 1.7 — Expression CD39 — CD73 dans ’activation des lymphocytes T. © Rosa Bono
et al. FESB Letters, 2015. With permission of John Wiley and Sons.

CD73 a également ét¢é identifié comme un marqueur des progéniteurs de lymphocytes T
v0. En effet, ces progéniteurs sont dirigés vers le phénotype a3 lorsque CD73 n’est pas exprimé

(148).

CD73 est également trés exprimé au niveau des précurseurs des lymphocytes T CD4"
helper (149). Plus spécifiquement, CD73 a démontré comme ayant un potentiel de marqueur de
lymphocytes Th17 (100). L’ importance de I’expression de CD73 sur les Th17 a été étudi¢e dans
un contexte de maladie inflammatoire chronique de l’intestin (150) et dans un contexte

préclinique de EAE (151).

1.4.3.2 Lymphocytes T régulateurs

De nombreuses évidences démontrent que 1’axe adénosinergique CD39 — CD73 — A2A
est un des mécanismes d’immunosuppressions employé par les lymphocytes T régulateurs

(Tregs) (152-155). En effet, I’expression de CD73 conjointement avec CD39 sur les Tregs a été
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démontrée comme ayant une forte activité enzymatique menant a la création d’une
immunosuppression des lymphocytes T effecteurs via le récepteur A2A (156). En plus de son

role d’immunosuppression, CD73 peut également agir comme marqueur des Tregs (153).

1.4.3.3 Lymphocytes B

Les lymphocytes B ont le pouvoir d’accumuler ’ATP dans des vésicules sensibles aux
changements de calcium intracellulaire et de relacher celles-ci lors de I’activation du récepteur
des cellules B (BCR) (157). L’ ATP extracellulaire est ensuite prise en charge par CD39 — CD73
et induit un signal adénosinergique autocrine nécessaire pour la commutation de classe

isotypique (157).

1.4.3.4 Macrophages

CD73 a démontré des niveaux d’expressions variables dépendamment de 1’état
d’activation des macrophages. En effet, une faible expression et activité de CD73 ainsi que de
CD39 a été observée sur les macrophages de type M1 contrairement aux macrophages de types
M2 (158,159). Cependant, la présence de CD73 n’est pas nécessaire pour la polarisation des
macrophages vers le type M2 que ce soit par un inhibiteur chimique tel I’AMPCP ou chez les

macrophages en provenance d’une souris CD73 knock-out (159).

1.4.3.5 Cellules NK

Les cellules natural killer (NK) humaines sont définies selon les marqueurs CD16 et
CD56 qui peuvent étre exprimés a différentes intensités dépendamment de leur état d’activation
(160,161). Récemment, un possible role de régulation par CD73 a été¢ démontré sur la fraction
cellulaire de cellules NK non-cytotoxiques produisant beaucoup de cytokines (CD16~ CD56")
(162-164). L axe adénosinergique semble jouer un rdle dans cette régulation immunitaire ou le
tandem CD39 — CD73 a été démontré étre plus fortement exprimé sur les cellules NK CD16°
CD56" que sur les cellules NK cytotoxiques (CD16" CD56") (165).
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1.4.4 Régulation

1.4.4.1 Facteurs de transcription

Plusieurs études démontrent clairement une augmentation de I’expression de CD73 en
condition hypoxique (130,166-168). Dans cette condition, la fonction enzymatique du tandem
CD39 — CD73 augmente jusqu’a 6 fois comparativement en condition de normoxie (166). Dans
un méme ordre d’idée, un site de liaison au facteur de transcription HIF-1a a été identifié¢ dans
le promoteur du géne de CD73 (166). De maniere redondante, HIF-2a régule le récepteur a

I’adénosine A2A (169).

La voie de signalisation Wnt/f3 — catenin a également été identifié comme pouvant
réguler ’expression de CD73 (170). En effet, quelques études ont clairement démontré une
augmentation de I’expression de CD73 lors d’une exposition au TGF-f3 dans différents modeles
cellulaires (171-174). Cette augmentation de I’expression de CD73 en réponse au TGF-f3
indique un role potentiel de cette enzyme dans la transition épithéliale-mésenchymateuse (175).
En effet, des études préliminaires, incluant I’article présenté au chapitre 6, suggérent un role de
CD73 dans la transition épithéliale-mésenchymateuse en démontrant une corrélation de

I’expression de CD73 avec 1’état mésenchymateux (175,176).

Plusieurs facteurs de transcription ont été observés comme pouvant augmenter
I’expression de CD73 : IFN-a (177) et Stat3 (100). D’un autre point de vue, I'INF-y ainsi que
les cytokines inflammatoires IL-4, IL-12 et IL-21 diminuent I’expression de CD73 sur des
cellules mononuclées sanguines (174,178). La diminution de Gfi-1 par le TGF-3 est également

responsable d’une diminution de I’expression de CD73 (100).

1.4.4.2 Epissage alternatif

Une autre méthode sous-estimée de la régulation de CD73 est 1’épissage alternatif. Ce
phénomene biologique est connu pour étre un régulateur de I’expression génique majeur chez
les mammiferes (179,180). Un variant de CD73, dénommé CD73S, qui est une enzyme tronquée
de 50 acides aminés a été observé en faible abondance dans les tissues normaux humains, mais
significativement augmentée dans des tissus cirrhotiques ainsi que de carcinomes

hépatocellulaires (181). Ce variant a été démontré comme étant catalytiquement inactif,
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incapable de dimériser et complexe avec le systéme de chaperones dans le réticulum
endoplasmique tout conservant le pouvoir d’étre glycosylé (181). De maniere intéressante, le

variant CD73S n’a pas été observé chez la souris.

Cette méthode de régulation a été émise comme hypothése comme cause du syndrome
de la calcification des jointures et des artéres (CALJA) qui est la seule pathologie identifiée
reliée a une déficience en CD73 (181,182). Cependant, cette pathologie a été démontrée comme
ayant une origine causée par des mutations résultant en une protéine non-fonctionnelle menant
vers une déficience dans le trafic de I’enzyme (182,183). D’un point de vue mécanistique, une
déficience enzymatique de CD73 au site périphérique de la calcification des tissus mous
empéche ’adénosine d’inhiber la TNAP une enzyme responsable de cliver la molécule PPi
(pyrophosphate inorganique) en 2 Pi (phosphate inorganique) (184). Ce débalancement
provoque une ¢lévation du ratio Pi/PPi et méne ultimement a la calcification. La condition
humaine d’une CALJA peut étre associé a une déficience en CD73 (ACDC) (182). La souris
déficiente en CD73 est un bon modele pour I’ACDC avec une élévation du ratio Pi/PPi sanguin
et une minéralisation dans le systéme vasculaire et des jointures (185). Cependant, aucune
calcification n’a été observé démontrant que la souris CD737 ne récapitule pas tous les

phénotypes de la pathologie humaine (185).

1.4.5 Role dans le cancer

L’inhibition de CD73 a déja été identifié comme trés prometteur dans de nombreux types
de cancer (révis¢ dans (3)). Dans le microenvironnement tumoral, les concentrations
d’adénosine peuvent atteindre des niveaux jusqu’a 20 fois plus élevés comparativement aux
tissus sains (186). Ce qui va par la suite diminuer la réponse anti-tumorale des lymphocytes T

(187,188).

Malgré un certain consensus dans la communauté scientifique que CD73 est exprimé
dans de nombreux cancers et que cette enzyme favorise la progression tumorale, quelques
articles mentionnent une corrélation avec de bons pronostiques. Par exemple, une étude chez
des souris immunodéficientes injectées avec un médulloblastome exprimant artificiellement

CD73 par un vecteur ont eu une prolifération tumorale diminuer comparativement a un groupe
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contrdle injecté avec un médulloblastome contenant un vecteur vide (189). Une autre étude sur
une cohorte de 174 patients atteints du cancer urothélial a démontré qu’une forte expression de
CD73 était associée a un meilleur pronostique (190). Un article a également démontré que
I’expression de CD73 était associée a un bon pronostique dans une cohorte de 167 patientes
incluant une panoplie de type de cancer de I’ovaire (191). En général, ces dernieres études sont
publiées dans des journaux a petits facteurs d’impact avec peu d’échantillons dans leurs groupes
expérimentaux. D’un autre point de vue, relativement peu de recherche a été effectuée a ce jour
sur CD73, donc un potentiel role anti-tumorale peut dépendre d’un type de cancer ou d’un stade

de la pathologie.

Finalement, une méta-analyse a déterminé la valeur pronostique de CD73 dans des
tumeurs solides avec une inclusion de 13 études — 12,533 patients qui ont permis de déterminer

qu’une haute expression de CD73 est corrélée avec une faible survie globale (Figure 1.8) (192).

Study %
ID HR (95% Cl) Weight
Turcotte/2015 - 1.29 (1.15, 1.45) 34.80
Yur2015 - 3.05 (1.06, 13.63) 0.28
Zhang/2015 —l—o— 2.05 (1.03, 4.05) 0.99
Xiong/2014 —0— 2.55 (1.17, 5.57) 075
Loi2013 —— 1.34 (1.03, 1.74) 6.70
Lu/2013 -.—o— 2.59 (1.16, 5.83) 0.71
Oh2012 — 102 (046, 2.29) 0.72
Zhir2012 - 1.33 (1.18, 1.51) 30.30
Supernat/2012 | 0.29 (0.08, 1.10) 0.27
Wu-Validation/2012 —— 3.06 (1.48, 6.36) 0.86
Wu-Training/2012 | —— 2.98 (1.47, 6.03) 0.92
Cushman/2015 - 1.05 (0.91, 1.21) 2269
Overall (l-squared = 67.3%, p = 0.000) o 1.28 (1.19, 1.37) 100.00
'
'
T -1
5 1 15

Figure 1.8 — CD73 est associ¢ a une mauvaise survie globale chez les patients atteints de
tumeurs solides. © Wang et al. Oncotarget, 2017. With permission of Oncotarget.
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1.4.5.1 Cancer du sein

Dans le cancer du sein, de nombreux modeles de souris ont démontré que I’absence de
CD73 est associée a une diminution de la croissance tumorale et des métastases (121,193-195).
In vitro, 'inhibition de CD73 a clairement démontré une diminution de la prolifération de
plusieurs lignées cellulaires de cancer du sein (196-200). Dans un méme ordre d’idée, un
traitement avec un anticorps monoclonal inhibant CD73 a également démontré une inhibition
de la croissance et du développement des métastases chez la souris (193). Spécifiquement dans
le cancer du sein triple négatif, ces résultats semblent étre dépendant d’une diminution de
Iinfiltration des lymphocytes T CD8" ou CD73 corréle avec un mauvais pronostique et une
résistance a la chimiothérapie (201). CD73 a clairement été identifié comme étant une cible
potentielle dans le cancer du sein triple négatif chez I’homme (121,202). Une analyse de masse
spectrométrie sur 1919 protéines avec une analyse génique de xénogreffes ont corrélées CD73
comme une des protéines responsables du phénomeéne métastatique (203,204). CD73 joue
¢galement un role dans la promotion de l’angiogenéese tumorale (195,205). De maniére

intéressante, CD73 corréle négativement avec 1’expression du récepteur a 1’oestrogeéne (206).

1.4.5.2 Cancer de I’ovaire

CD73 semble étre surexprimé dans le cancer de I’ovaire sur différente fraction cellulaire
présente dans le microenvironnement tumoral. En effet, CD73 exprimé au niveau du
compartiment hématopoiétique ou non-hématopoiétique participe a 1’augmentation de la
prolifération tumorale (194). Alors que I’expression de CD73 directement sur les cellules
cancéreuses inhibe les lymphocytes T CD8+ et augmente la croissance tumorale via I’activation
du récepteur a I’adénosine A2A (187). Un lien tres clair a été émis qu’une surexpression de
CD73 corréle avec une diminution de Dinfiltration des lymphocytes T CD8" ainsi qu’une
diminution de la cytotoxicité des cellules NK (207,208). Un autre groupe de recherche a
démontré que les cellules cancéreuses productrices d’adénosine semblent attirer directement les
cellules myéloides et forcent la différentiation vers un phénotype suppresseur démontrant ainsi

un autre mécanisme d’immunosuppression potentielle de CD73 dans le cancer de I’ovaire (209).

Dans le cancer endométrial, les enzymes CD73 et CD39 sont fortement exprimées (210).

Alors, qu’un autre groupe a démontré que la perte de CD73 est associée a une perte de I’intégrité
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de I’épithéliale et ainsi favorise la progression tumorale endométriale Ces résultats en cancer
endométriale suggerent un role potentiel de CD73 dans l'intégrité de I’épithélium, un

mécanisme physiologique anti-tumorale important (211).

1.4.5.3 Mélanome

En ce qui concerne le mélanome, CD73 a été corrélé positivement avec le potentiel
métastatique dans une étude incluant 7 lignées cellulaires (212). La particularité de la
surexpression de CD73 dans le mélanome est que celle-ci semble étre due a I’hypométhylation
de son promoteur (213). Dans un mod¢le animal de mélanome (B16F10) chez la souris CD73
knock-out, une diminution de la croissance tumorale a été observée ainsi qu’une diminution du
phénomene métastatique (214,215). Des résultats similaires ont été observés chez la souris A2A
knock-out (216). D’un autre point de vue, D’ajout d’agonistes pour les récepteurs
adénosinergiques ont renversé¢ la décroissance de la néovascularisation et augmenter
I’infiltration des macrophages de types immunosuppressifs (217). L’ensemble de ces résultats

démontrent I’importance d’une inhibition compléte de I’axe adénosinergique.

L’inhibition de I’axe adénosinergique a également démontré une activité synergétique
intéressante avec d’autres types d’immunothérapie tels les bloqueurs de points de contrdle anti-
PD-1 et anti-CTLA-4, le transfert adoptif de lymphocytes T ainsi qu’un vaccin a base de GM-
CSF (194,218-220). La plupart des études effectuées sur le mélanome démontrent une
participation du récepteur a ’adénosine A2 A, mais le récepteur A2B semble également impliqué

dans la réponse anti-tumorale (221,222).

1.4.5.4 Cancer de la Prostate

Dans 2 modé¢les murins de cancer de la prostate (TRAMP-C1 et RM-1), CD73 a été
associé a une augmentation de la croissance tumorale (223,224). De plus, il a été déterminé que
I’expression de CD73 sur les cellules épithéliales et dans le tissu normal adjacent a la tumeur
diminue I’infiltration des lymphocytes T CD8" et peut étre défini comme un marqueur de
mauvais pronostique indépendant (223). La surexpression de cette enzyme a également été
identifiée comme un marqueur du processus métastatique du cancer de la prostate dans une
cohorte de 116 patients (225). Finalement, le récepteur a 1’adénosine qui semble prédominer

dans ce type de cancer est le récepteur a ’adénosine A2B (226).
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Dans le cancer de la vessie, le fait que CD73 a une expression plus ¢levée dans une lignée
cellulaire de grade 3 (T24) comparativement a une lignée cellulaire de grade 1 (RT4) a été le
premier indice de ’implication de cette enzyme dans ce cancer (227). Alors que la croissance
tumorale de la lignée cellulaire du cancer de la vessie MB49 semble étre dépendante du

récepteur a I’adénosine A2B et non A2A (228).

1.4.5.5 Cancer du Poumon

Dans le cancer du poumon, CD73 a été démontré comme étant un facteur de mauvais
pronostique indépendant contrairement au récepteur a I’adénosine A2A dans une cohorte de 642
patients (229). Cependant, une autre étude avait déja identifié¢ le récepteur A2A comme étant
surexprimé au niveau des cellules tumorales d’adénocarcinome du poumon ainsi que sur les
cellules fibroblastiques associées et avait identifi¢ ce récepteur comme cible thérapeutique
potentielle (230). Des conclusions similaires ont été tirées avec le modele tumoral Lewis de
cancer du poumon (231). Dans ce méme mod¢le, le récepteur adénosine A2B a également
démontré un pouvoir pro-tumorale grace a 1’utilisation de la souris A2B knock-out (232). Une

autre étude semble observer une surexpression de CD73 spécifiquement sur les MDSC (172).

1.4.5.6 Cancer du cerveau

CD73 semble également jouer un rdle au niveau des cancers du cerveau. Premi¢rement,
CD73 a été observé comme étant exprimé au niveau de 2 lignées cellulaires ou I’ajout d’un
inhibiteur chimique (APCP) inhibe la prolifération de 30 % alors que I’ajout d’adénosine
augmente la prolifération de 36% (233). Sur des échantillons cliniques, une synergie du tandem
enzymatique CD39 — CD73 a été observée quant a I’établissement d’une immunosuppression
chez des patients atteints de gliome menant ainsi vers une diminution de l’infiltration des
lymphocytes T (234). Une diminution de I’expression de CD73 a également été identifi¢e
comme étant un facteur pronostique favorable a la survie des patients (234). Une observation
similaire a été effectuée quant au glioblastome avec I’investigation de 165 spécimens cliniques
(235). De plus, CD73 semble médi¢ un effet sur la résistance aux médicaments dans le contexte
du cancer du cerveau ou une inhibition de CD73 sur des échantillons humains a permis
d’observer I’augmentation de la sensibilit¢ a la drogue anti-tumorale vincristine via la

diminution de la protéine Mrp-1 (236). En ce qui concerne les récepteurs adénosinergiques, les
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récepteurs Al et A2B semblent prédominants dans les glioblastomes et la résistance a la

chimiothérapie (237,238).

1.4.5.7 Cancer hématologique

En ce qui concerne les cancers hématologiques, CD73 joue un role évidant dans la
leucémie avec une induction de la résistance a I’apoptose (122). Le géne de CD73 a été un des
geénes les plus dominants dans une étude qui a identifi¢ 30 génes étant 3 fois plus surexprimés
dans la leucémie lymphoblastique aigiie comparativement a des échantillons de moelle osseuse
non-leuémique (239). Alors que pour la leucémie lymphoblastique chronique, 97 patients sur
299 surexpriment CD73 sur les cellules tumorales du sang périphérique avec une activation
constitutive du récepteur adénosinergique A2A (240). Outre CD73, CD39 a ¢galement été
identifi¢ comme un marqueur non-favorable pour un sous-type de lymphocytes B dans la

leucémie lymphoblastique chronique (241).

1.4.5.8 Etudes cliniques

Une accumulation d’évidences que le systéme adénosinergique est impliqué dans la
progression du cancer et I’échappement au systéme immunitaire a poussé le développement
d’inhibiteurs de I’enzyme CD73. Plusieurs anticorps monoclonaux anti-CD73 ont déja été
développés pour des fins de recherche (242). Récemment, des méthodes de criblage a haut débit
ont été établies spécifiquement pour CD73 (243,244). Finalement de petites molécules
inhibitrices ont été identifiées (245-248) ainsi qu’un anticorps monoclonal thérapeutique
développé par la compagnie Medlmmune (249). Cet anticorps, MEDI9447, a fait ses preuves
d’efficacité précliniques avec une efficacité en tant que monothérapie et en combinaison avec
un anti-PD-1 par I’augmentation des lymphocytes T CDS8", la diminution des MDSC ainsi
qu’une diminution des Tregs dans le microenvironnement tumoral (250). MedImmune conduit
présentement une étude clinique de phase I afin d’évaluer la sécurité, la tolérabilité, la
pharmacocinétique, I’immunogénicité et I’activité anti-tumorale en tant que monothérapie et en
combinaison avec MEDI4736, un anti-PD-L1, chez des sujets adultes avec des tumeurs solides

avancées (NTC02503774). L’étude clinique est estimée se conclure en février 2021.

22



1.4.6 Role dans le systeme vasculaire

Outre son activité d’inhibiteur du systéme immunitaire, CD73 est impliqué dans
I’extravasation des leucocytes lors du phénoméne d’inflammation (251). La rapide diminution
de cette enzyme a la surface des cellules endothéliales provoque un regroupement des intégrines
CDlla et CDI8 augmentant ainsi la liaison des lymphocytes a I’endothélium (124).
L’augmentation de la concentration d’adénosine extracellulaire augmente la fonction de la
barriere endothéliale par la phosphorylation des protéines VAP-1 dans les jonctions serrées
(252). La vasodilatation de I’endothélium peut également étre due a I’activation des récepteurs

adénosinergiques qui va mener a ’hyperpolarisation des muscles lisses vasculaires (253).

CD73 semble clairement jouer un role dans la calcification artérielle et des jointures.
Une étude et quelques cas ont identifi¢ une mutation dans le géne CD73 résultant a ’absence
d’activité enzymatique dans les fibroblastes des membres de la famille atteinte (182,254-256).
Suite a ces observations, une étude chez la souris déficiente en CD73 a permis d’observer le

méme phénotype (185).

L’artériosclérose est aussi un phénomene pathophysiologique ou CD73 semble étre
impliqué. L’implication de CD73 a été étudiée dans la souris Apolipoprotéine E (ApoE) knock-
out ou ce modele forme des plaques artériosclérotiques causées par une augmentation du
cholestérol sanguin et est caractérisé par une infiltration des lymphocytes T CD4" et des
macrophages dans les 1ésions (257). Le croisement de la souris CD73 knock-out avec la souris
ApoE knock-out a permis I’observation de I’augmentation des 1ésions d’environ 50 % via la
désinhibition des macrophages et des lymphocytes T résidents (258). Un second modele
d’artériosclérose murin est la délétion de Cx40 ou un des phénotypes observés chez ces souris
a ét¢é la diminution de I’expression de CD73 sur les cellules de I’endothélium (259). L’ensemble
de ces résultats indique que la perte de CD73 accélere significativement la progression de cette

pathologie.

La thromborégulation est un autre phénomene vasculaire ou CD73 est impliqué. L’étude
de ’aggrégation plaquettaire chez la souris CD73 knock-out a démontré une réduction de temps
de saignement de 35% ainsi qu’une diminution de 20% de I’occlusion carotidienne suite a

I’exposition au chloride de fer comparativement a la souris sauvage (260). L’utilisation
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d’adénosine ainsi que d’AMP in vitro et in vivo a également démontré une diminution de
I’adhésion des plaquettes sur le collagéne via I’activation du récepteur a I’adénosine A2A
(261,262). Le tout démontrant que 1’adénosine générée par I’enzyme CD73 inhibe la fonction

plaquettaire.

1.5 Récepteurs adénosinergiques

Finalement, le nucléoside adénosine est considéré comme produit final de ’hydrolyse
de I’ATP par le tandem enzymatique CD39 — CD73 (figure 1.1). Elle peut étre a son tour recyclé
par une recapture de la cellule via des transporteurs spécifiques, puis rephosphoryler
intracellulairement (263). La recapture cellulaire se fait par les transporteurs nucléosidiques
ENT ou CNT qui sont présents de maniere variable sur différents types cellulaires (264). Les
transporteurs nucléotidiques peuvent également jouer le role de modulation de la concentration
intracellulaire d’adénosine. L’adénosine peut également se faire dégrader en inosine par le
complexe CD26 — ADA (265). Cependant, I’adénosine va majoritairement aller se lier aux
récepteurs a I’adénosine pour transmettre un signal intracellulaire (266). La concentration
d’adénosine est généralement constante, mais peut augmenter jusqu’a 100 fois dans un tissu

hypoxique ou en réponse a I’inflammation (267).

Les récepteurs a I’adénosine sont une famille qui comprend 4 membres : Al, A2A, A2B
et A3. Chacun de ces récepteurs sont couplés aux protéines G, Al/A3 pairés avec Gi et
A2A/A2B pairés avec Gs et influencent les niveaux intracellulaires d’AMP cyclique (AMPc)
(Figure 1.9) (266). Ces récepteurs, a ’exception de A2B, peuvent étre activés par ’adénosine a
des concentrations physiologiques entre 30 et 300 nm (268,269). Alors que A2B demande des
concentrations plus élevées observées dans des conditions pathologiques tel le cancer (268). La
stimulation des récepteurs A2A et A2B meéne a une activation de PKA, puis a une

phosphorylation de CREB par I’AMPc.
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Figure 1.9 — Récepteurs a I’adénosine. © Antonioli et al. Nat Rev Cancer, 2013. With permission
from Nature Publishing Group.

Les récepteurs adénosinergiques sont présents sur la majorité sinon toutes les cellules du
systéme immunitaire inné et adaptatif ou ils produisent un effet immunosuppressif lorsqu’il sont

activé par I’adénosine (figure 1.10) (270).

Des 4 récepteurs a 1’adénosine, le récepteur A2A est le récepteur prédominant sur les
cellules du systétme immunitaire avec une expression sur les cellules lymphocytaires,
macrophages, monocytes, granulocytes, dendritiques, NK et NKT (271). Sur ces cellules, ce
récepteur a un réle d’immunosuppression non-redondant (270,272). Le récepteur A2B est
similaire au récepteur A2A a I’exception de son affinité plus faible pour 1’adénosine.
Similairement a CD73, les récepteurs A2A et A2B sont induits par ’hypoxie, mais également
par le TNFa, PINFy et I’adénosine extracellulaire (273-277). 1l a également été démontré que
I’expression du récepteur A2A est augmentée suite a une activation du facteur de transcription

NF-«B et servirait comme mécanisme de régulation de la réponse inflammatoire (278).
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Figure 1.10 — Effet de ’adénosine sur les cellules du syst¢éme immunitaire inné et
adaptatif. © Stagg et Smith. Oncogene, 2010. With permission from Nature Publishing Group.

1.5.1 Adénosine dans le systeme immunitaire

1.5.1.1 Lymphocytes T

L’adénosine extracellulaire inhibe I’activation dépendant de NF-xB des lymphocytes T
(279). Cette diminution de I’activation est dépendant de I’activation du récepteur A2A qui méne
a une diminution des fonctions cytotoxiques, de production de cytokines et de la prolifération

cellulaire (280,281).

A I’aide de la souris knock-out pour le géne A2A spécifiquement sur les lymphocytes T,

une diminution de la survie et de la différentiation dans le microenvironnement tumoral a été
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observée comparativement a la souche sauvage (282). Des résultats similaires ont été observés
avec un agoniste spécifique (283). Alors que I’inverse, un blocage du récepteur A2A, a démontré
une augmentation de la réponse lymphocytaire CD8" ainsi qu’une diminution des lymphocytes
T régulateurs (284). L’adénosine a également un role dans I’inhibition de ’activation des
lymphocytes T CD8" en prévenant la phosphorylation rapide de ZAP-70, de la protéine kinase
B (AKT) et de ERK1/2 (285). Une exposition prolongée a 1’adénosine va jusqu’a promouvoir
I’anergie de ces lymphocytes T tout en favorisant la génération de lymphocytes T régulateurs
(286). L’engagement du récepteur A2B a également démontré les mémes effets que le récepteur

A2A sur 'augmentation de I’abondance des Tregs (287).

Contrairement aux lymphocytes T af3, les lymphocytes T v sont davantage activés par

un agoniste du récepteur A2A (288). Ces observations ont été¢ confirmées dans un modéle

d’EAU (289,290).

En ce qui concerne les lymphocytes T CD4", ’activation du récepteur A2A inhibe le
développement ainsi que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire (IL-2, TNF-a et IFN-y)
par les lymphocytes T helper (291,292). Spécifiquement pour les lymphocytes T helper 17,
I’adénosine générée via I’enzyme CD73 favorise un profil de cellules souches avec une
augmentation de la production d’IL-17 (145). L’effet de ’adénosine sur ces cellules semble étre

médié par le récepteur A2B via la stimulation des cellules dendritiques (293-295).

L’activation du récepteur A2A a démontré pouvoir diriger les lymphocytes T CD4" vers
un phénotype Tregs (286). L’adénosine générée par ces cellules a le potentiel d’augmenter
davantage le recrutement des Tregs tout en favorisant I’immuno-régulation suggérant ainsi un
mécanisme de rétroaction positive s’établisant dans le microenvironnement immunosuppressif

(296).

1.5.1.2 Lymphocytes B

Similaire aux lymphocytes T, I’activation du récepteur A2A inhibe ’activation des
lymphocytes B dépendant de NF-kB (297). De plus, une étude a révélé une augmentation des
geénes du systéme adénosinergique des lymphocytes B mémoires comparativement aux
lymphocytes B naif (298). Par ce fait, le systéme adénosinergique joue un role primordial dans

la commutation isotypique essentiel pour la promotion de lymphocytes B mémoires (157).
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1.5.1.3 Cellules dendritiques

Il a été démontré que I’adénosine via le récepteur A2B diminue I'immunogénécité des
cellules dendritiques impactant la régulation des lymphocytes T CD4" (299-301).
Spécifiquement sur ces cellules, D’activation du récepteur A2A va promouvoir une
immunosupression par D’inhibition de la sécrétion de TNF-o et d’IL-12 ainsi qu’une

augmentation de la production d’IL-10 (302,303).

Lors de la maturation de ces cellules, leur profil d’expression des récepteurs
adénosinergiques change du récepteur Al présent sur les DC plasmacytoides (PDC) avec un
réle de chimiotaxis vers une expression du récepteur A2A par les DC matures avec un role de

downrégulation de la production de cytokines pro-inflammatoire (304).

1.5.1.4 Macrophages et neutrophiles

L’adénosine diminue drastiquement la différentiation des monocytes en macrophages
ainsi que leur capacité pour la phagocytose, alors que I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques a
démontré que cet effet est médié via les récepteurs A2 (305). Il a également été¢ démontré que
I’adénosine est une molécule importante dans 1’activation alternative des macrophages via les

récepteurs A2A et A2B (306).

Alors que pour les neutrophiles, I’activation des récepteurs A2 diminue la production de
superoxydes ainsi que la dégranulation et I’adhésion cellulaire (307-309). De maniéere
intéressante, ’activation du récepteur Al sur ces mémes cellules a démontré une augmentation
de la chimiotaxie et I’activation du récepteur A3 une diminution de la dégranulation

(307,308,310).

1.5.1.5 Cellules NK et NKT

L’activation du récepteur A2A par ’adénosine a démontré une inhibition de la
production d’IFN-y des cellules NK (311). Cependant, une étude ont a rapporté que I’activation

du récepteur A3 augmente les fonctions de ces cellules (312).

La cascade signalétique suivant ’activation du récepteur A2A par un agoniste a été
démontrée suffisante pour abolir I’activation des NKT et diminuer leur réponse anti-

inflammatoire dans un mode¢le murin d’hépatite (313). En ce qui concerne les NKT invariants,
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la signalisation via le récepteur A2A semble étre requise pour permettre la sécrétion d’1L-4,

d’IL-10 ainsi que du TGF-f (314).

1.5.1.6 MDSC

Les MDSC (CD11b" GR1") sont des cellules immunosuppressives ou le systéme
adénosinergique est fortement impliqué. En effet, dans un modele de cancer de poumon de
souris, le récepteur A2B est fortement exprimé sur les MDSC et corréle avec une prolifération
de la fraction granulocytique ainsi qu’une croissance tumorale (232,315). Ces observations ont

¢galement été confirmées dans un modele de mélanome (222).

1.5.2 Role dans Pauto-immunité

Etant donné le réle d’immunosupression du systéme adénosinergique, les fonctions de
I’adénosine sur les divers récepteurs adénosinergiques sont tres étudiées dans les maladies auto-

immunes (Tableau 1.3) (316).
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AID type Conclusion
Rheumatoid - Methotrexate unresponsiveness in RA is associated with low
arthritis expression of CD39 on Treg cells

CD73-deficient mice are significantly more susceptible to collagen-
induced arthritis, while this increased susceptibility of CD73-
deficient mice to CIA is reversed by A2AR activation

Serum ADA activity of RA patients is higher compared to that of
healthy controls

System lupus

CD39 and CD73 expression levels in Treg cells were decreased in

erythematosus active SLE patients as compared to healthy controls and inactive
SLE patients
- ADAZ2 activity and total ADA activity are significantly elevated in
serum of SLE patients compared to healthy control
Type 1 - Diminished A1R expression in pancreatic alpha-cells contributes to
diabetes the pathology of type 1 diabetes
mellitus - A3R activation markedly reduced Beta-TC6 cells proliferation,
while this effect was partially blocked by the A3 antagonist
- TLR9 deficiency promotes CD73 expression in T cells and reduces
incidence of TIDM in nonobese diabetic mice
Multiple - CD73-deficient mice are more resistant to experiment autoimmune
sclerosis encephalomyelitis. A2AR antagonist protected WT mice from EAE
induction through blockage of A2AR signaling
Myasthenia - Serum ADA activity of MG patients is significantly higher as
gravis compared to normal control
- Activation of the A2AR attenuates experimental autoimmune
myasthenia gravis severity
Autoimmune - In AIH, CD39-positive Tregs are decreased in number and fail to
hepatitis adequately hydrolyze proinflammatory nucleotides and do not
efficiently suppress IL-17 production by effector T cells
- The expressions of CD39 and A2AR were significantly diminished
in Th17 cells from autoimmune liver disease patients
Juvenile - Correlation of low CD73 expression on synovial lymphocytes with
idiopathic reduced adenosine generation and higher disease severity in
arthritis juvenile idiopathic arthritis
Autoimmune - A3R agonist can ameliorate the pathological manifestations of the
uveitis EAU

A2B agonist greatly enhanced the development of EAU

Tableau 1.3 — Fonctions de 1’adénosine dans diverses maladies auto-immunes. © Dong et al.

Immunol Res, 2016.
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1.5.3 Autres roles physiologiques

Via la diminution de I’AMPc intracellulaire, A1 est un récepteur prédominant dans le
systéme cardiovasculaire ou celui-ci prévient I’ischémie dans un modele de souris knockout
(317). Les autres récepteurs adénosinergiques Al (317-321), A2A (322) et A2B (323) ont

¢galement été investigués quant a leur réle dans la cardioprotection.

Les récepteurs adénosinergiques ont également un rdle dans I’angiogenése ou le
récepteur Al favorise le relichement de VEGF par les monocytes (324). L’adénosine générée
par CD73 a également été¢ démontrée comme jouant un rdle primordial dans 1’angiogenése via

I’engagement des récepteurs A2A et A2B (195).

Etant donné le role clairement identifié de 1’axe adénosinergique dans la down-
régulation du systeme immunitaire, cette voie est également étudiée dans le rejet de greffe et la
transplantation (325). Avec la souris CD73 knock-out et une inhibition pharmacologique, la
pathologie de la maladie du greffon contre I’hdte (GVHD) a été augmenté par 1’expansion des
lymphocytes T ainsi qu’une augmentation de la production d’IFNy et d’IL-6 (326-328). Plus
spécifiquement, un groupe de recherche a étudié le rejet d’allogreffe de la trachée entre des
souris sauvage et knock-out pour CD73 et ont déterminé que les récepteurs A2A est un
modulateur négatif du recrutement des lymphocytes dans I’allogreffe (329). Suivant la méme
logique, ’adénosine générée par CD73 et agissant sur les récepteurs A2A joue également un
role dans I’ischémie-reperfusion du rein ainsi que du foie (330,331). Un rdle similaire de
protection pour la reperfusion des poumons a également été observé par plusieurs groupes de

recherche (332-336).

Cependant, le domaine ou I’étude des récepteurs adénosinergiques est le plus avancé est
le récepteur A2A dans la maladie de Parkinson. Une premicére étude a été effectuée en 2000 ou
une altération du niveau d’expression du récepteur A2A a été observée chez des cerveaux de
patients morts de la maladie de Parkinson (337). Ensuite, plusieurs études avec des modéles
précliniques de Parkinson ont démontré I’efficacité d’antagonistes du récepteur A2A sur la
restauration du systéeme dopaminergique (337-340). L’accumulation de résultats a mené la
compagnie pharmaceutique japonaise Kyowa Hakko Kirin a développer I’istradefylline le

premier antagoniste sélectif du récepteur A2A (341). Finalement, un antagoniste (Preladenant)
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a ¢été déterminé sécuritaire dans une étude clinique de phase II (NCTO00006337) (342).
Cependant deux études cliniques de phases III (NCT01155479, NCT01155466) ont déterminé
que cet antagoniste n’est pas plus efficace que le placebo, et ce, peu importe le stade de la

pathologie (343,344).

1.5.4 Role de A2A dans le cancer

Chacun des 4 récepteurs adénosinergiques a été étudié¢ quant a leur implication directe
dans divers types de cancers (révisé dans (270)). Cependant, plusieurs évidences démontrent

que le récepteur A2A est celui avec le plus de potentiel thérapeutique.

Avec un role d’immunosuppression bien défini, I’inhibition du récepteur a ’adénosine
A2A est étudiée comme une cible potentielle contre le cancer (3). La souris A2A knockout a
permis d’établir plusieurs observations intéressantes. En effet, cette souris a une synergie avec
un traitement de lymphocytes T avec un récepteur antigéne chimérique (CAR) (345) et un vaccin
GM-CSF (220). De plus, Beavis et al. ont démontré une diminution de I’effet métastatique via
une augmentation de 1’efficacité des cellules NK spécifiquement avec la souris A2A” (346). 11
a également été démontré que I’expression de ce récepteur sur les cellules myéloides a effet
d’immunosuppression direct sur les lymphocytes T ainsi que les cellules NK dans le
microenvironnement tumoral (231). Spécifiquement, dans le cancer des voies aérodigestives
supérieures le blocage de A2A augmente la réponse anti-tumorale des lymphocytes T CD8" et
diminue le nombre de lymphocytes T régulateurs (284). Finalement, divers modeles de souris
ont démontré que le blocage de ce récepteur potentialise un traitement anti-PD-1 (218,347,348).

Des résultats similaires ont été observés avec un traitement anti-CTLA-4 (219).

Le récepteur A2A a également été identifié comme pouvant étre un facteur angiogénique
par une augmentation de la prolifération, de la migration et de I’angiogénése par la formation
de tube in vitro (169). De plus, I’activation par un agoniste chimique (CGS21680) permet de

stimuler la prolifération des MCF-7, une lignée de cancer du sein, in vitro (349).
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Cette accumulation d’évidences démontre que I’inhibition du récepteur A2 A tout comme
une inhibition de CD73 a un potentiel de synergie avec les différentes approches

immunomodulatrices présentement en recherche clinique (350,351).
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Chapitre 2 - Cancer de ’ovaire

Lors du diagnostic d’un cancer de I’ovaire, environ 75% des patientes ont déja atteint un
stade avancé (stade III ou IV) donnant une survie globale de seulement 20 a 30 % aprés 5 ans
(352). Le traitement standard d’une personne atteinte d’un cancer de 1’ovaire a ce stade avancé
est une réduction de la tumeur primaire par chirurgie avec une chimiothérapie a base de platine
(carboplatin ou cisplatin) et de taxanes (paclitaxel ou docitaxel) (353). Malgré ces traitements,
environ 70 % des patientes qui atteignent une rémission vont éventuellement faire une rechute

apres 2 a 5 ans (354).

2.1 Pathophysiologie

Environ 90 % des cancers de ’ovaire sont d’origine épithéliale et peut étre séparé en 6
sous-classes : séreux, endométrial, mucineux, a cellules claires, transitionnel et non-différencié.
La forme la plus commune est le type séreux représentant environ 40 % des cas (355). La
majorité de ces cas sont diagnostiqués au stade Il et [V et sont catégorisé comme séreux de haut
grade. Cette catégorie est la plus commune des cancers de 1’ovaire, mais également la plus

mortelle.

Environ 90 % des cas de cancer de 1’ovaire séreux sont sporadique alors que 10 % est
associé¢ a une mutation dans les génes BRCA1 et BRCA2 (356). Néanmoins la plupart des cas
sporadiques vont exhiber une altération acquise de ces génes démontrant ainsi leur rdle central

dans la pathogenése de ce type de cancer (357).

Le cancer de 'ovaire est caractéris¢ par une croissance rapide et une dissémination
tumorale dans la cavité péritonéale menant a une accumulation d’ascites (358). Les métastases
se disséminent aux sites proximaux de la tumeur primaire par une série complexe de
phénomenes cellulaires qui inclut une augmentation de la prolifération cellulaire, une transition
épithéliale-mésenchymateuse (EMT) menant a la migration cellulaire, puis une transition

mésenchymateuse-¢épithéliale (MET) permettant la colonisation des organes (359). Le VEGF



semble étre une molécule importante dans ce mécanisme de dissémination des cellules

tumorales (Figure 2.1) (360).
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Figure 2.1 — Mode¢le proposé pour la dissémination intraperitonéale du cancer de I’ovaire.
© Masoumi et al. Cancer Metastasis Rev, 2012.

Le role pro-métastatique d’un stroma inflammatoire a déja été décrit dans la littérature
spécifiquement pour le cancer de I’ovaire (361). Cependant, un nombre significativement plus
important de fibroblastes associés au cancer (CAF) a été associé aux cancers séreux de haut
grade de I'ovaire en favorisant la croissance tumorale, ’adhésion et I’invasion des cellules
tumorales (362). Cette augmentation du phénomeéne métastatique semble étre causée par la voie

de signalisation TGF-B1 (363).

2.1.1 Ascites

Etant donné la localisation physiologique du cancer de ’ovaire, les cellules tumorales se

disséminent au niveau de la cavité péritonéale et s’implantent sur divers organes abdominaux
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lors du phénomene métastatique. Cette dissémination est également accompagnée par la
production d’ascites chez le tiers des patientes atteintes du cancer de 1’ovaire et dans la majorité
des cas lors d’une récurrence (364). La production accrue de fluide intra-abdominal est causée
par la combinaison des fuites de la microvasculature tumorale, d’une sécrétion des cellules
tumorales et d’une obstruction des vaisseaux lymphatiques tout en étant associ€¢ avec une

infiltration de cellules stromales et immunitaires (365).

La progression d’ascites est associée a un mauvais pronostique ainsi qu’a une
détérioration de la qualité de vie par des douleurs abdominales et une diminution de I’efficacité
des systémes respiratoires, gastro-intestinale et urinaire (366). De plus, les ascites créent un
microenvironnement propice aux cellules tumorales favorisant la croissance tumorale, la

motilité et une inhibition de la chimiothérapie (367,368).

2.1.1.1 Composantes solubles

Les ascites contiennent un réservoir dynamique de cytokines, chimiokines et facteurs de
croissance. Un profilage de 10 échantillons d’ascites provenant de cancers épithéliaux de
I’ovaire a démontré une augmentation de plusieurs facteurs incluant angiogénine, angiopoietine,
CXCLI1, ICAM-1, IL-6, IL-6R, IL-8, IL-10, leptin, CCL2, MIF, CXCL-7, OPG, CCLS5, TIMP-
2, uPAR (369).

Un autre facteur de croissance retrouvé en abondance dans les ascites est le VEGF ou
celui-ci corréle avec un mauvais pronostique et une augmentation des métastases (370,371).
Dans un méme ordre d’idée, I’inhibition du VEGF dans des modéles de souris de cancer de
I’ovaire prévient ’accumulation d’ascites et diminue la dissémination des métastases (372).
Finalement, deux études de phase III ont déterminé que le bevacizumab, un anticorps
monoclonal inhibiteur du VEGF, améliore significativement la survie sans progression

(373,374).

2.1.1.2 Composantes cellulaires

Le terme ‘‘ascite maligne’’ est utilisé lorsque le fluide tumoral contient des cellules
tumorales isolées ou sous forme de spéroides avec un taux ¢élevé de lactate déhydrogénase

indiquant une prolifération cellulaire rapide (375). En général, les cellules tumorales en

36



provenance d’ascites ont une expression ¢levée d’E-cadherin indicatif d’un type épithélial (376).
De plus, ces cellules ont une prolifération plutot lente avec une faible pénétrance aux drogues

résultant en une résistance aux chimiothérapies (377).

Les ascites malignes sont composées d’une fraction cellulaire résidente et d’une fraction
cellulaire non-résidente. Une centaine de sphéroides tumoraux peuvent s’agréger ensemble et
flotter ou s’ancrer dans la cavité péritonéale puis développer leur propre systéme vasculaire
(378). Les ascites sont également composées de CAF et peuvent inclure des cellules tumorales
souches (CSC). Ces trois composantes cellulaires définissent la population de cellules résidentes
(377). Aux cellules résidentes s’ajoute les cellules non-résidentes, qui sont recrutées a
I’extérieur de la tumeur, telles les infiltrations de macrophages, MSCS et lymphocytes. En
conclusion, les fractions résidente et non-résidente forment un microenvironnement tumoral

unique.

2.2 Classification moléculaire

Le profilage génique a permis d’identifier des sous-types moléculaires pertinents
cliniquement dans le cancer du sein ainsi que dans le cancer du poumon (379,380). Récemment,
un groupe de chercheurs australiens a mis au point une classification moléculaire en corrélation
avec la survie globale spécifique pour le cancer de ’ovaire séreux (381). Leur cohorte de 285
patientes a permis d’effectuer une séparation optimale en 6 sous-groupes. L histotype séreux de
haut grade est principalement représenté dans les sous-groupes C1, C2, C4 et C5 (Tableau 2.1).
Les sous-groupes C3 et C6 sont composés de tumeurs de faible grade caractérisés par une faible
expression des marqueurs de prolifération KI67, TOP2A, CCNB1, CDC2 et KIF11. Le sous-
groupe C3 a une surexpression de la voie MAPK, alors que le sous-groupe C6 est caractérisé

par une surexpression des cibles du complexe transcriptionnel -catenin/LEF/TEF.
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Sous-types C1 C2 C4 C5
moléculaire (Stromal) (Immunoactif) | (Différencié) (Mésenchymateux)
Caractéristiques | Surexpression des Surexpression des | Inverse du Surexpression des facteurs
geénes du stroma geénes de type C1 de transcription
Do I’i ité dével ntale
Enrichissement de la aét;lt;l:?\:ee cvelopme
voie de signalisation p Enrichissement de la voie de
pour la production de signalisation WNT/B —
la matrice catenin et cadherin
extracellulaire . \
Surexpression des geénes de
Desmoplasie prolifération et de matrice
extracellulaire
Signature Elevé (stromale) Tres éleve Elevé Faible
immunitaire (tumorale et (tumorale et
stromale) stromale
E-cadherin Faible Elevé Elevé Faible
Niveau CA125 | Elevé Elevé Elevé Faible

Tableau 2.1 — Caractéristiques des sous-types moléculaires agressifs du cancer de I’ovaire
séreux de haut grade.

Le groupe C1 est défini par un stroma activé mesuré via I’intensité des génes associé au
stroma, et non la proportion cellules épithéliales / cellules stromales. Le groupe C2 est
caractérisé par une importante infiltration immunitaire dans le microenvironnement tumoral. Le
groupe C4 est défini par des cellules différenciées alors que le sous-groupe CS5 se caractérise par
les génes exprimés lors du développement mésenchymateux et peut étre défini comme
“prolifératif *’. Chacun de ces groupes affiche une survie différente ou le groupe C1 est le plus

agressif (Figure 2.2) (381).

38



Probability of survival

4 P<0.001
T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60
Months to Relapse

0.0

Figure 2.2 — Survie des sous-groupes moléculaire du cancer de 1’ovaire. © Tothill et al. Clin
Cancer Res, 2008. With permission from AACR.

Cette classification moléculaire a par la suite été confirmée dans une cohorte incluant
879 cas de cancer de I’ovaire séreux de haut grade (382). Cette classification moléculaire est

maintenant appliquée au cancer du péritoine ou le sous-type C1 est le plus fréquent (383).

2.3 Immunologie

Beaucoup d’études démontrent une corrélation entre le systéme immunitaire et les
résultats cliniques des patientes atteints du cancer de 1’ovaire séreux de haut grade (384,385).
Plusieurs types cellulaires du systéme immunitaire participent positivement ou négativement a

I’immunité anti-tumorale (Figure 2.3) (386).
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Figure 2.3 — Mode¢le d’immunité anti-tumorale dans le cancer de I’ovaire. © Lavoué etal. J Trans!
Med, 2013. With permission from BioMed Central Ltd.

2.3.1 Infiltration immunitaire tumorale

Dans le cancer de 'ovaire, environ une dizaine de groupes ont rapporté que les
infiltrations immunitaires CD3" et CD8" sont fortement associées avec la survie globale (Figure
2.4) (387). Dans un méme ordre d’idée, certains marqueurs de I’activité cytolytique tel IFN-y,
TIA-1 et le complexe majeur d’histocompatibilit¢é (CMH) de classe I et II corrélent également
avec une meilleure survie (388,389). Cette infiltration est maintenant a 1’étude en tant que
biomarqueur pronostique et prédictif dans plusieurs types de cancer solide incluant le cancer de
I’ovaire (390). Fait intéressant, le géne BRCA1 est souvent muté dans le cancer de 1’ovaire
séreux de haut grade et la perte de fonction de ce géne corréle avec une augmentation de
Pinfiltration tumorale CD8" (391). L ensemble de ces données suggére que le cancer de ’ovaire

est un type tumoral propice aux traitements d’immunothérapies.
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Hazard Ratio Hazard Ratio

Study or Subgroup  log[Hazard Ratio] SE Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Zhang(2003) 061 018 12.5% 1.84 [1.29, 2.62] ——
Sato(2005) 1.11 0307 88% 3.03 [1.66, 5.54]

Hamanishi(2007) 2031 0518 48%  7.62[2.76,21.04] —_—
Callahan{2008) 0548 0.222 11.2% 1.73[1.12, 2.67] —E—
Hani{2008) 0463 0.258 101% 1.76 [1.06, 2.91] ——
Tomsova(2008) 1308 0.296 9.1% 3.70[2.07, 6.61] —_—
Adams(2009) 0.694 0.315 8.6% 2.00[1.08, 3.71] ——
Clarke(2009) 0.282 0106 14.5% 1.33[1.08, 1.63] -
Lefferst2009) 1.02 0.251 10.3% 277 [1.70, 4.54] —_—
Stumpf(2009) 0.895 0.258 10.1% 2.45[1.48, 4.06] L

Total (95% Cl) 100.0% 2.24[1.71, 2.92] e 3
Heterogeneity: Tau?= 0.12; Chi*= 29.28, df= 9 (P = 0.0006); F= 9% DI1 Dl2 uls 2 5 1lﬂ

Testfor overall effect: 2= 5.92 (P < 0.00001) TIL favors death TIL favors survival

Figure 2.4 — Associations des infiltrations lymphocytaires T intra-tumoral avec la survie

globale dans le cancer de 1’ovaire. © Hwang et al. Gynecol Oncol, 2012. With permission from
Elsevier.

Outre les lymphocytes T CD8", d’autres types cellulaires du systéme immunitaire
semblent jouer un role important dans la réponse anti-tumorale. Les lymphocytes T régulateurs
ont été identifiés comme un marqueur de mauvais pronostique indépendant en surexprimant les
marqueurs GITR, CTLA-4 et FoxP3 en plus de diminuer la synthése in vitro d’IFN-y et d’IL-2
menant & une diminution de la cytotoxicité (392,393). Une étude a également rapporté une
possible corrélation avec la présence des lymphocytes régulateurs dans le sang périphérique,
mais avec des résultats non-concluants (394). Finalement, Sato et al. ont déterminé qu’un ratio
élevé entre les lymphocytes T CD8" sur les lymphocytes T régulateurs était le paramétre clé
corrélant avec le pronostique (395). Cependant, cette corrélation a été observée avec les
infiltrations lymphocytaires intraépithéliales, mais non avec les infiltrations stromales
démontrant ainsi I’importance de la localisation anatomique (395,396). L’ensemble des résultats
de ces études démontre 1I’importance du concept de la localisation de I’infiltration immunitaire

dans le cancer de ’ovaire.

En ce qui concerne les autres types cellulaires du systéme immunitaire, [’effet
pronostique des infiltrations lymphocytaires CD8" a une synergie avec les lymphocytes B

mémoires (CD20%) (397). La présence d’infiltration tumorale de cellules dendritiques a
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¢galement été associé a un pronostique favorable (398,399). D’un autre point de vue,
I’infiltration de macrophages exprimant B7-H4 est associée a un mauvais pronostique

(400,401).

2.3.2 Ascites

Il a été décrit précédemment que les ascites contiennent des taux ¢élevés de
cytokines/chimiokines. En autre, IL-10 a été associée a une diminution de la survie sans
progression par I’inhibition de la prolifération des lymphocytes T helper, de la maturation des
cellules dendritiques et des molécules de costimulations des lymphocytes T (369,402).
Suggérant ainsi un rdle dans I’échappement au systéme immunitaire. Consistant avec IL-10, les
cellules tumorales dérivées des ascites ont également démontré une sécrétion du ligand Fas qui
induit 1’apoptose des cellules immunitaires exprimant le récepteur CD95 (403). Une
accumulation des cytokines inflammatoires IL-1f3, IL-6, IL-8 et IL-10 a également été corrélée

avec un mauvais pronostique et une mauvaise réponse thérapeutique (404).

D’un point de vue cellulaire, comme pour Iinfiltration tumorale, un ratio lymphocytes
T / Treg ¢levé dans les ascites correle avec une meilleure survie des patients (405). Cependant,
la polyfonctionalité de ces lymphocytes peut €tre perturbée au niveau des ascites (406). Les
ascites contenant une forte concentration d’IL-17 produite par les lymphocytes Th17 ont
¢galement été corrélées avec une augmentation de la survie globale (407). Quant a eux, les
cellules NK et les lymphocytes B semblent étre associés a un mauvais pronostique, mais des
analyses multivariées se sont révélées non-significatives (408). Les niveaux ¢levés d’IL-6 et
d’IL-10 sont causé ne partie par l'infiltration des macrophages de type M2 et corréelent
inversement avec la survie sans rechutes (409). Etrangement, I’angiogenése au niveau des
ascites semble étre controlée par le ratio entre les pDC, qui sécréte du TNF-a et de I'[L-8
favorisant ’angiogenése, et les mDC, qui répriment 1’angiogenése via la production d’IL-12 et

sont généralement absent des ascites malignes (410).
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2.3.3 Points de contole immunitaire

De maniére intéressante, I’expression PD-1 et PD-L1 correle avec une meilleure
infiltration lymphocytaire cytolytique et régulateur ainsi qu’un pronostique favorable dans le
cancer de I’ovaire (411,412). Ceci semble contradictoire étant donné que ces marqueurs sont
des indicateurs de I’inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale. Cependant, dans le cas
du cancer de I’ovaire cela peut indiquer une impasse immunologique qui peut étre propice a des

traitements d’immunothérapies.

2.4 Immunothérapies

Durant les derniers 50 ans, les chimiothérapies a base de paclitaxel et de platine ont
apporté¢ que de faibles incréments aux réponses thérapeutiques. L’immunothérapie est une
science émergente avec beaucoup de potentiels pour le cancer de I’ovaire par la promotion d’une
immunité anti-tumorale durable. Plusieurs stratégies immunothérapeutiques sont maintenant a
I’étude dans le cancer de I'ovaire tel les bloqueurs de points de contrdle, les vaccins ou le
transfert adoptif de cellules T. Cependant, des résultats cliniques ont été observés chez
seulement un faible pourcentage de patientes, mais produisent des données intéressantes et

nécessaires pour la progression de la recherche.

2.4.1 Bloqueurs de points de controles

Suite a I’activation des lymphocytes T, des mécanismes de régulation négatifs sont mis
en place dans le microenvironement tumoral. Deux de ces mécanismes sont la surexpression des
récepteurs CTLA-4 et PD-1 (413). Une fois surexprimés, CTLA-4 va bloquer la liaison avec les
molécules CD80/CD86 bloquant ainsi un signal de co-stimualtion (414) et PD-1 va se lier aux
récepteurs PD-L1/L2 pouvant étre exprimé sur les cellules tumorales ce qui va promouvoir

I’apoptose des lymphocytes T (415).

Durant les deux derniéres années, plus d’une trentaine d’études cliniques évaluant ces
bloqueurs de points de contrdles immunologiques en combinaison avec diverses
chimiothérapies ou radiothérapies ont été initiées dans le cancer de ’ovaire (Tableau 2.2).
Quelques études cliniques évaluent également des combinaisons possibles entre diverses

stratégies d’immunothérapies (Tableau 2.3).
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Agents Phase NCT ID Agents Phase NCT ID
thérapeutiques clinique thérapeutiques clinique
Anti-CTLA-4 Anti-PD-L1
Ipilimumab I-1I NCT01611558 Durvalumab I NCT03283943
Tremelimumab I NCT01975831 -1 NCT02734004,
Anti-PD-1 NCT02484404,
Nivolumab NCT03245892 NCT02726997
-1 NCT03100006 Atezolizumab I NCT02914470,
Pembrolizumab I-10 NCT03029598, NCT03101280,
NCT03126812 I-11 NCT03206047
11 NCT03029403, I NCT03073525
NCT02901899, m NCT03038100,
NCT02865811, NCT02891824
NCTO2834975, - I ] imab NCT02943317
NCT02900560, I-1I NCT02915523
NCT02674061,
NCT02440425, 11 NCT03312114
NCT02520154, I NCTO02718417,
NCT02608684 NCT02580058

Tableau 2.2 — Etudes cliniques actives testant des bloqueurs de

immunologique dans le cancer de I’ovaire.

points de contrdles

Agents Phase NCT ID Agents Phase NCT ID
thérapeutiques clinique thérapeutiques clinique

Combinaisons Combinaisons

Ipilimumab + II NCT03342417, Durvalumab + II NCT02764333
Nivolumab NCT02498600 TPIV200

Nivolumab + 1I NCT02873962 Tr emelimumab | I NCT01975831,
Bevacizumab + Durvalumab NCT03277482
Nivolumab + 1 NCTO02737787 I-1I NCT03249142
WT1 vaccine

Pembolizumab + | II NCTO02853318 I NCT03026062
Bevacizumab

Pembolizumab + | I NCT02606305 Atezolizumab + | II NCT02659384
Bevacizumab Bevacizumab

Pembrolizumab 1I NCT03113487 1T - 111 NCT02839707
+ pS3MVA

Durvalumab + I-1I NCT02431559 111 NCT03353831
VTX-2337

Tableau 2.3 — Etudes cliniques actives testant des combinaisons d’immunothérapies dans le

cancer de ’ovaire.
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2.4.1.1 Anti-CTLA-4

Avec un modele murin de transplantation de cellules OV-HM, Yang YF et al. ont
démontré pour la premicre fois une activité anti-tumorale possible d’un anticorps inhibiteur de
CTLA-4 par une diminution de la progression tumorale ainsi qu’une augmentation de la
production d’IL-2 et d’IFN-y par les cellules de la rate (416). Une premiere étude chez 9
patientes atteintes de cancer de I’ovaire a déterminé une certaine efficacité dans la génération
d’une nécrose tumorale avec une augmentation des infiltrations lymphocytaires et
granulocytaires ainsi qu’une baisse des niveaux de CA-125 suite a I’injection d’un anticorps
monoclonal bloquant CTLA-4 (417). Puis, une autre étude clinique a rapporté I’augmentation
de 'immunité anti-tumorale lorsqu’un anti-CTLA-4 est administré aprés une vaccination de

cellules tumorales autologues sécrétant le GM-CSF (GVAX) (418).

2.4.1.2 Anti-PD-1

PD-1 a été identifié comme étant exprimé au niveau du milieu tumoral dans le modele
de souris de cancer de I’ovaire ID8 (419). Suivant cette observation, plusieurs études in vivo
utilisant le modele de souris ID8 ont étudié¢ plusieurs combinaisons possibles entre PD-1 et
d’autres cibles d’immunothérapies. Premic¢rement, une synergie entre le cisplatin, un anticorps
bloquant PD-1 et une activation de CD137 a démontré une survie des souris a long terme
(420,421). Puis, une autre combinaison qui a démontré une immunité anti-tumorale est I’ajout
d’un anticorps bloquant GITR et PD-1 (422). Finalement, un agoniste de OX40 a permis de

réduire la mortalité des souris, lorsque combiné avec anti-PD-1 (423).

Une étude clinique de phase II en cancer de 1’ovaire avec résistance aux platines et aux
taxanes a démontré des résultats trés encourageants avec le nivolumab, un anticorps anti-PD1
IgG4 monoclonal humanisé (424). Cette étude clinique a séparé leur cohorte de 20 patientes en
deux groupes thérapeutiques soit 1 mg/kg ou 3 mg/kg de nivolumab toutes les 2 semaines
jusqu’a la progression ou pour un total de 48 semaines. 4 patientes (2 dans chaque groupe) ont
démontré une pathologie stable prolongée et 2 patientes (dans le groupe 3 mg/kg) ont
expérimenté une réponse complete. Les réponses durables sont atypiques dans cette population
déja trés fortement traitée et sont une cause d’enthousiasme pour la planification d’une étude

clinique de phase III (425).
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Pembrolizumab est un autre anticorps IgG4 monoclonal humanisé contre PD-1. Une
¢tude clinique multicohorte de phase Ib (KEYNOTE-028, NCT02054806) incluant un groupe
de 36 patientes atteintes de cancer de ’ovaire a investigué cet anticorps en monothérapie a une
dose de 10 mg/kg toutes les 2 semaines. 1 réponse compléte, 2 réponses partielles et 8

pathologies stables ont été enregistrées (425).

2.4.1.3 Anti-PD-L1

Utilisant des lignées cellulaires de cancer de 1’ovaire murin surexprimant PD-L1, un
groupe de recherche a déterminé son rdle essentiel dans la dissémination péritonéale via la
diminution de l’activité cytolytique des lymphocytes (426). Sur des échantillons humains
intégrés dans la paraffine, ’expression de PD-L1 au niveau des cellules tumorales a été
déterminée comme étant un mauvais facteur pronostique tout en corrélant inversement avec
Iinfiltration intratumorale lymphocytaire CD8" (427). Finalement, une étude multicentrique de
phase I étudiant avelumab, un anticorps anti-PD-L1 IgGl monoclonal humanisé, chez des
patients avec des cancers avancés a démontré une régression ou une stabilisation tumorale dans

certains types de cancer, mais pas dans le cancer de I’ovaire (428).

2.4.2 Vaccins

Plusieurs antigeénes tumoraux ont été identifiés avec les trois caractéristiques suivantes :
une expression dans le cancer de l'ovaire comparativement aux tissus normaux, une
immunogénécité importante et un role pilote dans le phénotype malin (Tableau 2.4) (429).
Permettant ainsi I’exploitation de la vaccination pour ce type de cancer en utilisant une stratégie
de multi-antigénes avec un lysat de cellules tumorales permettant une réponse immunitaire
diversifiée. Plusieurs stratégies de vaccination que se soit peptidique, virale ou a base de cellules

dendritiques ont été essayé avec des résultats en général mitigés (429).
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Antigenes Expression IHC Références
Tumeur primaire | Tumeur récurrente
NY-ESO-1 19 % N/A (430,431)
MAGE-A4 57 % N/A (431
Mesothelin 82 % * (432,433)
HER2 29-52% (434,435)
Folate receptor alpha 72 % 82 % (436,437)
MUC-1 92 % 90 % (438)
CA-125 88 % * (439)
P53 45 -50 % (434,440)
* type séreux de haut grade

Tableau 2.4 — Antigénes associés aux tumeurs ovariennes.

Un des vaccins avec le plus de succes dans le cancer de 1’ovaire est le vaccin FANG qui
consiste en des cellules tumorales autologues génétiquement modifiées par un vecteur
plasmidique encodant pour le GM-CSF permettant de recruter les cellules dendritiques et un
shRNAI contre la convertase furine permettant d’inhiber TGF-3 (441). Ce vaccin a démontré
des résultats cliniques préliminaires trés encourageants. En effet, une étude clinique de phase I,
incluant 42 patientes, a démontré une survie sans récurrence moyenne de 826 jours
comparativement a 481 jours pour le groupe contrdle (442). Toutes les patientes traitées avec le
vaccin ont développé une immunité détectée par ELISPOT. Une étude clinique de phase III est

présentement en cours (NTC02346747).

2.4.3 Transfer de cellules T

Le transfert de lymphocytes T adoptif est une stratégie qui inclue 1’administration
passive de cellules dérivées des lymphocytes T infiltrant les tumeurs ou des lymphocytes T
génétiquement modifiés pour exprimer un TCR spécifique ou chimérique (CAR). Cette stratégie
d’immunologie anti-tumorale a déja fait ses preuves dans divers cancers (443). En ce qui
concerne le cancer de ’ovaire, une réinfusion de cellules T génétiquement modifi¢ n’a pas
encore ¢été testée. Alors que pour les cellules T CAR, une étude clinique de phase I n’a démontré
aucun bénéfice clinique, mais une bonne tolérance avec une faible persistance des lymphocytes
T aprés 1 mois de traitements a été noté (444). Deux études cliniques de phase I/I sont

présentement en cours (NTC02159716 et NTC01583686).
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Chapitre 3 — Cancer du sein

Malgré le fait que le cancer du sein est le plus mortel des cancers chez la femme, la
mortalité associée a cette pathologie est en diminution. Cela est en grand partie attribué aux
outils diagnostiques permettant une détection plus rapide ainsi qu’a I’amélioration des options

thérapeutiques (445,446).

3.1 Classification moléculaire

Le cancer du sein est un groupe hétérogéne de pathologies. En clinique,
I’'immnunohistochimie d’une biopsie permet de déterminer I’expression des récepteurs
hormonaux (récepteur a 1’oestrogeéne, récepteur a la progestérone et récepteur ErbB2/HER?2)
ainsi que le marqueur de prolifération cellulaire Ki67. Puis, le profilage génomique peut
déterminer 4 catégories principales pouvant étre caractéris¢ selon leur profil moléculaire :
luminal A, luminal B, triple négatif et HER2" (447). Le type luminal A est caractérisé par
I’expression des récepteurs a I’oestrogeéne et progestérone avec une expression Ki67 faible, alors
que le type luminal B varie du luminal A par une expression du ErbB2/HER2 ou un Ki67 élevé.
Le sous-type triple négatif est caractérisé¢ par une absence de tous les récepteurs hormonaux.
Finalement, le sous-type HER2" consiste en une tumeur surexprimant le récepteur ErbB2/HER2
et, habituellement, une absence du récepteur a I’oestrogene et du récepteur a la progestérone
(448). Chacun de ces sous-types a une progression biologique ainsi que des pronostiques et des

approches thérapeutiques différentes (448).

3.2 Sous-type HER2"

3.2.1 Récepteur ErbB2/HER2

Le récepteur ErbB2/HER?2 est un récepteur de 185 kDa décrit pour une premicre fois
chez I’homme dans les années 1980 (449). Celui-ci fait partie de la famille des ErbB/HER qui
inclue 4 récepteurs tyrosine kinases (EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/Neu/HER2, ErbB3/HER3 et



ErbB4/HER4) avec une homologie partielle (450). En conditions physiologiques, ces récepteurs
jouent un role crucial dans la régulation de la prolifération cellulaire, la différentiation, la
motilité ainsi que ’apoptose (451). La liaison avec leur ligand provoque I’homodimérisation ou
I’hétérodimérisation avec une préférence pour le ErbB2/HER2, alors que I’homodimérisation
de ErbB2/HER2 n’a aucun ligand identifi¢ (Figure 3.1) (452). La dimérisation avec le
ErbB2/HER2 forme un récepteur dans une conformation fixe constitutivement active ce qui
explique pourquoi une amplification génique meéne a une suractivation des voies de signalisation
intracellulaires et ultimement vers un oncogeéne (453). Cela a été démontré avec les cellules
NIH/3T3 surexprimant ErbB2/HER2 par un facteur de 100 ce qui a mené vers une dimérisation

ligand-indépendant spontanée et constitutive (454).

EGF BTC
TGF:; HB-EGF
EPR NRG1-2

l M NRG3-4

A WA B A YA VAVAYAYA
i 4 0§ rrvyrn

EGFR ErbB2 ErbB3 ErbB4
(ErbB1)

Figure 3.1 — Homo- et hétéro-dimérisation des récepteurs ErbB avec leurs ligands. Tous
les membres de la famille des récepteurs ErbB partagent une homologie dans le domaine
extracellulaire et le domaine kinase. Cependant, ErbB3 n’a pas d’activité tyrosine kinase.
Aucun ligand pour ErbB2 n’a été identifié qui est le partenaire de dimérisation de
préférence des autres récepteurs. EGFR (ErbB1), ErbB2, ErbB3 et ErbB4 ont différents

ligands et différentes signalisations intracellulaires. © Hervent and Keulenaer. Int J Mol Sci,
2012.

Le récepteur ErbB2/HER?2 joue un réle important dans la coordination des récepteurs
ErbB avec leur signalisation intracellulaire (455). Ce récepteur permet 1’activation de deux voies
majeures de signalisation intracellulaire : la voie RAS-MAPK et la voie PI3K-AKT (Figure 3.2)
(450). Finalement, la voie JAK-STAT semble également étre impliquée dans la signalisation

intracellulaire de ErbB2/HER2 (452,456). Une étude a suggéré que les homodimeéres
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ErbB2/HER?2 activent sélectivement la voie RAS-MAPK, alors que les hétérodiméres activent

les 2 autres voies de signalisation (457).
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Figure 3.2 — Signalisation intracellulaire du récepteur ErbB2. © Clifford and Hudis, N Engl J
Med, 2007. With permission from Massachusetts Medical Society.

Le récepteur EGFR est souvent muté dans plusieurs types de cancers incluant le cancer
du sein (458). Cependant, c’est le récepteur ErbB2/HER2 qui prédomine la famille ErbB avec
une amplification génique dans 30% des cancers du sein primaire par une augmentation de 2 a
20 fois du nombre de copies du geéne (459). Chez I’homme, aucune mutation n’est nécessaire
pour conféré un potentiel oncogénique ou I’amplification génique est généralement de type
sauvage (460). Outre le cancer du sein, ce récepteur peut €galement €tre surexprimé via une
amplification génique ou une mutation dans le cancer de I’ovaire (461,462). Plusieurs cas ont

¢galement été rapportés dans d’autres types de cancers (463).
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3.2.2 Traitements

Deux types d’inhibiteurs des récepteurs ErbB2/HER2 sont utilisés en clinique : les
anticorps humanisés et les petites molécules inhibitrices des tyrosines kinases. Alors que les
anticorps thérapeutiques sont de larges protéines (150 kDa) avec une injection intraveineuse, les
petites molécules synthétisées chimiquement ont un poids de seulement 500 Da pouvant étre
administrées oralement (464). L’objectif final de ces thérapies étant d’inhiber la cascade de

signalisation intracellulaire. Un résumé des mécanismes d’action des principaux agents

thérapeutiques est présenté au tableau 3.1 (adapté de (460)).

Trastuzumab Pertuzumab Lapatinib
Effets sur Diminution de I'expression Augmentation de
I'expression de de HER2; blocage du l'expression total de
ErbB2/HER2 clivage; suppression de la HER?2 a la surface
formation de p9SHER2 cellulaire

Effets sur la
dimérisation

Perturbation partielle de la
dimérisation

Perturbation de la
dimérisation avec les
autres récepteur ErbB

Effets sur la

Inhibition de la

Inhibition de la

Inhibition de la

signalisation signalisation PI3K et signalisation PI3K et signalisation PI3K et

intracellulaire MAPK MAPK MAPK

Effets : .

immunitaires Stimule ' ADCC Stimule I'ADCC

feflflf:lsa::: le cycle Induction de p27 et p21; Inglll?tllr(])hnﬂ?iiig?dzt Induction de p27;
Inhibition de cdk2 pots cdk2 Inhibition de cdk2

Effet sur Diminution de Bel-2, Indul’t lapoptose Diminution de survivin

I'apoptose survivin ot Mel-1 (mécanismes et Mcl-1; Augmentation

inconnues) de BIM et Fox03a

Tableau 3.1 — Résumé des mécanismes d’action du trastuzumab, du pertuzumab et du
lapatinib. © Nahta. ISRN Oncol, 2012.

3.2.2.1 Trastuzumab

Le trastuzumab (Herceptin) est un anticorps monoclonal IgG1 humanis¢ inhibiteur du

récepteur ErbB2/HER2 (465). En combinaison avec la chimiothérapie, ce traitement a
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révolutionné les résultats cliniques des patientes avec une tumeur surexprimant fortement la
protéine HER2. Deux études cliniques de phase II ont déterminé que le trastuzumab est
sécuritaire et efficace (466,467). Finalement, une étude clinique de phase III incluant 469
patientes a démontré des résultats cliniques d’efficacité significatifs avec une augmentation du
temps avant la progression de la maladie de 7,4 mois pour le groupe traité au trastuzumab
comparativement a 4,6 mois pour le groupe controle sans trastuzumab (468). Ces résultats
cliniques ont permis 1’approbation de ce traitement par la U.S Food and Drug Administration
(FDA) en 1998 contre le cancer du sein métastatique HER2" (460), et plus tard en 2006 comme
adjuvant a la chimiothérapie (Figure 3.3). L’addition de cet anticorps aux anthracyclines a vu le
nombre de rechutes du cancer du sein diminuer de 50 % et la mortalité de 33 % (469).
Cependant, malgré des résultats cliniques incroyables, les réponses thérapeutiques sont

habituellement de courtes durées suggérant le développement d’une résistance (460).

¢ 1987: ERBB2 overexpression
correlates with poor overall
survival in breast cancer

# 1992: First human ® 2006: FDA approves
trials of trastuzumab adjuvant trastuzumab
are initiated

1998: Trastuzumab and
1981-1985: chemotherapy in phase 3
|dentification trials lead to CHF; FDA
and cloning approves herceptin with
of ERBB2 requirement for cardiac
monitoring
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

Figure 3.3 — Historique du trastuzumab. © Cote et al. N Engl J Med, 2012. With permission from
Massachusetts Medical Society.

Cet anticorps se lie au domaine IV du récepteur HER2 et bloque I’homodimérisation
inhibant ainsi sa signalisation intracellulaire (Figure 3.5) (452,457,470). Par la suite, plusieurs
autres mécanismes d’actions complémentaires ont été découverts (Figure 3.4) (450). Cet
anticorps a la propriété d’internaliser ErbB2 par sa liaison au domaine IV permettant sa
dégradation (452). Il a également ¢ét¢ démontré que cet anticorps peut bloquer

I’hétérodimérisation d’une sous-unit¢ HER2 avec la sous-unit¢ HER3 (471). Un autre
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mécanisme d’action du trastuzumab est ’inhibition du clivage du récepteur empéchant ainsi la
formation de p9SHER2, une forme du récepteur tronqué tres active (472,473). Il y a aussi
quelques évidences précliniques démontrant que le trastuzumab a des propriétés anti-
angiogéniques par la normalisation et la régression de la vascularisation en diminuant la
production de VEGF (474-476). Cependant, une étude clinique de phase III évaluant le
bevacizumab, un anticorps monoclonal anti-VEGF-A, comme ajout au trastuzumab en premicre
ligne de traitement n’a démontré aucune amélioration significative (477). De plus, le
trastuzumab a la capacité d’induire la cytotoxicité cellulaire dépendant d’un anticorps (ADCC)
(478). En effet, I’activation des cellules NK, monocytes et macrophages exprimant le récepteur
Fc gamma (ex : CD16) reconnaissent le domaine Fc de I’anticorps li¢ aux cellules cancéreuses.
Par la suite, ces cellules immunitaires relachent des cytokines et des granules cytotoxiques
provoquant ainsi I’apoptose et la lyse des cellules tumorales reconnue par le trastuzumab (479).
Outre le systéeme immunitaire inné, le systéme immunitaire adaptatif est également important
dans la réponse thérapeutique du trastuzumab avec les lymphocytes T CD8" clairement associés

a une meilleure survie chez les patientes atteintes du cancer du sein HER2" (480).
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Figure 3.4 — Mécanismes d’action du trastuzumab. © Hudis. N Engl ] Med, 2007. With permission
from Massachusetts Medical Society.

Le trastuzumab est utilisé en clinique a une dose de départ de 8 mg/kg suivis de 2 mg/kg
administré hebdomadairement ou 6 mg/kg a toutes les 3 semaines sur une durée de 1 an ou
jusqu’a Iapparition de métastases (465). Cet anticorps a la propriété d’avoir une longue demi-
vie dans le sérum de 18 a 27 jours avec une concentration sérique moyenne de 50 ng/ml
(481,482). Une analyse rétrospective des sous-groupes des premieres études cliniques utilisant
le trastuzumab a démontré une plus grande activité lorsque les tumeurs ont une amplification
génique de ErbB2 de plus de 2 mesurée par FISH (483). Similairement, toutes les patientes avec
une réponse clinique dans 1’étude clinique évaluant le trastuzumab en tant que monothérapie
avaient une surexpression du récepteur ErbB2/HER2 de 3+ par immunohistochimie (IHC)

(484).

3.2.2.2 Pertuzumab

Le pertuzumab est un anticorps monoclonal humanisé recombinant qui se lie au domaine
2 de dimérisation du ErbB2/HER2 qui est localis¢ sur le c6té opposé au domaine 4 ou se lie le
trastuzumab (Figure 3.5) (452). Cette différente liaison avec le récepteur permet d’empécher
I’hétérodimérisation dépendant d’un ligand avec les autres sous-unités possibles des récepteurs
ErbB (485). Cependant, le pertuzumab est incapable de prévenir la formation de la forme
tronquée p9SHER2 (473). Alors que le trastuzumab est actif préférentiellement contre les
homodimeres HER2, le pertuzumab permet d’étre complémentaire en permettant un blocage
plus efficace de la signalisation intracellulaire. Ce mécanisme d’action explique pourquoi le
pertuzumab inhibe la croissance de tumeurs exprimant de faibles niveaux de ErbB2 ou le
trastuzumab n’a aucun effet (486). Finalement, une étude clinique de phase III a permis de
démontrer une augmentation de la survie sans progression (PFS) de 6 mois avec une
combinaison pertuzumab — trastuzumab comparativement au trastuzumab seul (487). Ce
traitement est maintenant étudié pour étre utilisé en premiere ligne contre le cancer du sein

métastatique HER2" (NCT02642453).
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Figure 3.5 — Liaison du trastuzumab vs pertuzumab. © Hervent and Keulenaer. Int J Mol Sci,
2012.

3.2.2.3 Lapatinib

Le lapatinib est une petite molécule inhibitrice des récepteurs tyrosine kinases et est un
analogue de ’ATP. Ce produit se lie de facon réversible a la partie intracellulaire du récepteur
ErbB2/HER?2 au site de liaison a ’ATP (452). Une étude clinique de phase III a démontré que
les patientes atteignant une réponse compléte avec la combinaison trastuzumab — lapatinib ont
une meilleure survie globale que les patientes traitées seulement au trastuzumab d’ou son
utilisation en clinique comme ajout au trastuzumab (488). Contrairement au trastuzumab, le
lapatinib inhibe la signalisation constitutive ainsi que la signalisation dépendant de ligands
(489). Ce traitement permet également d’inhiber les cellules tumorales résistantes exprimant
p95ErbB2. Finalement, le lapatinib est une option thérapeutique pour les métastases au cerveau

étant donné sa capacité a traverser la barriére hématoencéphalique (490,491).
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3.2.2.4 Trastuzumab emtansine

Le trastuzumab emtansine ou T-DMI1 est un anticorps conjugué a une drogue (ADC)
développer par Roche. Un lien covalent relie le trastuzumab au DM1 un agent cytotoxique. Une
fois I’anticorps internalisé par les cellules tumorales via I’endocytose et processé, le DM1 se lie
a la tubuline et inhibe la formation des microtubules menant a 1’interruption de la mitose et
¢ventuellement a ’apoptose (492). Le DM1 ainsi que ces métabolites doivent atteindre un
certain seuil de concentrations intracellulaire avant de déclencher la mort cellulaire (493). Ainsi,

les principaux mécanismes de résistance associés au T-DMI1 empéchent 1’accumulation

intracellulaire de la drogue cytotoxique (Figure 3.6) (494).

Une étude clinique de phase III a démontré que ce traitement est significativement

efficace en 2° ligne de traitement (495).
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D’autres ADC sont présentement en développement, tel le SYD985 développé par la
compagnie Synthon. Cet ADC est la combinaison entre le trastuzumab et la duocarmycine.
Malgré la pharmacocinétique similaire entre avec le T-DMI1, le SYD985 a été démontré
beaucoup plus efficace dans des modéles in vitro et in vivo (PDX) avec une faible expression
du récepteur ErbB2/HER2 (496,497). Finalement, une étude clinique de phase I est
présentement en cours (NCT02277717).

3.2.3 Mécanismes de résistance au trastuzumab

Malgré I’efficacité d’un traitement au trastuzumab, environ 15 % des patientes sous
traitements vont subir une rechute résultant d’une résistance a cette thérapie (498). Cela malgré
que les cellules tumorales continuent d’étre dépendantes de la suractivation du récepteur HER2

(499).

3.2.3.1 Mutation PI3K

PI3BK-mTOR est une voie de signalisation majeure dans l’activit¢ du récepteur
ErbB2/HER2 ou le blocage de PI3K diminue la croissance tumorale de multiples modeles
cellulaires de cancer du sein HER2" (500,501). L’activation consistitutive de PI3K est causée
par une hyperactivation due a des mutations (502) ou une perte de ’expression de PTEN
(502,503). L’incapabilit¢ de maintenir une suppression de cette signalisation intracellulaire
résulte en une résistance au trastuzumab (504). Récemment, une nouvelle technique de FISH
(STAR-FISH) a permis d’observer qu’'un traitement néoadjuvant a la chimiothérapie chez des
patientes sélectionne des cellules avec une mutation PI3K et favorise la résistance au

trastuzumab (505).

La protéine de signalisation intracellulaire PI3K est constituée de la sous-unité
régulatrice p85 et de la sous-unité catalytique p110 (506). Plus spécifiquement, la sous-unité
pl110 a trois isoformes (alpha, béta et delta) ou la forme alpha a démontré étre nécessaire pour
la tumorigénese Neu-dépendant chez la souris (506). Démontrant ainsi le potentiel thérapeutique

de I'inhibition de cette isoforme.
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3.2.3.2 HER2 tronqué

La forme tronquée du récepteur ErbB2 peut provenir d’un clivage par les
métalloprotéases ou d’un site de début de translation alternatif (507,508). Il a déja été discuté
que le trastuzumab a la propriété de prévenir la forme du ErbB2 tronqué (p9SHER?2) (473).
Cependant, si cette forme du récepteur est déja présente au niveau de la tumeur, le trastuzumab
ne peut pas inhiber 1’activité kinase du récepteur tronqué étant donné 1’absence de 1’épitope
viser par cet anticorps (509). L’inhibiteur de kinase lapatinib reste une option thérapeutique
¢tant donné I’inhibition directe de la signalisation intracellulaire de HER2 (510). En effet, sur
un total de 156 tumeurs étudi€es, 68 d’entre-elles exprimaient le récepteur ErbB2 tronquée ou
un traitement lapatinib a efficacement inhibé la progression tumorale (511). Une seconde étude
avec 93 cancers du sein métastatiques a obtenu des résultats similaires en plus de déterminer

I’inefficacité du trastuzumab contre le récepteur tronqué (512).

Finalement, pl I0HER2 est une deuxiéme forme tronquée du récepteur ErbB2 (513).
Une fraction significative de pl 10HER2 a été trouvée dans 18 sur 31 (58 %) échantillons de
tumeurs de cancer du sein HER2" (514). De plus, un modéle in vitro a démontré une plus grande
migration cellulaire et d’invasion ainsi qu’une augmentation de la croissance tumorale lors de

xénogreffe comparativement a la forme p9SHER2 (514).

3.2.3.3 Transition épithéliale-mésenchymateuse

La transition épithéliale-mésenchymateuse (EMT) est un processus ou une cellule
épithéliale perd sa polarité ainsi que son adhésion cellulaire tout en gagnant des propriétés
migratoires et invasives. Ce phénomeéne biologique est considéré comme une étape importante

dans I’induction du phénoméne métastatique (515).

Dans le cancer du sein HER2", il a été déterminé qu’une résistance au trastuzumab
correle avec le phénotype EMT tout en diminuant I’expression du récepteur ErbB2/HER2 in
vitro (516). De plus, une surexpression ce récepteur dans les lignées cellulaires de cancer du
sein MDA-MB-231 et MCF-7 a augmenté¢ la production du TGF-f3 résultant a I’activation des
facteurs de transcription SNAIL, SLUG et ZEB-1 (517). De maniére intéressante, une autre
étude a rapporté la transformation des cellules HER2" vers un phénotype triple négatif lorsque

celles-ci subissent un traitement au trastuzumab de maniére continu (518). Ces cellules
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transformées ont acquis une résistance aux traitements et une augmentation de leur potentiel

métastatique (518).

3.2.3.4 Echec de PADCC

Une étude clinique pilote incluant 11 patientes, a démontré que la rémission correle avec
I’infiltration immunitaire tumorale (519). Dans une seconde étude incluant 23 patientes, le
traitement au trastuzumab a augmenté ’infiltration des lymphocytes ainsi que des cellules NK
comparativement au groupe contrdle traité seulement avec la chimiothérapie (520). Finalement,
une derniere étude a permis de démontrer I’ADCC chez 15 sur 18 patientes ou 1’unique patiente

avec une réponse complete a présenté ’ADCC la plus intense (521).

Dans un méme ordre d’idée, I’ajout d’un traitement a I'IL-2 a démontré une
augmentation de I’efficacité¢ de I’ADCC in vitro (522). Une conclusion similaire a été obtenue
dans une étude clinique de phase I avec 10 patientes en plus de démontrer une tolérance
acceptable a la combinaison trastzumab — IL-2 (523). Cependant, une étude clinique de phase II
n’a pas atteint I’efficacité recherchée avec 1’absence d’une expansion des cellules NK (524).
Une autre approche intéressante pour stimuler I’ADCC est la combinaison du trastuzumab avec
un anticorps agoniste de CD137 (525). Finalement, il a été démontré que viser plusieurs épitopes
du récepteur HER2 augmente I’ADCC in vitro et in vivo contre les cellules tumorales (526).
Alors qu’un mod¢le préclinique a démontré que des animaux déficients en récepteur Fc sur les
cellules effectrices ne répondent pas au trastuzumab (527). L’ensemble de ces travaux démontre
I’importance de I’ADCC pour batir une réponse immunitaire anti-tumorale efficace en tant que

mécanisme d’action primordiale du trastuzumab.

3.2.4 Immunité anti-tumorale

En générale, le cancer du sein HER2" n’est pas considéré comme un type de cancer
immunogénique étant donné la rareté des régressions spontanées rapportée ainsi que I’absence
d’une augmentation de I'incidence chez les patientes immunosupprimées (528). Une autre

indication est le niveau relativement faible de mutation du cancer du sein comparativement aux
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cancers du mélanome et du NSCLC qui répondent fortement aux bloqueurs de points de contrdle

immunitaire (529).

Cependant, I’immunité humorale ainsi que I’'immunité cellulaire spontanée contre le
récepteur HER2 ont déja été observées dans le contexte du cancer du sein. Il a été découvert que
des patientes ont la capacit¢ de développer des anticorps endogenes contre le récepteur
ErbB2/HER2 (530,531). La participation des cellules NK dans I’ADCC a été corrélée avec la
réponse au trastuzumab, mais seulement au début du traitement et perd leur significativité apres

12 mois (532).

En ce qui concerne le systéme immunitaire cellulaire, I’expression de HER2 semble étre
inversement proportionnelle au CMH de classe I diminuant ainsi la présentation antigénique aux
lymphocytes T (533-535). Ces lymphocytes T, spécifiquement les CD8", ont démontré étre
essentiels dans la réponse thérapeutique a un anti-ErbB2 in vivo (536,537) et ont clairement été
associés a une meilleure survie chez les patientes atteintes du cancer du sein HER2" (480). De
plus, il a également été démontré qu’une amélioration de la survie lorsque les patientes sont
traitées avec une combinaison trastuzumab — chimiothérapie est dépendante de 1’établissement
d’une immunité de I’hote contre le récepteur ErbB2/HER2 (538). L’infiltration lymphocytaire
CD8" a été identifiée comme un facteur pronostique positif et indépendant lors d’un traitement
néoadjuvant au trastuzumab grace a 1’étude clinique NeoALTTO (539). L’étude FinHER a
¢galement permis de déterminer que le traitement au trastuzumab est plus efficace lorsqu’une
quantité plus importante de lymphocytes T CD8" est présente dans le microenvironnement
tumoral (540). De maniére intéressante, I’étude BIG 02-98 a permis d’observer que Iinfiltration
lymphocytaire peut également étre un facteur prédictif lorsque les patientes HER2" sont traitées
avec I’anthracycline (541). Cela concorde avec le fait que la mort cellulaire induite par les
anthracyclines est particulirement immunogénique (542). L’ensemble de ces résultats d’études
cliniques démontre que les lymphocytes T CD8" sont un facteur pronostique de la réponse

thérapeutique au trastuzumab.

Les lymphocytes T régulateurs sont aussi un indicateur pronostique de la réponse
pathologique compléte dans le cancer du sein (543,544). Cela peut sembler contre-intuitif étant
donné le role immunosuppresseur de ces cellules, mais une explication simple est que

Iinfiltration FOXP3" est aussi significativement associée avec Iinfiltration CD8". Un meilleur
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indicateur pronostique a été déterminé en prenant le ratio CD8" / Tregs ce qui a démontré une
forte prédiction des réponses cliniques (545). Peu d’études ont été effectuées sur la valeur
pronostique des autres sous-types cellulaires du systéme immunitaire dans le contexte du cancer
du sein HER2", mais la présence de cellules CD4" et de cellules CD20" ont également été

associées a un bon facteur pronostique (546,547).

Une premiére étude clinique d’immunothérapie dans le cancer du sein HER2" est
présentement en cours (NCT02129556). Cette étude clinique de phase Ib/II va étudier I’effet
synergétique entre le trastuzumab et un traitement anti-PD-1 chez les patientes qui ont progressé
sur le trastuzumab. Cette étude clinique se base sur des observations précliniques qui ont

préalablement déterminé la synergie entre ces deux traitements dans un modele de souris (536).
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Chapitre 4 - Présentation du projet

4.1 Hypothéses de recherche

La suppression de I'immunité anti-tumorale par le microenvironnement tumoral est
maintenant bien reconnue comme une caractéristique importante du cancer et une étape critique
dans la progression tumorale ainsi que 1’établissement des métastases (515,548). Plusieurs
mécanismes d’immunosuppression sont mis en place par le microenvironnement tumoral
diminuant ainsi I’efficacité anti-tumorale du systéme immunitaire (549). En mars 2011, le
premier bloqueur de point de contrdle immunologique, un anti-CTLA-4 (ipilimumab), a été
approuvé par la FDA pour le traitement du mélanome avancé suivi par I’approbation d’un anti-
PD-1 (nivolumab) en 2014. Suite aux succes de ces anticorps inhibiteurs de points de contrdle
immunologique, beaucoup d’efforts de recherche sont déployés pour augmenter I’efficacité anti-
tumorale des lymphocytes T. Cependant, le systéme immunitaire comprend plein d’autres sous-
types cellulaires participant également aux mécanismes de suppression de I’'immunité anti-

tumorale.

Etant donné le rdle pivot de CD73 dans I’immunosuppression par le systéme
adénosinergique et que le cancer du sein HER2" ainsi que le cancer de I’ovaire séreux de haut
grade sont deux pathologies susceptibles a I'immunothérapie, les hypotheses suivantes ont été
émises :

1. Dans le cancer de I’ovaire séreux de haut grade, la présence de CD73 devrait

diminuer les infiltrations lymphocytaires et augmenter la progression tumorale.

2. Dans le cancer du sein HER2', un traitement avec un anticorps monoclonal
9

antagoniste de CD73 devrait potentialiser ’effet de I’inhibition de ErbB2.



4.2 Objectifs spécifiques

Dans le cancer de I’ovaire séreux de haut grade, évaluer :
a) L’impact de I’expression de CD73 chez la survie des patientes
b) Le role pronostique de CD73 en corrélation avec I’infiltration lymphocytaire CD8"
c) Lerole de CD73 exprimé sur cellules fibroblastiques sur la progression tumorale

d) Le rdle de CD73 dans ’infiltration tumorale lymphocytaire spécifique aux cellules

tumorales
Dans le cancer du sein HER2", évaluer :
a) L’impact de I’expression de CD73 sur la résistance au trastuzumab
b) Le potentiel thérapeutique de la combinaison anti-ErbB2 et anti-CD73
¢) L’influence des traitements sur I’infiltration immunitaire

d) L’influence des lymphocytes T CD8" et des cellules NK dans la réponse

thérapeutique

e) L’importance de I’expression de CD73 sur les cellules tumorales et les cellules de

I’hote dans I’inhibition de la réponse thérapeutique anti-ErbB2
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4.3 Présentations des articles

4.3.1 Premier article

Le premier article présenté dans cette thése (chapitre 5) est paru dans le journal Cancer
Research en 2015. En tant que premier auteur de cet article, j’ai participé a la conception et au
design des expériences et j’ai participé au développement de la méthodologie. De toutes les
figures de Darticle, j’ai effectué¢ ’acquisition des données, ’analyse et I'interprétation des
résultats pour les figures 5.2, 5.3 et 5.5. Pour la figure 5.4, j’ai apporté mon aide lors de la culture

cellulaire et joué un réle d’assistant lors des expériences. De toutes les figures supplémentaires,

j’ai généré les figures S5.2, S5.3, S5.4, S5.6A, S5.7 et S5.8.
La contribution des coauteurs a été comme suit :
- Kathleen Spring a généré I’intégralité des résultats de la figure 5.4.

- Sandra Pommey a aidé pour les expériences de la figure 5.4 et généré les figures

S5.5 et S5.6B. Elle a également aidé a accumuler les résultats de la figure 5.2D.

- Guillaume Chouinard a été la personne responsable de la microscopie pour les

analyses du TMA

- Joshy George, Gregory Chen, Deena Gendoo et Benjamin Haibe-Kains font

partie de I’équipe qui ont été responsable des analyses géniques (Fig. 5.1)

- Cécile Le Page, Diane Provencher et Anne-Marie Mes Masson font partie de
I’équipe qui ont récolté et préparé les biopsies nécessaires pour monter le TMA

utilisé pour la figure 5.2 et 5.3.

- John Staag est 'investigateur principal qui a financé cette étude et qui a géré

I’effort d’équipe a chaque étape.
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4.3.2 Deuxieme article

Le deuxi¢me article présenté dans cette thése (chapitre 6) est paru dans le journal Cancer
Research en 2017. En tant que premier auteur de cet article, j’ai participé a la conception et au
design des expériences et j’ai participé au développement de la méthodologie. De toutes les
figures de Darticle, j’ai effectué¢ ’acquisition des données, I’analyse et I’interprétation des
résultats pour les figures 6.4, 6.6 et 6.7. J’ai également participé aux résultats de la figure 6.5A.
De toutes les figures supplémentaires, j’ai également généré les résultats des figures S6.4, S6.5

et S6.6.
La contribution des coauteurs a été comme suit :
- David Allard a génér¢ les résultats de la figure 6.5A et 6.6C

- Deepak Mittal et Mark Smith font partie de I’équipe d’ Australie qui a généré les résultats
de la figure 6.5B et 6.5C

- Yacine Bareche, Laurence Buisseret, Vinu José, Sherene Loi, Heikki Joensuu, Pirkko-
Liisa Kellokumpu-Lehtinen et Christos Sotiriou et sont responsable de 1’étude clinique

FinHER et des analyses informatiques menant aux figures 6.1 a 6.3

- Sandra Pommey et Vincent Delisle ont été¢ responsable de développer le modele et

généré une partie des résultats de la figure 6.7D a 6.7G.

- John Staag est I’investigateur principal qui a financé cette étude et qui a géré I’effort

d’équipe a chaque étape
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5.1 Abstract

The cell surface nucleotidase CD73 is an immunosuppressive enzyme involved in tumor
progression and metastasis. While preclinical studies suggest that CD73 can be targeted for
cancer treatment, the clinical impact of CD73 in ovarian cancer remains unclear. In this study,
we investigated the prognostic value of CD73 in high-grade serous (HGS) ovarian cancer using
gene and protein expression analyses. Our results demonstrate that high levels of CD73 are
significantly associated with shorter disease-free survival and overall survival in HGS ovarian
cancer patients. Furthermore, high levels of CD73 expression in ovarian tumor cells abolished
the good prognosis associated with intraepithelial CD8" cells. Notably, CD73 gene expression
was highest in the Cl/stromal molecular subtype of HGS ovarian cancer and positively
correlated with an epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) gene signature. Moreover, in
vitro studies revealed that CD73 and extracellular adenosine enhance ovarian tumor cell growth
as well as expression of anti-apoptotic BCL-2 family members. Finally, in vivo co-injection of
ID8 mouse ovarian tumor cells with mouse embryonic fibroblasts showed that CD73 expression
in fibroblasts promotes tumor immune escape and thereby tumor growth. In conclusion, our
study highlights a role for CD73 as a prognostic marker of patient survival and also as a

candidate therapeutic target in HGS ovarian cancers.

5.2 Introduction

High-grade serous (HGS) ovarian cancer is the most common and lethal histotype of
epithelial ovarian cancers, with a 5-year survival rate of 30-40 % (1). Despite good initial
responses to chemotherapy, the majority of patients with HGS ovarian cancer relapse and

develop drug-resistant disease, emphasizing the need for new treatments.

Tumor-infiltrating intraepithelial lymphocytes (TILs), in particular CD8" T cells,
correlate with improved clinical outcomes in epithelial ovarian cancers (2, 3). Interestingly,
correlation between TILs and prognosis is particularly linked to the serous histotype of ovarian

cancer (4). Within HGS ovarian cancer, studies from the Australian Ovarian Cancer Study
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(AOCS) and The Cancer Genome Atlas (TCGA) have identified four molecular subtypes: the
mesenchymal/stromal (C1) subtype, characterized by a reactive stroma and poor prognosis; the
immunoreactive (C2) subtype, characterized by intraepithelial TILs and favorable prognosis;
the differentiated (C4) subtype, characterized by a low stromal response; and the proliferative

(C5) subtype, characterized by negligible TILs and poor prognosis.

Overcoming immunosuppressive mechanisms that restrict anti-tumor T cell function is
a potential treatment strategy for ovarian cancer, as recently shown in clinical trials (5).
Nevertheless, increasingly evident is the need to target multiple immunosuppressive
mechanisms to overcome the high level of redundancy that exists in tumor immunity (6, 7). We
and others have demonstrated that the CD73-adenosinergic pathway contributes to tumor
immune escape in animal mouse models of cancer, including ovarian cancer (8-11). CD73 is a
GPI-anchored nucleotidase that catabolizes the production of extracellular adenosine. Inspired
by landmark studies from Sitkovsky and colleagues, we and others have underscored the
therapeutic potential of blocking CD73 and adenosine receptors for cancer therapy (12-15). In
the ID8 mouse model of ovarian cancer, B. Zhang and colleagues reported that CD73 gene
silencing, or targeted blockade of CD73 with a monoclonal antibody (mAb) or a small molecule
inhibitor, enhances anti-tumor T cell responses and improves animal survival (11). Others have
shown that in vitro treatment of alloantigen-primed human T cells with an anti-CD73 mAb

enhances T cell cytotoxicity against human ovarian cancer cells (16).

CD73 overexpression has been associated with worse clinical outcomes in different
types of cancer (15, 17-19). In triple negative breast cancer, high levels of CD73 gene expression
are associated with poor prognosis and resistance to immunogenic-cell death induced by
anthracyclines (15). The clinical importance of CD73 in ovarian cancer remains, however,
unclear. High levels of CD73 have been reported to be associated with better prognosis in
ovarian cancer patients (20); however, this study aggregated various histotypes and relatively
few cases of poor-outcome HGS were included. Since immunosurveillance of ovarian cancer is
linked to the serous histotype, we hypothesized that the prognostic value of CD73 may be
different in HGS ovarian cancer. We thus investigated the clinical importance of CD73
expression specifically in HGS ovarian cancer patients. We also considered the impact of CD73

expression in ovarian cancer cells and cancer-associated fibroblasts (CAFs).
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5.3 Materials and methods

Gene expression analysis

The Australian Ovarian Cancer Study (AOCS; GSE9899) cohort (21) was stratified into
two groups based on CD73 or CD39 gene expression level. Samples with expression level
higher than a threshold (median + 0.5 * median absolute deviation) were classified as “High”
and samples lower than a threshold (median — 0.5 * mad) were classified as “Low”. Statistical
significance of the difference in survival was computed using Cox’s proportional hazard model
and the log rank test p-value reported on Kaplan-Meier survival curves. The association between
CD73 (NTSE) or PD-L1 (CD274) gene expression and the four molecular subtypes defined by
gene expression profiling were assessed as previously described (21). The association between
CD73 gene expression and EMT gene signature were assessed using the mean expression of the
EMT genes: BMP1, CDH2, COL1A2, FN1, FOXC1, GNGI11, ITGAS, ITGAV, MMP2, MMP3,
MMP9, MSN, SNAII, SNAI2, TCF4, TGFB1, TWIST1, VCAN, VIM, ZEBI1, ZEB2, as
previously described (22).

For the meta-analysis, gene expression and survival data from 13 independent ovarian
cancer gene expression datasets were standardized as described in (23). We identified 1581
patients with high-grade, late-stage, serous ovarian carcinoma. The patient data were merged
into a single pooled dataset using quantile normalization. Expression of CD73 in this pooled
dataset was stratified into high, mid, and low tertiles. We performed a Cox proportional hazards
model on the CD73 tertiles and performed statistical testing using the likelihood ratio test.
Survival analysis was performed using R version 3.1.2. and package survcomp (24). To
investigate the survival stratification of CD73 in combination with CD39, we grouped patients
based on median-dichotomized expression values of CD73 and CD39. Patients with both genes
expressed in the respective higher quantiles were assigned to the “CD39" / CD73" group, and
patients who did not highly express CD73 or CD39 were assigned to the “other” group.

Patients and tissue microarray

For CD73 protein analysis, formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) oophorectomy

tissue blocks were collected and banked following appropriate consent from patients undergoing
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surgery within the Division of Gynecologic Oncology at the Centre Hospitalier de 1'Université
de Montréal (CHUM) from 1992 to 2012. A pathologist scored tumor grade and stage and a
gynecologic oncologist scored tumor residual disease according to criteria from the International
Federation of Gynecologists and Obstetricians (FIGO). Clinical data on progression-free
interval were defined according to computed tomographic (CT) imaging, alone or combined
with blood CA125 levels (25). Overall survival was defined as the time from diagnosis to death
from ovarian cancer. Patients known to be still alive at time of analysis were censored at time
of their last follow-up. Patient disease-free survival (DFS) was calculated from the time of
surgery until the first progression. Eligibility criteria for inclusion in the study were as follows:
no pre-operative chemotherapeutic treatment for ovarian cancer, high-grade tumors, serous
histopathology subtype and completed informed consent. Patients who died from non-ovarian
cancer related causes were censored at time of last follow-up. Ethics approval was obtained by
the local institutional Ethics Board. Areas of tumor were selected based on review of a
hematoxylin-eosin-stained slide. FFPE tumor blocks were then biopsied twice using a 0.6 mm
diameter tissue arrayer (TMArrayer, Pathology Device Inc.) and resultant cores were arrayed
into a grid in a recipient paraffin block. The tissue array was composed of 208 HGS ovarian
cancer samples in duplicate. This tissue microarray was then sectioned, stained with

hematoxylin-eosin and received another pathology review to confirm tumor content.

Protein expression analysis

Sections of the tissue microarray were deparraffinized and rehydrated prior to
immunostaining. CD73 expression and epithelial regions were revealed using a mouse anti-
human CD73 primary antibody (1:500, Clone 1D7, Abcam), DAPI (50 ng/ml) staining and a
mix of mouse anti-cytokeratin-7 (1:100, Clone Ab-2/OV-TL1 230, NeoMarkers) and mouse
anti-cytokeratin-18 (1:100, Clone DC-10, Santa Cruz) primary antibodies. CD8" cells, nuclei
and epithelial regions were revealed using a mouse anti-human CD8 primary antibody (1:40,
Clone 4D11, Novus Biologicals), DAPI staining and a mix of mouse anti-cytokeratin-7 (1:100,
Clone Ab-2, NeoMarkers) and mouse anti-cytokeratin-18 (1:100, Clone DC-10, Santa Cruz)
primary antibodies. Cross-contamination between CD73 or CDS8 and cytokeratin stainings was
avoided by proceeding sequentially with a first primary-secondary labelling, and then blocking

of any remaining mouse antigens with the Mouse On Mouse reagent (Vector, MKB-2213). The
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slides where coverslip-mounted using ProlongGold (Life Technologies) and allowed to dry
overnight at room temperature. Slides were imaged with a 20X/0.75NA objective using an
Olympus VS110 Slide Scanner running FW-AS software. The scanner performs stitching of a
collection of individual images to build super images (.vsi file format) of the whole slide. For
immunohistochemistry, slides were treated with antigen retrieval solution (Dako 10X; #S2367),
microwaved 11 min at 900W and 15 min 400W, cooled, and incubated in a Ventana Benchmark
XT autostainer with primary anti-CD73 mAb (Abcam clone 1D7; 1/600) diluted in antibody
dilution buffer (Ventana #ADB250) for 1 h at 37°C. UltraView Universal DAB detection kit
(Ventana, #760-500) was used for detection and slides were imaged with a 20X/0.75NA
objective using an Olympus VS110 Slide Scanner running FW-AS software.

Image Analysis

Super images were imported into Visiomorph software (Visiopharm, Denmark) where
individual cores are separated and automatically labeled with a patient identification number
using the Array Imager module. Threshold values were calculated by separating the image
histogram of intensities at the interface between the background and the features, providing
epithelia and stroma segmentation. Threshold values were stored in binary images subsequently
processed and converted to regions of interest thus allowing quantification of CD73 expression
or the count of CD8" objects in the epithelial regions. All cores are batch-processed ensuring
unbiased classification and measurement. CD73 mean expression intensity (MFI) was
calculated as the integrated intensity of the CD73 channel divided by the number of pixels
present in the epithelial or stromal compartment. For the stromal compartment, highest 20 %
CD73 expression was used as an arbitrary cut-off. Epithelial CD8" cell density for each core
was evaluated as the count of CD8" cells present in the epithelium over the corresponding
epithelial area (number of CD8" cells / um? of epithelia). Correlation between duplicates was

highly significant for both CD73 and CDS expression (Pearson rho > 0.7; p < 0.001).

Animals and cell lines

Ovarian cancer cell lines were obtained from the laboratory of Anne-Marie Mes-Masson
and were cultured in OSE medium (Wisent, Canada) with the addition of 10 % bovine serum

(FBS; Wisent, St. Bruno, Canada). SKOV3 cells were purchased from ATCC. Cell lines were
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not authenticated. Mouse embryonic fibroblasts (MEF) were harvested from wild type and
CD73-deficient C57BL/6, immortalized using a lentiviral vector encoding a p53 gene-silencing
element (GSE22) provided by Dr. Francis Rodier (Universit¢ de Montréal), and cultured in
DMEM medium with 10 % FBS. Wild-type C57BL/6 mice were purchased from Charles River
Laboratory (Montreal, Canada). CD73-deficient C57BL/6 mice were obtained from Dr. Linda
F. Thompson (Oklahoma Medical Research Foundation) and were bred and housed at CHUM.
The mouse ovarian cancer cell line ID8 was cultured in complete DMEM medium with 10%
FBS and gene-modified to express ovalbumin (OVA) using a retroviral vector, with an internal
ribosome entry site and the Green Fluorescent Protein (GFP). CD73 gene-silencing of SKOV3
cells was performed using lentiviral vectors expressing a short-hairpin (sh)RNA-encoding
plasmid targeting human CD73 (TRCN0000048755, Thermo Fisher Scientific, USA) or GFP
as control (target sequence: S'\GCAAGCTGACCCTGAAGTTCATS3') followed by one week of
selection in 1 pg/mL puromycin. Stable silencing of CD73 was assessed by flow cytometry.

Cell proliferation assay

For 3D assays, spheroids were formed using a modified protocol of the hanging drop
method (26). Briefly, SKOV3 cells were trypsinized, counted and 4,000 cells cultured in
inverted drops (30 pl) for 5 days in OSE medium (Wisent, St. Bruno, Canada) with 10 % FBS.
Spheroids (5 per group, in triplicates) were harvested, pooled and trypsinized for 15 min at 37°C.
After inactivation of trypsin with complete medium, cells were centrifuged and subjected to Cell
Titer 96 Aqueous Cell Proliferation Assay (Promega, Woods Hollow, USA) following
manufacture’s protocol. For 2D assays, cells were plated at 2,000 cells per well (in
quadruplicates) in complete media and subjected to Cell Titer 96 Aqueous Cell Proliferation
Assay after 3 days. For CD73 re-expression, lentiviral vectors encoding human CD73 cDNA

were used.

For co-culture experiments, ID8 cells were stained with CFSE dye (Life Technologies),
mixed at a ratio of 1:1: with wild type or CD73-deficient MEF (total 10° cells), and incubated
for 48 h. Co-cultures were then exposed 1h to BrdU (Sigma) and analyzed by flow cytometry
with an anti-BrdU antibody (Invitrogen). Samples were analyzed on LSRII Fortessa based on
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CFSE to discriminate ID8 cells and BrdU to assess the percentage of cells in proliferation. Data

were analyzed with FlowJo software.

Flow cytometry analysis of CD73 and CD39 expression

Cells were incubated with PE-conjugated mouse anti-human CD73 mAb (BD
Biosciences, 550257), PE-conjugated anti-human CD39 (BD Biosciences, 555464) or PE-
conjugated IgGlk isotype control (BD Biosciences, 555749). Samples were analyzed on a

Fortessa flow cytometer (BD) and data analyzed with FlowJo software.

CD73 activity

Malachite green phosphate detection kit (R&D systems #DY996) was used to measure
CD73 enzymatic activity. Cells were plated in complete media in a flat-bottom 96-well plate
(10* cells per well) 20 h before the assay and washed twice with phosphate-free buffer (2 mM
MgClI2, 125 mM NaCl, 1 mM KCI, 10 mM glucose, 10 mM HEPES pH 7.2). AMP (40 uM in
phosphate-free buffer; Sigma) was then added and cells were incubated for 90 min at 37°C.
Where indicated, the CD73 inhibitor APCP (50 uM; Sigma) was added. Inorganic phosphate

levels were measured following the manufacturer’s instructions.

Animal studies

For in vivo studies, 5x10° ID8 cells and 5x10° MEF were re-suspended in 200 pl of PBS
and co-injected intraperitoneally into WT C57BL/6 mice or Rag2” yc”" mice. MEF were re-
injected bi-weekly for 8 weeks. Weights of mice were measured 3 times per week. In one of
two experiments, mice were euthanized at day 60 for peritoneum nodules count. For survival
studies, mice were excluded when weight gain exceeded 40% of initial weight. For tumor-
infiltrating lymphocyte analysis, mice were injected subcutaneously with a mix of 5x10° IDS8-
OVA cells and 5x10° MEF in 400 ul of an equal volume of PBS and cold Matrigel (BD
Biosciences). After 24 days, tumors were collected and exposed to a solution of collagenase
type IV (Sigma) and DNAse type I (Sigma). Single cell suspensions were then analyzed with a
panel of antibodies consisting of anti-CD8a (BD Biosciences), anti-TCR (Abcam) and H-2Kb-
SIINFEKL tetramer (from the CHUM). Vitality dye 7-AAD (BD Biosciences) was added 20
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min prior to analysis. Samples were analyzed on LSRII Fortessa and data were analyzed with

FlowJo software.

Quantitative PCR

RNA were extracted from cell pellets using RNeasy Mini Kit (Qiagen) following
manufacturer’s instructions and quantified on a Nanodrop spectrometer (Thermo Scientific).
Iug of RNA were reverse transcribed with qScript cDNA Supermix (Quanta Biosciences). Real-
time PCR were performed using Tagman Master Mix and Gene Expression Assays primers and
probes (human BCL2: Hs00608023 m1, BCLXL: Hs00236329 ml, MCL1: Hs01050896 ml,
CD73: Hs00159686 ml, 18S: Hs03003631 glADORAI1: Hs00379752 ml, ADORA2A:
Hs00169123 ml1, ADORA2B: Hs00386497 ml, ADORA3: Hs00252933 ml, and GAPDH:
Hs02758991 g1) (Applied Biosystems) on the StepOnePlus instrument and analysed with
StepOne software V.2.3 (Applied Biosystems). Every reaction was performed in triplicates and
the relative expression of each gene was normalised to 18S or GAPDH and relative to the sShGFP

control of the cell line.

5.4 Results

CD73 gene expression is associated with poor prognosis and a Cl/reactive stromal gene

signature

Tumor CD73 gene expression levels were correlated with disease-free survival in HGS
ovarian cancer patients from the Australian Ovarian Cancer Study (21). As shown in Fig. 5.1A,
patients with high levels of CD73 had a significantly worse prognosis than patients with low
levels of CD73 (P = 0.00055). CD73 gene expression also positively correlated with CD39 gene
expression (suppl. Fig. S5.1A), an ectonucleotidase that hydrolyzes extracellular ATP to AMP.
Consistent with this, high levels of CD39 gene expression showed a trend towards association
with poor prognosis (Fig. 5.1B; P = 0.0507). In a meta-analysis of 13 independent datasets
representing 1581 patients with late-stage HGS ovarian cancer (suppl. Fig. S5.1B), high levels
of CD73 significantly associated with worse overall survival (Fig. 5.1C; P = 0.008). Patients
with both CD73 and CD39 genes expressed in the respective higher quantiles also had a worse
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prognosis (suppl. Fig. S5.1C). We next assessed whether CD73 gene expression was associated
with a specific molecular subtype of HGS ovarian cancer, as defined by Tothill et al. (21). As
shown in Fig. 5.1D, CD73 levels were highest in the C1 molecular subtype, characterized by a
reactive stromal gene signature (21). In comparison, PD-L1 expression was highest in the C2
molecular subtype, characterized by an immune gene signature (Fig. 5.1D). CD73 gene
expression also strongly correlated with an EMT gene signature (Fig. 5.1E) and was independent

of copy-number variations (suppl. Fig S5.1).
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Figure 5.1 — CD73 gene expression is associated with poor prognosis in HGS ovarian cancer.
(A) We assessed the prognostic value of CD73 (NTS5E) expression in the AOCS dataset.
Significance of differences in survival between patient groups was estimated by log-rank test.
(B) Prognostic value of CD39 (ENTPD1) expression in the AOCS dataset. (C) Prognostic value
of CD73 in a meta-analysis of 13 independent datasets composed of 1581 HGS ovarian cancer
cases. Expression of CD73 was stratified into high, mid, and low tertiles. Cox proportional
hazards model on the CD73 tertiles and likelihood ratio test were performed (HR1 is mid vs.
low; HR2 is high vs. low). (D) Association between CD73 gene expression and HGS molecular
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subtypes (P < 0.0001 by Kruskal-Wallis test). (E) Association between PD-L1 (CD274) gene
expression and HGS molecular subtypes (P < 0.0001 by Kruskal-Wallis test). (F) Correlation
between CD73 gene expression and EMT gene signature (Pearson coefficient = 0.73; P <
0.0001). The line of best fit is shown in red.

CD73 expression in ovarian tumors is associated with poor prognosis

To validate our gene expression analysis, we next assessed the prognostic value of CD73
protein expression in an independent cohort (Table 5.1). A total of 208 HGS cases were analyzed
by quantitative immunofluorescence (IF) on tissue-microarray (TMA). To specifically assess
the impact of CD73 expression on ovarian tumor cells, we performed co-IF of CD73 and
epithelial cytokeratins (CK)-7/18 (suppl. Fig. S5.2A) and determined the intensity of CD73
expression per epithelial surface unit (Fig. 5.2A). Standard immunohistochemistry was also
performed on selected cases for validation (suppl. Fig. S5.2B-C). As shown in Fig. 5.2B-C, high
levels of CD73 in tumor cells (above median) were associated with a significant shorter disease-
free survival (mean + SD: 31.7 £4.7 vs 47.1 £ 5.5 months; P = 0.004 by log rank) and decreased
overall survival (62.7 = 6.1 vs 78.6 + 6.4 months; P = 0.048 by log rank). CD73 expression in
tumor cells was also associated with worse disease-free survival in multivariate Cox regression
analysis (Table 5.2). Consistent with our IF analysis, CD73 was expressed on a majority of cell

lines derived from serous human ovarian tumors (Fig. 5.2D and suppl. Fig. S5.3).
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Age,y
FIGO stage
I
II
111
IV
Grade
2
3
Histological type
Serous carcinoma
Debulking
Optimal
Non-optimal
Unknown
Chemotherapy
Platmum- based
Taxane alone
Unknown

Follow-up tme (months)

Median (range) orn (%)

61 (34-89)

13 (6)

23 (11)
147 (71)
25 (12)

29 (14)
179 (86)

208 (100)

96 (46)
91 (44)
21 (10)

191 (92)
241

15 (7)

36 (1-156)

Disease progression tume (months) 14 (0—76)

Table 5.1 — Clinicopathological characteristics of the TMA sample set (n=208).
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Figure 5.2 — CD73 protein expression in ovarian tumor cells is associated with poor prognosis.
(A) CD73 protein expression in cytokeratin 7/18" tumor cells was quantified by
immunofluorescence in 208 cases of HGS ovarian cancer on TMA. Expression per epithelial
surface unit was calculated as the integrated intensity of CD73 in the cytokeratin compartment
divided by the number of pixels present in the cytokeratin compartment (bars, individual cases).
B and C, association of CD73 expression in tumor cells with disease-free survival (B) and
overall survival (C). Significance of differences in survival was estimated by log-rank test. D,
flow cytometry analysis of CD73 expression on 32 human serous ovarian cancer cell lines.
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Univariate Multivariate

HR (95% CI) P [HR (95% CI) P
CD73 1.581 (1.152-2.171) [0.005 [1.479 (1.052-2.078) [0.024
Age 1.005 (0.993-1.018) [0.393 [1.010 (0.994-1,027) [0.216

FIGO stage  |2.070 (1.602-2.674) [0 1.796 (1.330-2.425) [0
Residual disease [2.658 (1.886-3.746) |0 1.861 (1.276-2.715) [0.001

Table 5.2 — Disease-free survival Cox regression analysis.

CD73 expression in tumor cells hinders the prognostic impact of tumor-infiltrating CD8"

cells

The presence of tumor-infiltrating CD8" T cells has been associated with improved
survival in HGS ovarian cancer (3). We hypothesized that high levels of CD73 might hinder the
prognostic value of intratumoral CD8" T cells (27). Using the same TMA as described above,
we analyzed tumor-infiltrating CD8" cell density (suppl. Fig. S5.2D) and evaluated its
prognostic value, alone and in combination with CD73 expression. As shown in Fig. 5.3A-B,
patients with a high density of intratumoral CD8" cells (i.e. above median) showed a trend
towards longer disease-free survival (47.8 £ 6.1 vs 32.8 £ 4.3 months) and a significant
increased in overall survival (83.6 £ 6.7 vs 56.3 &= 5.0 months). In support of our hypothesis, co-
analysis of CD73 expression in tumor cells and CD8" cell density significantly improved the
prognostic value of either biomarker (Fig. 5.3C-D); patients with high CD73 expression in
tumor cells and low CD8" cell density had the shortest disease-free survival (20.0 = 3.0 months)
and overall survival (45.5 + 5.8 months), while patients with low CD73 expression in tumor
cells and high CD8" cell density had the longest disease-free survival (60.7 + 9.6 months) and

overall survival (94.8 = 10 months).

We next evaluated whether the prognostic value of CD73 was different in tumors
infiltrated with CD8" cells compared to tumors with low CD8" cell density. We hypothesized
that CD73 expression, due to its immunosuppressive effects, would be most prognostic in
tumors with high CD8" cell density. The prognostic value of CD73 expression was indeed

superior in tumors with high CD8" cell density compared to tumors with low CD8" cell density
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(log rank P = 0.008 and 0.07, respectively; Fig. 5.3C-D and suppl. Fig. S5.4A-B). Conversely,
the association between intraepithelial CD8" cells and good prognosis was restricted to tumors
with low levels of CD73 expression (log rank P = 0.025 and 0.199, respectively; Fig. 5.3C-D
and suppl. Fig. S5.4C-D). Our data thus strongly suggests that CD73 expression in HGS ovarian

tumors contributes to suppress the function of tumor-infiltrating CD8" T cells.
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Figure 5.3 — CD73 expression in ovarian tumor cells enhances the prognostic value of
intraepithelial CD8" cells. (A-B) Intraepithelial CD8" cell density was measured in the HGS
tissue microarray and its prognostic impact assessed. (C) Association of CD73 expression in
tumor cells and intraepithelial CD8" cell density with disease-free survival and (D) overall
survival. Significance of differences in survival between patients groups was estimated by log-
rank test. Medians were used as cut-offs.
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CD73 promotes ovarian tumor cell growth

Because ovarian tumor cells can express high levels of CD73 (Fig. 5.4A), we next
investigated the impact of CD73 expression on tumor cell growth using shRNA gene silencing
(Fig. 5.4B). As shown in Fig. 5.4C, CD73 gene silencing (Fig. 5.4B) significantly suppressed
the proliferation of SKOV3 cells. Similar results were obtained with OV4485 cells (suppl. Fig.
S5.5A). Consistent with these results, CD73 rescued expression (suppl. Fig. S5.5B) in SKOV3
cells, or treatment with exogenous CADQO, a stable adenosine analogue, significantly enhanced
tumor cell proliferation (Fig. 5.4D-E). While CD73 gene silencing had minimal impact on cyclin
D1 gene expression (Fig. 5.4F), it significantly down regulated anti-apoptotic BCL-2 and BCL-
XL expression and slightly albeit not-significantly down regulated MCL-1 expression (Fig.
5.4G-I). Consistent with these results, exogenous CADO enhanced BCL2, BCLXL and MCL-
1 gene expression (Fig. 5.4J). Taken together, our data demonstrated that CD73 expression and
extracellular adenosine promote ovarian tumor cell growth. Further studies are required to
decipher the role of CD39 and adenosine receptors, which can be expressed on ovarian tumor

cells (suppl. Fig. S5.6).
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Figure 5.4 — CD73 promotes ovarian tumor cell proliferation. (A) CD73 expression levels on
human ovarian cancer cell lines were measured by flow cytometry. (B) CD73 gene-silencing in
SKOV3 cells was performed using a short-hairpin (sh)RNA-encoding plasmid targeting CD73
(or GFP as control). (C) SKOV3-shCD73 and SKOV3-shGFP cells were maintained in 3D
cultures (left panel) or standard 2D cultures (right panel) and proliferation measured after 5
days or 3 days, respectively (3D data represent a pool of 2 independent experiments; 2D data
represent individual replicates of one representative experiment; *: p < 0.05; **: p < 0.01 by
Mann-Whitney; means + standard errors are shown). (D) CD73 re-expression in SKOV3-
shCD73 restored cell proliferation in 5 days assays (*: p < 0.05; means + standard errors are
shown). (E) Treatment of SKOV3 cells with CADO (20 uM) or NECA (100 uM) increased cell
proliferation in 3 days assays (*: p < 0.05; means + standard errors are shown). (F-I) Real-time
PCR was performed on SKOV3-shCD73 and SKOV3-shGFP cells or (J) SKOV3 cells treated
with CADO for 3 days. Expression of each gene is normalised to 18S and relative mean
expression to SKOV3-shGFP cells or control is shown (error bars represent 95 % CI).
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CD73-expressing cancer associated fibroblasts (CAFs) promote tumor growth in mice

Our IF analysis revealed that CD73 could be expressed on tumor cells (Fig. 5.2A) and
CAFs (suppl. Fig. S5.7A). When we evaluated the prognostic impact of CD73 expression on
CAFs, we observed that high levels were associated with worse prognosis (Fig. 5.5A; mean +
SD: 37.85+ 6.6 vs 28.71 + 6.6 months; P = 0.05 by log rank). To test whether CD73 expression
on CAFs was involved in suppressing anti-tumor immunity, we utilized the ID8 mouse model
of ovarian cancer, which expresses CD73 at low levels and produces low levels of adenosine in
vitro (suppl. Fig. S5.7B), and primary mouse embryonic fibroblasts (MEF) derived from wild
type and CD73-deficient mice as a model of CAFs. Flow cytometry confirmed CD73 expression
on wild type fibroblasts (suppl. Fig. S5.7C). While CD73 expression on MEF had no effect on
ID8 cell proliferation in vitro (suppl. Fig. S5.7D), CD73 expression on MEF significantly
enhanced ID8 tumorigenesis in immunocompetent mice (Fig. 5.5B-C; suppl. Fig. S5.7E). As
shown in Fig. 5.5D, this pro-tumorigenic effect of CD73-expressing MEF was lost in

immunodeficient Rag2”" yc”~ mice, suggesting an immune-dependent mechanism.

CD73 expression by CAFs promotes tumor immune escape in mice

To validate that CD73 expression on MEF promoted ID8 tumor immune escape, we
generated ovalbumin-expressing ID8 cells to monitor ovalbumin-specific CD8" T cell responses
(suppl. Fig. S5.8), and co-injected ID8-OV A tumor cells with wild type or CD73-deficient MEF.
As shown in Fig. 5.5E, CD73-expressing MEF significantly inhibited tumor-specific CD8" T
cells responses against ID8-OVA tumors. Our data thus demonstrated that CD73 expression by
MEEF significantly suppressed CD8" T cell-mediated immunosurveillance of ID8 ovarian cancer

in mice, thereby promoting tumor growth.
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Figure 5.5 — CD73-expressing cancer-associated fibroblasts (CAFs) promote ovarian cancer.
(A) CD73 protein expression in CAFs (cytokeratin-7/18 neg) was quantified by
immunofluorescence and its prognostic value evaluated. Significance of differences insurvival
between patients groups was estimated by log-rank test (High: top 20 %). (B) IDS cells (5x10°)
with our without MEF (5x10°%) were re-suspended in 200 pl of PBS, co-injected
intraperitoneally into wild type C57Bl/6 mice (n=10 per group) and overall survival estimated
by log-rank test (**: p <0.01). (C) Same as (B), except that mice were euthanized at day 60 for
peritoneum nodules count (means =+ standard errors are shown; *: p < 0.05 by Mann-Whitney).
(D) Same as (C), except that immunodeficient Rag2”" yc”~ mice were injected. (E) Wild type
C57Bl/6 mice were injected subcutaneously with a mix of 5x10° ID8-OVA cells and 5x10°
MEF, tumors were collected after 24 days and single cell suspensions analyzed by flow
cytometry. Percentages of OV A-specific tumor-infiltrating CD8" specific are shown (means +
standard errors are shown; **: p <0.01 by Mann-Whitney).
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5.5 Discussion

HGS ovarian cancer is the most common and lethal histotype of all ovarian cancer with
a 5-years survival rate of only 30 % (28). There has been little improvement in overall survival

for several decades, emphasizing the need for new treatments (29).

Several studies have shown that TILs, in particular CD8" T cells, are associated with
improved clinical outcomes in HGS (2, 3, 30). This suggests that HGS ovarian cancer may be
amendable to immune-based therapy. Nevertheless, the microenvironment of ovarian tumors is
highly immunosuppressive. Accordingly, T regulatory cells (Treg), B7-H4 expressing
macrophages and PD-L1 expression on tumor cells have all been associated with poor survival
in ovarian cancer patients (31-33). Another immunosuppressive pathway potentially involved
in ovarian cancer is the production of extracellular adenosine by the ecto-nucleotidase CD73

(34).

CD73 is a GPI-anchored enzyme that generates extracellular adenosine, a potent
immunosuppressive metabolite in the tumor microenvironment [reviewed in (35)]. CD73 has
been shown to suppress anti-tumor T cells in the ovarian cancer setting (27, 36). Monoclonal
antibody treatment targeting CD73 has been shown to delay ovarian tumor growth in mice and
to rescue human T cell functions when co-cultured with CD73-expressing human ovarian cancer

cells (11, 16).

Our current study revealed that CD73 is significantly associated with a poor prognosis
in HGS ovarian cancer. Both gene expression and protein expression analyses confirmed the
prognostic importance of CD73 in HGS ovarian cancer. Interestingly, we observed that CD73
gene expression, in contrast to PD-L1, was highest in the Clmolecular subtype, characterized
by an activated stroma and poor outcome. The C1 subtype contains markers of activated
myofibroblasts, vascular endothelial cells, pericytes, and enrichment of pathways defining
extracellular matrix production and angiogenesis (21). A important feature of the C1 subtype is
that despite its poor prognosis, it displays a prominent immune gene expression signature (21),
suggesting the presence of immunosuppressive mechanisms keeping anti-tumor immunity at
check. The fact that C1 tumors express high levels of CD73 may explain why C1 tumors have

poor prognosis despite having TILs. In support of an immunosuppressive role for CD73 in HGS
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ovarian tumors, we found that the prognostic value of tumor-infiltrating CD8" cells was
restricted to tumors with low levels of CD73. While we recognize that core samples used in
TMAs may not account for tumor heterogeneity, our data suggest that when CD73 is expressed
at high levels in tumors, tumor-infiltrating CD8" cells fail to control tumor progression. This is
further supported by the fact that CD73 expression by tumor cells (11) and associated fibroblasts
(Fig. 5.6) inhibit CD8" T cell-mediated immunosurveillance in pre-clinical models of ovarian

cancer.

Stromal expression of CD73 has been previously described in the mammary gland (37),
but its effect on tumorigenesis was never investigated. Using the ID8 mouse model of ovarian
cancer and primary MEF derived from wild type or CD73-deficient mice as a model of CAFs,
we demonstrated that CD73 expression in MEF significantly enhanced ID8 tumorigenesis in
vivo and promoted immune escape from CD8" T cells. Our study is thus consistent with recent
reports that in the tumor microenvironment, CAFs are important regulators of tumor immunity

(38).

Another finding of our study is the observation that CD73 gene expression is strongly
correlated with an EMT gene signature, consistent with a recent study in gallbladder cancer cells
(18). CD73 has been shown to be upregulated on human mammary epithelial cells stably
expressing the EMT-inducers Twist, Snail or TGF-B1 (39). As EMT is increasingly being
recognized as an important process in ovarian cancer, especially in promoting the invasion of
ovarian tumor cells into the mesothelial cell lining of the peritoneal cavity (40), further work
should is required to decipher the role of CD73 in EMT. Interestingly, tumors that express a
mesothelial clearance-EMT gene signature generally fall into the C1 molecular subtype of
ovarian cancer (40). This is consistent with our observation that CD73 expression is associated
with both C1 and EMT gene signatures. Inhibiting EMT is a potentially promising therapeutic
approach, as it may maintain tumor cells in a lower-grade state, thereby increasing efficacy of
standard treatments. However, the development of EMT inhibitors remains a challenge, as

current targets consist of transcription factors.

In conclusion, our study validates CD73 as a potential target in HGS ovarian cancer. We
found that when CD73 is expressed at high levels in HGS ovarian tumors, patients’ survival is

decreased and, importantly, the presence of tumor-infiltrating CD8" cells no longer correlates
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with better prognosis. Taken together with previous studies (11), our study suggests that CD73
blockade might be a relevant strategy to enhance the anti-tumor function of CD8" T cells in
HGS ovarian cancer. Our study thus sheds new light on the pro-tumorigenic effects of CD73 in

ovarian cancer.
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Figure S5.1 — CD73 and CD39 gene expression analysis in HGS ovarian cancer. (A) Correlation
analysis between CD73 gene expression and CD39 gene expression in the AOCS dataset. (B)
Gene expression and survival data from 13 independent ovarian cancer gene expression datasets
were standardized as described in Ganzfried, B.F. et al. (22). (C) The prognostic value of CD73
in combination with CD39 was assessed using median-dichotomized expression values of
CD73 and CD39. Patients with both genes expressed in the respective higher quantiles were
assigned to the “CD39" / CD73™ group. Cox proportional hazards model on the CD73 tertiles
and likelihood ratio test were performed. (D) Correlation analysis between CD73 gene
expression and copy number variations in the AOCS dataset (P > 0.1).
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Figure S5.2 — Analysis of CD73 and CDS8 protein expression on tissue microarray. (A) CD73
expression (red) and epithelial cytokeratin-7/18 expression (green) were co-analyzed by
immunofluorescence (IF). (B-C) Immunohistochemistry of CD73 expression in two HGS
tumors on TMA corresponding to a CD73-High tumor and a CD73-Low/null tumor by IF,
respectively. (D) CD8 expression (red) and epithelial cytokeratin-7/18 expression (green) were
co-analyzed and epithelial CD8" cell density for each core was evaluated as the count of CD8"
object in the epithelial area.
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Figure S5.4 — CD73 expression hinders the prognostic impact of intraepithelial CD8" cells. (A)
Prognostic value of tumor CD73 expression in ovarian tumors with high levels of intraepithelial
CD8" cells. (B) Prognostic value of tumor CD73 expression in ovarian tumors with low levels
of intraepithelial CD8" cells. (C) Prognostic value of intraepithelial CD8" cells in tumors with
high levels of CD73. (D) Prognostic value of intraepithelial CD8" cells in tumors with low
levels of CD73. Significance of differences in survival between patients groups was estimated
by log-rank test. Medians were used as cut-offs.
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Figure S5.5 — OV4485 cell line analysis. (A) CD73 gene silencing in OV4485 human ovarian
cancer cell line was measured by quantitative PCR (relative mean expression to shGFP cells is
shown; error bars represent 95 % CI). (B) OV4485-shCD73 and OV4485-shGFP cells were
plated in standard culture conditions and proliferation measured after 5 days (P = 0.02 by Mann-
Whitney; means + standard errors are shown). (C) CD73 re-expression in SKOV3-shCD73 cells
was measured by flow cytometry.
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Figure S5.6 — Adenosine receptors on ovarian cancer cell lines. (A) Flow cytometry analysis
of CD39 expression in 5 human ovarian cancer cell lines (unstained cells shown in doted
lines). (B) Expression of adenosine receptors in ovarian cancer cells was measured by
quantitative PCR (relative to GAPDH expression; error bars represents 95 % CI; ND: not
detected).
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Figure S5.7 — CD73 expression analysis in the in vitro and tumor proliferation. (A) CD73
expression (red) and epithelial cytokeratin-7/18 expression (green) in HGS ovarian tumors were
co-analyzed by immunofluorescence. Representative staining of CD73 expression in the stroma
is shown. (B) Flow cytometry analysis of CD73 expression (doted line shows unstained cells)
and CD73 activity (relative to 4T 1.2 mouse breast cancer cells with or without 100 uM APCP)
in ID8 ovarian tumor cells. (C) Flow cytometry analysis of CD73 expression on primary wild
type mouse embryonic fibroblasts (doted line shows unstained cells). (D) ID8 mouse ovarian
cancer cells were mixed at a ratio of 1:1: with wild type or CD73-deficient mouse embryonic
fibroblasts (MEF) and incubated for 48 h. Co-cultures were then exposed lh to BrdU and
analyzed for BrdU incorporation by flow cytometry. Relative ID8 proliferation is shown (means
+ standard errors are shown; ***: p <0.001). (E) ID8 cells (5x10°) with or without MEF (5x10°)
were re-suspended in 200 pl of PBS and co-injected intraperitoneally into C57B1/6 mice (n=10
per group). Weights of mice were measured 3 times per week (means + standard errors are
shown; *: p < 0.05 by Mann-Whitney).
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6.1 Abstract

Expression ofthe ectonucleotidase CD73 by tumor cells, stromal cells, and immune cells
is associated in cancer with immune suppression. In this study, we investigated the role of CD73
on the activity of the anti-HER2/ErbB2 monoclonal antibody (mAb) trastuzumab. In a
prospective randomized phase III clinical trial evaluating the activity of trastuzumab, high levels
of CD73 gene expression associated significantly with poor clinical outcome. In contrast, high
levels of PD-1 and PD-L1 associated with improved clinical outcome. In immunocompetent
mouse models of HER2/ErbB2-driven breast cancer, CD73 expression by tumors cells and host
cells significantly suppressed immune-mediated responses mediated by anti-ErbB2 mAb.
Further, anti-CD73 mAb therapy enhanced the activity of anti-ErbB2 mAb to treat engrafted or
spontaneous tumors as well as lung metastases. Gene ontology enrichment analysis from gene
expression data revealed a positive association of CD73 expression with extracellular matrix
organization, TGF-3 genes, epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) transcription factors
and hypoxia-inducible-factor (HIF)-1 gene signature. Human mammary cells treated with TGF-
B or undergoing EMT upregulated CD73 cell-surface expression, confirming roles for these
pathways. In conclusion, our findings establish CD73 in mediating resistance to trastuzumab

and provide new insights into how CD73 is regulated in breast cancer.
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6.2 Introduction

The ecto-5’-nucleotidase CD73 causes accumulation of extracellular adenosine in the
tumor microenvironment (TME), thereby promoting tumor immune escape, metastasis and
resistance to immune checkpoint inhibitors (1). Extracellular adenosine mediates its
immunosuppressive activity essentially by activating the high affinity A2A and low affinity
A2B receptors. Several studies have demonstrated that targeting CD73 or A2A receptor promote
anti-tumor immunity, have non-redundant therapeutic effects and synergize with T cell
checkpoint inhibitors, chemotherapy or adoptive cell therapy (2,3). Phase I clinical trials are
currently underway evaluating anti-CD73 mAbs or A2A antagonists in cancer patients,
including in combination with PD-1/PD-L1 inhibitors (NCT02655822, NCT02403193,
NCT02503774). We and others demonstrated that high levels of CD73 in the TME are generally
associated with worse prognosis (4-8). In some cases, CD73 expression abrogates the good
prognosis associated with tumor-infiltrating CD8" lymphocytes (TIL), consistent with its
immunosuppressive function (9). In human breast cancer, we recently showed that CD73
expression negatively correlates with estrogen receptor (ER) signaling and is associated with

poor prognosis and chemoresistance in the triple negative subtype (6).

In the current study, we investigated the prognostic impact of CD73 in HER2" breast
cancer in the context of trastuzumab therapy. While anti-ErbB2 mAbs, such as trastuzumab,
significantly increase survival of patients with HER2" breast cancer (10,11) acquired and de
novo resistance remain important challenges (12). In addition to targeting HER2 signaling,
trastuzumab stimulates anti-tumor immunity (13-15). In support of a critical role for anti-tumor
immunity in clinical responses to trastuzumab, high levels of TIL at diagnosis are associated
with improved clinical outcomes, and patients with weak tumor immune gene signatures are
less likely to benefit from trastuzumab treatment (16,17). Yet, the value of TIL in predicting

trastuzumab responses remains controversial (18).

Several immune effector pathways participate in trastuzumab activity, including NK
cell-mediated antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) and adaptive CD8" T cell
responses (13). Given the importance of immune cells for trastuzumab activity, immunotherapy

could synergize with anti-ErbB2 mAbs. In support of this, we previously showed that anti-
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ErbB2 mAb synergizes with PD-1 blockade in mice (13). However, clinical data suggest that
the PD-1/PD-L1 pathway is infrequently engaged in human breast cancer (19). Alternative

approaches are thus likely required to induce clinically relevant anti-tumor responses.

We hypothesized that CD73 expression may constitute an important immune-regulatory
pathway involved in trastuzumab resistance. We here provide evidence that CD73 expression
by breast cancer cells and host cells indeed promote resistance to trastuzumab-like therapy in
immunocompetent mouse models of breast cancer. We further demonstrate that targeting CD73
significantly enhances anti-ErbB2 mAb therapy, and that high levels of CD73 in human HER2"
breast cancer is associated with poor clinical benefit from trastuzumab. Our study thus supports
the concept that targeting the CD73-adenosine pathway may enhance the immune-mediated

activity of anti-ErbB2 mAbD therapy.

6.3 Materials & Methods

Mice and cell lines

H2N100 and TUBO cells originate from BALB/c MMTV-NeuT transgenic mice
(14,20). TUBO cells were obtained in 2014 from Dr. Jason Steel (University of Cincinnati,
Cincinnati, Ohio) and used within less than 10 freeze-thaw cycles. H2ZN100 cells were derived
in the laboratory of Dr Mark J. Smyth (QIMR Berghofer Medical Research, Australia) and used
within less than 10 freeze-thaw cycles. TUBO were cultured in complete DMEM 10% serum
and H2N100 were cultured in RPMI 10% serum with non-essential amino acid, Hepes, glutamax
and sodium pyruvate. Human breast cancer cell lines SKBR3 and HCC1954 were purchased
from ATCC in 2015 by the laboratory of Dr John Stagg (University of Montreal, Canada),
cultured in DMEM 10% serum and used within less than 10 freeze-thaw cycles. HMLE-TWIST-
ER cells (21) were obtained in 2015 from Dr. Robert Weinberg (Whitehead Institute for
Biomedical Research), cultured in MEGM medium (Lonza) and used within less than 10 freeze-
thaw cycles. No cell lines were authenticated. All cell lines were cultured at 37 °C under
humidified conditions and 5% CO2 and routinely tested for mycoplasma (MycoAlert detection

kit from Lonza; cells were tested within one week prior to experimental use). Wild-type BALB/c
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mice were purchased from Charles Rivers (Montreal, Canada). CD73-deficient BALB/c mice
were obtained from Dr. Linda F. Thompson (Oklahoma Medical Research Foundation,
Oklahoma City) and maintained at the Centre de Recherche du Centre Hospitalier de
I’Universit¢ de Montréal (CRCHUM; Canada). CD73-deficient BALB/c MMTV-NeuT mice
were maintained at QIMR Berghofer Medical Research Institute (Australia). Animal studies
have been conducted in accordance with an Institutional Animal Care and Use Committee

(IACUC).

CD73 expression

Mouse CD73 ¢cDNA was transduced into tumor cells using a retroviral vector co-
expressing GFP. Cells were sorted 5 days later by flow cytometry based on GFP expression.
CD73 protein expression on transduced tumor cells was stable after in vivo injection (i.e. < 10%
variation). CD73 expression on mouse cells was assessed with eFluor 450-conjugated rat anti-
mouse CD73 mAb (eBiosicence, 48-0731-82) or eFluor 450-conjugated IgG1k isotype control
(eBioscience, 48-4301-82). CD73 expression on human cells was assessed with PE-conjugated
mouse anti-human CD73 mAb (BD Biosciences, 550257) or PE-conjugated IgGlk isotype
control (BD Biosciences, 555749). Samples were analyzed on LSRII Fortessa flow cytometer

(BD) and data analyzed with FlowJo software.

CD73 activity

H2N100-CD73 and TUBO-CD73 cells were plated in complete media in a flat-bottom
96-well plate (10* cells per well) 24 h before the assay and washed twice with phosphate-free
buffer (2 mM MgClI2, 25 mM NaCl, 1 mM KCI, 10 mM glucose, 10 mM HEPES pH 7.2). AMP
(40 uM in phosphate-free buffer; Sigma) was then added and cells were incubated for 60 min at
37°C. Where indicated, the CD73 inhibitor APCP (50 uM; Sigma) was added. CD73 activity
was quantified by measuring inorganic phosphate levels with the Malachite green phosphate

detection kit (R&D systems #DY996) following the manufacturer’s instructions.

Mouse studies

Wild-type (WT) or CD73-deficient (CD737") mice were injected subcutaneously (s.c.)
with H2N cells (5 x 10°) and treated with 25 pg of anti-ErbB2 mAb (clone 7.16.4) on day 12,
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16 and 20, and/or 200 pg of anti-CD73 (clone TY/23) on day 3, 8, 12, 16 and 20 injected
intraperitoneally (i.p.). TUBO cells were injected s.c. at 10° cells and treated with 100 pg of
anti-ErbB2 and 200 pg of anti-CD73 following the same schedule. Where indicated, Nod-rag1-
gamma ¢ (NRG) mice were used. Where indicated, mice were depleted of NK cells by injecting
anti-asialo GM1 antibody (Wako) or 50 pg anti-CD8b (clone 53-5.8; BioXcell) on day -1, 0, 7
and 14 post tumor cell injection following the manufacturer’s instructions. BALB/c-MMTV-
NeuT transgenic mice were treated at day 70 with 100 pg of anti-CD73 and/or anti-ErbB2 twice
weekly for 6 weeks. Tumor multiplicity was assessed two times a week. For lung metastases
studies, H2N cells (2 x 10° cells) were injected intravenously (i.v.) to WT mice and treated on
day 8 with 250 pg of anti-CD73 and/or 10 pg of anti-ErbB2 mAbs i.p. Lungs were harvested on
day 20, washed in PBS and fixed in Bouin’s solution for 24 h before counting tumor nodules
using a dissection microscope. Anti-ErbB2 mAb, anti-CD73 mAb and control Ig (clone 2A3)
were purchased from BioXcell (West Lebanon, NH).

Flow cytometry analysis of tumor infiltrating lymphocytes

Tumors were harvested from a TUBO subcutaneous experiment at the indicated time
and exposed to a solution of collagenase type IV and DNAse type I (Sigma). Lymphocytes were
then purified using a Percoll solution of 40 % — 80 %. Single cell suspensions were then stained
with a panel of fluorochrome-conjugated antibodies consisting of CD4-APC (BD, 553051),
CD8a-APC-H7 (BD, 560182), TCRB-PE (BD, 553172), CD49b-BV421 (BD, 563063),
CD45.2-Alexa700 (eBioscience, 56-0454-82) and viability dye eF506 (eBioscience, 65-0866-
14). Where indicated, cells were stained for CD11b (BD, 561689), Grl (BD, 553124) and CD73
(eBiosicence, 48-0731-82). Where indicated, cell suspensions were fixed with a Foxp3 Staining
Buffer Set (eBioscience, 00-5523-00) to be than stained for Foxp3-Alexa488 (eBioscience, 53-
5773-82). Samples were analyzed on LSRII Fortessa and data were analyzed with FlowJo

software.

FinHER

FinHER is a phase III adjuvant clinical trial that enrolled 1010 early-stage BC patients,

232 of whom were HER2/neu amplified and were randomly assigned to receive or not, nine
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weekly trastuzumab infusions in addition to chemotherapy (17). Hormone receptor status was
assessed locally by immunohistochemistry (IHC) and samples were considered positive if >
10% cancer cells expressed receptors. HER2/neu expression was evaluated locally by IHC and
confirmed centrally by in-situ hybridization (CISH). Intra-tumoral and stromal TIL scores
assessed on full-face haematoxylin and eosin (H&E)-stained sections were obtained for 193

HER2-positive patients from the analysis published by Loi et al. (16).

Kmplot

Kmplot is a web-based gene expression database including more than 5000 breast
cancers associated with clinical and survival data. This database includes 1015 untreated breast
cancer patients. From those patients, 1010 had available survival data for relapse-free survival
(RFS), 543 for distant-metastasis free survival (DMFS), 382 for overall survival (OS) and 137

for post progression survival (PPS).

METABRIC

The breast cancer dataset disclosed by the METABRIC study is hosted by the European
Bioinformatics Institute (EBI) and deposited in the European Genome-Phenome Archive (EGA)
at http://www.ebi.ac.uk/ega/, under accession number EGAS00000000083. It contains
normalized RNA microarray profiling of about 2000 fresh-frozen breast cancer
samplesperformed on the Illumina HT-12 v3. Hormone receptor status for the ER, HER2 and
PR were inferred based on the bimodality of their mRNA expression level using the R package
genefu (version 2.6.0) (22). Patients were treated either with chemotherapy, hormone-therapy

and/or radiotherapy.

Gene expression of FinHER samples

RNA was extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) primary breast
tumor tissue. All samples were re-evaluated to ensure that tumor was present in the specimen.
Of the 232 FinHER HER2-positive cases, 202 (87 %) samples had sufficient good quality RNA
for gene expression analysis. Gene expression was measured using Affymetrix U219
GeneChips™ as per Affymetrix protocols on 96 well plates at AROS Applied Biotechnology

A/S, Denmark. Affymetrix expression data were normalised using the RMA approach followed
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by a batch effect correction (affy (v.3.1.2) and SVA (v.3.10.0) packages of the R (v.3.1.2) /
Bioconductor (v.2.6) suite). When multiple probe sets mapped to the same official gene symbol,

we computed the average value of their intensity.

Correlation analysis

Gene ontology (GO) enrichment was performed using bc-GenExMiner v4.0, a publically
available statistical mining tool of published annotated genomic data (23). Using bc-
GenExMiner v4.0, a Robust Molecular Subtype Predictors Classification (RMSPC) was used to
identify 124 patients classified in the HER2 molecular subtype with six molecular subtype
predictors. GO enrichment identified over-represented terms present in the list of genes most
positively correlated with CD73 (NTSE). For each term of each of the GO trees (biological
process), comparison is done between the number of occurrences of this term in the "target list",
i.e. the number of times this term is directly linked to a gene, and the number of occurrences of
this term in the "gene universe" (all of the genes that are expressed in the database) by means of
Fisher's exact test. Terms with associated p-values less than 0.01 are kept. For targeted
correlation analyses, we used the breast cancer dataset disclosed by the METABRIC study. A
list of top CD73-positively correlated genes was computed using cBioportal.org on 224 cases
of the METABRIC study classified as HER2-enriched by PAMS50. For HIF-1 signature, a
signature score was calculated as a mean of the normalized expressions of'its genes (i.e. PAHALI,
P4HA2, PLODI1, PLOD2, LOX, LOXL2, ANGPTL4, VEGF, SLC2A1) (24). The degree of
association between CD73 expression and the expression of target genes (or signature) was

performed using Pearson correlation.

In vitro studies

TUBO cells were treated with 10 ng/mL mouse recombinant TGF- (R&D System,
7666-MB-005) and SKBR-3 cells were treated with recombinant 10 ng/mL human recombinant
TGF- B (R&D System, 240-B-002). Cell media was changed every 2 days with fresh TGF-f3.
CD73 expression on TUBO and SKBR-3 cells was measured by flow cytometry. SKBR-3 cells
were treated in vitro with 10 pg/mL of trastuzumab (obtained from CRCHUM pharmacy) and
CD73 expression measured by flow cytometry. HMLE-TWIST-ER cells were induced with 20
nM of 4-hydroxytamoxifen (OHT) for 12 days. CD24 (BD, 555427) and CD44 (BD, 559942)
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expression were measured by flow cytometry at different time points. For CD73 gene-editing,
HMLE-TWIST-ER cells were transfected with a CRISPR/Cas9 vector (px330, Addgene)
expressing the 20mer target sequences GACGCCGGCGACCAGTACCA (exonl) and
GCAGCACGTTGGGTTCGGCG (exonl), provided by Michael Hoelzel (University of Bonn,
Germany). CD73 negative cells (approximately 10 % of total transfected cells) were sorted by
flow cytometry for further studies.

Statistical analysis

The prognostic value of gene expression levels from selected genes and their possible
interaction with trastuzumab treatment were assessed using Cox proportional hazard models.
Medians values of gene expression were used to divide High and Low expression groups of
patients. Distant relapse-free survival was compared using Kaplan-Meier analysis and statistical
significance was examined using the log-rank test. Multivariate logistic regression models
(genefu R package) were also performed in order to assess the robustness of our result when
accounting for covariates, including age (as continuous), tumor size (as continuous), nodal status
(positive vs. negative) and ER status (positive vs. negative). Possible interactions with
trastuzumab treatment were tested using a Wald test after adding a trastuzumab main effect and
a product interaction term in the Cox model. Interaction effects were displayed using forest
plots. Associations between two parameters were evaluated by a Pearson correlation. All P-
values were two-sided and a P-value of less than 0.05 was considered statistically significant.
All statistical analyses of clinical data were performed using R v.3.2.5. (“R: The R Project for
Statistical Computing” 2016, https://www.r-project.org).

6.4 Results

CD73 is associated with trastuzumab resistance

We firstly assessed the prognostic value of CD73 in untreated breast cancer patients.
CD73 expression was found to be significantly associated to worse disease-free survival in all
untreated breast cancer, as well as in untreated HER2" breast cancer (Suppl. Fig. S6.1). Higher

CD73 expression was also associated to a worse disease-specific survival in the METABRIC
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cohort, but this association was not significant in the HER2" subtype (Suppl. Fig. S6.2). We
then assessed whether CD73 gene expression in HER2" subtype was specifically associated with
therapeutic benefit from trastuzumab. Using gene expression profiles of 202 cases of the
FinHER clinical trial confirmed to have HER2 gene amplification and randomly assigned to
receive or not short-course adjuvant trastuzumab (17), we compared distant relapse-free survival
according to CD73 expression levels. As shown in Fig. 6.1A-B, patients with low levels of
CD73 (below median) significantly benefited from trastuzumab (panel A; P = 0.048 by Log
rank), whereas patients with high levels of CD73 (above median) showed no significant benefit
(panel B; P = 0.72 by Log rank). For comparison, we also assessed the prognostic value of PD-
L1 and PD-1 gene expression. In contrast to CD73, high levels of PD-L1 (Fig. 6.1C and 6.1D)
or PD-1 (Fig. 6.1E and 6.1F) were associated with improved clinical benefit from trastuzumab
(P=0.09 and P = 0.003 by Log rank, respectively). Multivariate analysis supported these results
(Suppl. Fig. S6.3). To confirm that CD73 was associated with trastuzumab responses, we
performed interaction tests for distant relapse free survival. As shown in Fig. 6.2A, there was a
significant interaction between CD73 expression and trastuzumab in hormonal receptor (HR)
negative patients (P = 0.0303), but not in HR positive patients (P = 0.4949). This interaction
was still significant when adjusted for age, nodal status and grade (P = 0.0242; Fig. 6.2B). We
next evaluated whether CD73 expression correlated with tumor-infiltrating lymphocytes (TIL),
as previously quantified on H&E-stained sections (16). We observed a weak negative
correlation between CD73 and stromal TIL (Fig. 6.3A) and no correlation between CD73 and
intratumoral TIL (Fig. 6.3B). In contrast, both PD-L1 and PD-1 gene expression positively
correlated with intratumoral TIL (Fig. 6.3C-F).
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Figure 6.1 — High CD73 gene expression is associated with poor clinical benefit from
trastuzumab in HER2" breast cancer. Relapse-free survival data of 202 cases of HER2
gene-amplified breast cancer patients randomized to receive or not trastuzumab (FinHER
clinical trial) were analyzed according to: (A-B) CD73 gene expression, (C-D) PD-L1
gene expression, (E-F) PD-1 gene expression. Significance (P values) of differences in
survival between groups of patients defined by median gene expression was estimated by
log-rank test.
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Figure 6.2 — CD73 interaction with trastuzumab in FinHER clinical trial. (A) Interaction
test with trastuzumab for Distant Relapse Free Survival (DRFS). Significant associations
(p < 0.05) are shown in red. Horizontal bars represent the 95 % confidence intervals of
Hazard ratios (HRs). (B) Interaction test for CD73, according to hormonal status (HR),
with Trastuzumab for Distant Relapse Free Survival (DRFS), adjusted for age, nodal
status and grade. Significant associations (p < 0.05) after correction for multiple testing
are shown in red. Horizontal bars represent the 95 % confidence intervals of Hazard ratios
(HRs).
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Figure 6.3 — PD-1 and PD-L1, but not CD73, correlate with tumor-immune infiltrates in
HER2" breast cancer. Stromal and intratumoral TIL assessed on full-face haematoxylin
and eosin (H&E) sections of HER2 gene-amplified breast tumors from FinHER were
correlated to: (A-B) CD73 gene expression, (C-D) PD-L1 gene expression, (E-F) PD-1
gene expression. Correlation coefficients (Spearman rho) with P values are shown.

CD73 on tumor cells confers resistance to anti-ErbB2 mAb

Using immunocompetent mouse models of HER2" breast cancer, we further investigated
the impact of CD73 expression on anti-ErbB2 mAb therapy. H2ZN100 and TUBO breast tumor
cells, derived from neuT-transgenic mice and endogenously negative for CD73, were gene-
modified to overexpress CD73 or control vector (Suppl. Fig. S6.4), injected subcutaneously to
syngeneic mice and treated with anti-ErbB2 mAb (clone 7.16.4). As shown in Fig. 6.4A-B (and
Suppl. Fig. S6.5), CD73 overexpression on H2ZN100 tumors significantly suppressed the activity
of anti-ErbB2 mAb. Accordingly, while anti-ErbB2 mAb induced complete responses (CR) in
100 % (20/20) of mice with CD73-negative H2N100 tumors, only 25 % (5/20) of mice bearing
CD73-positive tumors achieved CR (Suppl. Fig. S6.5; P < 0.0001 by Log-rank). CD73

overexpression on TUBO cells was also associated with reduced anti-ErbB2 mAb activity (Fig.
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6.4C-D and Suppl. Fig. S6.5; P <0.0001 by Log-rank), although no CR response was achieved

in this model.
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Figure 6.4 — CD73 expression by breast tumor cells inhibits anti-ErbB2 mAb activity. (A-
B) BALB/c mice were injected s.c. with H2N100-GFP or H2N100-CD73" breast tumor
cells and treated with anti-ErbB2 mAb (25 pg i.p. of clone 7.16.4) on day 12, 16 and 20,
and/or anti-CD73 mAb (200 pg i.p. of clone TY/23) on day 3, 8, 12, 16 and 20. Means +
standard errors (n = 10 / group) of one representative experiment are shown. Number of
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mice achieving complete response (CR) from 2 independent experiments is shown. (C-D)
BALB/c mice were injected s.c. with TUBO-GFP or TUBO-CD73" breast tumor cells and
treated with anti-ErbB2 mAb (100 pg i.p. of clone 7.16.4) on day 12, 16 and 20, and/or
anti-CD73 mAb (200 pg i.p. of clone TY/23) onday 3, 8, 12, 16 and 20. Means =+ standard
errors (n = 10 / group) of one representative experiment are shown (*: p < 0.05 by Mann-
Whitney test).

Targeting CD73 enhances the activity of anti-ErbB2 mAb

We next assessed whether targeting CD73 could enhance trastuzumab-like therapy. As
shown in Fig. 6.4 (and Suppl. Fig. S6.5), combining anti-CD73 mAb with anti-ErbB2 mAb was
significantly more effective than either single agent. In H2N100-CD73" tumors, the combined
therapy induced CR in 75 % of mice (15/20), compared to 25 % CR (5/20) for anti-ErbB2 mAb
and 0 % CR while (0/20) for anti-CD73 mAb. Anti-CD73 mAb also significantly enhanced the
activity of anti-ErbB2 mAb against TUBO-CD73" tumors, although no CR was achieved. In
support of an immune-dependent mechanism, the benefit of combining anti-ErbB2 mAb with
anti-CD73 mAb was lost in immunodeficient NOD-Ragl-yc mice (Suppl. Fig. S6.6). Also
consistent with increased anti-tumor immunity, combined treatment significantly enhanced
tumor-infiltrating CD8" T cells and CD4" Foxp3™ T cells (Fig. 6.5A). Interestingly, combining
anti-ErbB2 with anti-CD73 mAb also significantly reduced tumor-infiltrating CD11b" Grl*
myeloid cells, while no significant effect was observed on CD4" Foxp3™ Tregs (Fig. 6.5A).

We next evaluated the therapeutic activity of the combination on autochthonous ErbB2-
driven tumors spontaneously arising in BALB/c-NeuT transgenic mice. Cohorts of transgenic
female mice were treated from day 70 twice a week with intraperitoneal injections of anti-CD73
mAb, anti-ErbB2 mAb or anti-CD73 + anti-ErbB2 mAbs and tumor multiplicity (i.e. tumor
occurrence in the 10 mammary glands) monitored over time. As shown in Fig. 6.5B, the
combination therapy was significantly more effective than either monotherapy. We also
evaluated the anti-metastatic activity of the combination therapy and observed that anti-CD73
mAb significantly enhanced the activity of anti-ErbB2 mAb against experimental lung
metastases (Fig. 6.5C). Taken together, our data demonstrated that CD73 promotes resistance

to anti-ErbB2 mAb and that targeting CD73 can overcome this resistance.
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Figure 6.5 — Anti-CD73 mAb enhances anti-ErbB2 mAb therapy. (A) BALB/c mice were
injected s.c. with TUBO-CD73" cells and treated with anti-ErbB2 mAb (100 pg i.p. of
clone 7.16.4) on day 12 and 16 and/or anti-CD73 mAb (200 pg i.p. of clone TY/23) on
day 3, 8, 12, and 16. Tumors were harvested at day 20 for flow cytometry analysis.
Frequencies of tumor-infiltrating CD8" T cell, CD4" Foxp3™ T cells, CD4" Foxp3* T cells
and CD11b" Grl1" cells in CD45.2" cells are shown. Means + standard errors are shown
(* : p <0.05 by Mann-Whitney test). (B) BALB/c-MMTV-NeuT transgenic mice were
treated from day 70 with anti-CD73 mAb (TY/23) and/or anti-ErbB2 mAb (7.16.4) for 6
weeks (100 pg each i.p.). Mean tumor multiplicity + standard errors are shown (n =10/
group; * : p < 0.05 by Mann-Whitney test at end-point). (C) H2N100 tumor cells (2 x 10°
cells) were injected i.v. to wild type BALB/c mice and treated on day 8 with 250 pg of
anti-CD73 mAb and/or 10 pg of anti-ErbB2 (i.p.). Lungs were harvested on day 20, fixed
and lung tumor nodules counted using a dissection microscope. Individual nodule counts
with means + standard errors are shown (** : p < 0.01 by Mann-Whitney test).
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Host CD73 confers resistance to anti-ErbB2 mAb

Since CD73 is found expressed on both tumor cells and non-transformed cells, we

investigated the role of host-derived CD73 using CD73-deficient mice. As shown in Fig. 6.6A,

anti-ErbB2 mAb therapy was significantly more effective in CD73-deficient mice, inducing CR
in 100 % of mice (10/10) compared to 0 % in WT mice (0/10). Notably, this enhanced activity

in CD73-deficient mice was lost upon NK cell depletion (Fig. 6.6A). Long-term control in

CD73-deficient mice was also lost upon CD8" T cell depletion (Fig. 6.6B). Flow cytometry

analyses revealed a significantly increased in NK cells, CD4" Tconv cells and CD8" T cells in

response to anti-ErbB2 mAb in CD73-deficient mice compared to WT (Fig. 6.6C). When tumor-

infiltrating host cells expressing CD73 were analyzed, we found that the vast majority were

CD4" Foxp3' Tregs, followed by CD11b" Gr1" myeloid cells (Fig. 6.6D).
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Figure 6.6 — Host CD73 inhibits anti-ErbB2 mAb activity. (A) Wild type (WT) and CD73-
deficient (CD737") BALB/c mice were injected s.c. with TUBO cells and treated with anti-
ErbB2 mAb (100 pg i.p. of clone 7.16.4) on day 12, 16 and 20. Some mice were further
depleted of NK cells (anti-asialo GM1 antibody), or (B) depleted of CD8" T cells, on day
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-1, 0, 7 and 14. Means + standard errors (n = 10 / group) are shown (** : p < 0.01 by
Mann-Whitney test). (C) Same as (A), except that TUBO tumors were harvested at day
19 for flow cytometry analysis. Frequencies of CD4" T cells, Foxp3™ Tregs, CD8" T cells
and CD49b" NK cells are shown. Means + standard errors are shown (* : p < 0.05, ** : p
<0.01 by Mann-Whitney test). (D) WT BALB/c mice were injected with TUBO cells and
treated as in (A), and frequencies of indicated cells within CD73" CD45" tumor-
infiltrating cells are shown. Means + standard errors are shown.

CD73 expression is associated with HIF-1, TGF-f and EMT

We next investigated underlying pathways associated with CD73 expression in HER2"
breast cancer. Since CD73 is a transcriptional target of HIF-1a (25), we first assessed the
correlation between CD73 and a HIF-1 gene signature derived in human breast cancer (24). We
observed a significant, albeit weak, positive correlation between CD73 expression and HIF-1
responses (Fig. 6.7A). We next performed gene ontology enrichment analysis and found a
significant association between CD73 and extracellular matrix organization (Table 6.1).
Correlative analyses further revealed that 8 of the 10 most positively correlated genes in HER2-
enriched breast cancer were linked to TGF-3 (Table 6.1). We thus investigated whether TGF-3
regulated CD73 expression in HER2" breast tumor cells. As shown in figure 6.7B-C, treatment
with recombinant TGF-3 significantly induced CD73 expression on both mouse and human
HER2" breast tumor cells. Interestingly, CD73 upregulation in SKBR3 in response to TGF-f3
was maximal approximately 20 days after treatment initiation (Fig. 6.7B), suggesting that
cellular reprogramming, in contrast to direct signaling, might be involved. CD73 upregulation
in mouse TUBO cells reached a maximum after 48 hours (Fig. 6.7B). TGF-p is a potent inducer
of epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) (26). We hypothesized that EMT regulated
CD73 expression in mammary cells. Consistent with this, CD73 was significantly and positively
correlated with several EMT transcription factors in HER2" breast tumors, with a notable
exception for SNAI1 (Suppl. Fig. S6.7). To assess whether EMT promoted CD73 expression,
we used human mammary epithelial cells (HMLE) expressing an inducible TWISTI (i.e.
HMLE-TWIST-ER cells). As shown in Fig. 6.7D, activation of EMT indeed significantly
upregulated CD73 cell-surface expression on HMLE cells. To determine if CD73 was required
for EMT, we performed CRISPR-mediated editing of CD73 in HMLE cells (Fig. 6.7E). As
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shown in Fig. 6.7F-G, lack of CD73 had no impact on the expression of EMT surrogate markers
(CD44highCD24low). Overall, our study highlights the importance of CD73 in trastuzumab
resistance and suggests that targeting the CD73-adenosine pathway, or upstream regulators such

as TGF-B or EMT, may enhance immune-mediated responses induced by anti-ErbB2 mAb

therapy.
GO term and assoclated genes p-value | % targetlist| % universe
extracellular matrix organization:
COL27A1, CTSK, LOX, DCN, ITGA11, TIMP2, MFAP2, ECM2, | 7.37e-09 17.63 1.97
MMP13, THBS1, PLOD2, POSTN
Gene Spearman rho KEGG pathway Other pathway
CLIC4 0.67 Adherens junction / Fc-gamma / Cell cycle / Tight junction TGF-p
CTHRC1 0.66 n/a TGF-f. EMT
GAS1 0.64 Hedgehog / NOD-like / Apoptosis / Ubiguitin WHNT
DSE 0.64 n/a (TGF-p)
THBS1 0.64 ECM / Adhesion / Actin / TGF / Cytokine TGF-f
ACSL4 0.63 PPAR / Adipocytokine Ferroptosis
FNDCA1 0.63 n/a TGF-f
COL10A 0.63 n/a TGF-p
CDS5 0.63 T cell / NK cell / Adherens junction TGF-f
LUM 0.63 ECM / GnRH / Spliceosome TGF-p

Table 6.1 — CD73 Gene Ontology enrichment and Top genes correlated to CD73.
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Figure 6.7 — Association between CD73 and HIF-1, TGF-f and epithelial-to-
mesenchymal transition. (A) The degree of association between CD73 gene expression
and the expression of a HIF-1 gene signature was performed in HER2' cases in
METABRIC. Pearson coefficient and P value are shown. (B) Mouse TUBO and (C)
human SKBR-3 breast tumor cells were treated with recombinant TGF-f (10 ng/mL) and
CD73 expression measured by flow cytometry after 48 h (B) or at indicated time-points
(C). Fold-increase of mean fluorescence intensity over PBS-treated cells is shown. (D)
HMLE-TWIST-ER cells were treated with 20 nM 4-hydroxytamoxifen (OHT) for 12 days
and CD73 expression measured by flow cytometry. (E) HMLE-TWIST-ER were
transfected with two CRISPR-Cas9 vectors containing sgRNA against CD73 and sorted
into CD73" and CD73" cells. (F-G) CD73" and CD73" HMLE cells were treated with 20
nM 4-hydroxytamoxifen (OHT) for 12 days and CD24/CD44 expression was measured

by flow cytometry.
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6.5 Discussion

Immune infiltrates in HER2/ErbB2" breast tumors are associated with improved survival
and contribute to the therapeutic activity of trastuzumab (16). With the general objective to
identify novel actionable immunosuppressive pathways, we here report the role of CD73 on the
activity of anti-ErbB2 antibody therapy. Our study demonstrated that: i) high levels CD73, but
not PD-1 or PD-L1, are associated with increased resistance to trastuzumab; ii) CD73 expression
by breast tumor cells and host cells suppress immune-mediated anti-tumor responses induced
by anti-ErbB2 mAb therapy in mice; iii) targeted blockade of CD73 enhances anti-ErbB2 mAb
therapy in mice; and iv) CD73 expression in human mammary cells is induced by TGF-f and

EMT.

Several environmental factors have been shown to promote activation of adenosine
signaling in the tumor microenvironment, including tissue hypoxia, HIF-1a and inflammatory
cytokines (27). CD73 promoter methylation and ER signaling have also been shown to regulate
CD73 expression in melanoma and breast cancer (28-30). Consistent with a role for tissue
hypoxia in regulating extracellular adenosine levels, we observed a positive correlation between
CD73 expression and HIF-1 responses in HER2" breast tumors. We further demonstrated that
TGF-B and EMT are important inducers of CD73 expression in human mammary cells.
Interestingly, EMT has been shown to be associated with trastuzumab resistance (31,32) and
TGF-B was recently identified as a major pathway disabling anti-tumor immunity in human
breast cancer (33). We propose that CD73 and adenosine signaling may contribute to EMT-

mediated trastuzumab resistance and TGF-f-mediated tumor immune escape.

Using GO enrichment analysis, we found an association between CD73 expression and
extracellular matrix organization. In particular, CD73 positively correlated with several genes
involved in collagen remodelling and previously associated with increased tumor cell
metastasis, including lysyl oxidase (LOX), lysyl hydroxylase (PLOD?2), cathepsin K (CTSK),
collagen-binding integrin (ITGA11), matrix metallopeptidase-13 (MMP13), thrombospondin-1
(THBSI) and periostin (POSTN) (34-39). Since CD73 has been shown to promote fibrosis (40),

it would be of interest to evaluate whether adenosine signaling regulates any of these genes.
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Our current study provides an important proof-of-concept that targeting CD73
significantly enhances the therapeutic activity of anti-ErbB2 mAb in immunocompetent hosts.
We clearly demonstrated that tumor-derived CD73, as well as host-derived CD73, suppressed
anti-tumor immune responses generated by anti-ErbB2 mAb. Notably, host CD73 was found to
significantly suppress NK cell-mediated as well as CD8" T cell-mediated anti-tumor responses.
NK cells have been shown to be critical for trastuzumab activity (41) and our previous work
demonstrated that interferon responses and CD8" T cells activation generate adaptive anti-tumor
immunity following anti-ErbB2 mAb therapy (13). We now provide evidence that host CD73
contributes to suppress both innate and adaptive anti-tumor immunity stimulated by anti-ErbB2
mADb treatment. Interestingly, we observed that targeting CD73 significantly reduced the level
of tumor-infiltrating CD11b" Gr1" myeloid cells when combined with anti-ErbB2 mAb. Since
CD4" Foxp3" Tregs can promote immunosuppressive CD11b" Gr1™ cells in response to ErbB2-
driven breast cancer (41), and considering that CD4" Foxp3" Tregs are a major source of host
CD73, Tregs may favors the recruitment of CDI1b" Grl* myeloid cells in the tumor

microenvironment.

While our study suggests that targeting the CD73-adenosine pathway can potentiate the
anti-tumor activity of trastuzumab, further studies investigating the impact of targeting
A2Aadenosine receptor would be valuable. We argue that CD73- and/or A2A-targeting therapy
would be most beneficial against HER2" breast tumors that express high levels of CD73, such
as mesenchymal tumors. Nevertheless, caution should be employed in restricting adenosine-
targeting therapies to CD73-expressing tumors. Indeed, CD73 expression by tumor cells is not
always a prerequisite to activity, as can be observed in the CT26 colon adenocarcinoma model

(42).

Several anti-CD73 mAbs and antagonists to A2A adenosine receptor are now entering
clinical trials. A recent study suggested that dual targeting of CD73 and A2A receptor could
generate synergistic therapeutic responses (43). Notably, it was observed that tumor CD73
expression was significantly upregulated when transplanted to A2A-deficient hosts. While anti-
CD73 mAbs can decrease adenosine levels and block its suppressive effects on immune
effectors, Fc receptor engagement may also play a role in therapeutic activity. In support of this,

it was shown in human mixed leukocyte reactions that Fc receptor binding significantly
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increased production of pro-inflammatory cytokines upon anti-CD73 mAb (43). Consideration
of'the Fc domain and its interaction with immune cells may thus be important in the development

of optimal anti-CD73 mAbs.

In conclusion, our current study provided clinical and experimental evidence that CD73
expression is associated with resistance to trastuzumab therapy. Given the importance of anti-
tumor immune responses in HER2" breast cancer and the paucity of clinical responses to PD-
1/PD-L1 inhibitors in this subtype, our study provides a rational to further investigate the impact
of combining adenosine-targeting agents with anti-ErbB2 mAbs for patients refractory to

standard-of-care treatments.
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Figure S6.1 — CD73 gene expression and survival in untreated breast cancer. (A) Meta-
analysis of the prognosis of CD73 in untreated patients (distant-metastatic free survival).
Horizontal bars represent the 95 % confidence intervals of HRs. Characteristics with
significant effect (p < 0.05) after correction for multiple testing using the Benjamini-
Hochberg procedure are shown in red. (B) Meta-analysis in (A) consisted of 9 datasets
encompassing for 1128 untreated breast cancer patients were used for a meta-analysis of
the effect of CD73 on distant-metastatic free survival (DMFS). Hormone receptor status
for the ER, HER2 and PR were inferred based on the bimodality of their mRNA
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expression level using the R package genefu (version 2.6.0). (C) KmPlot meta-analysis of
the prognosis of CD73 mRNA expression on untreated patients using different end-points:
Distant-Metastasis Free survival (DMFS), Overall survival (OS), Post-Progression
survival (PPS) and Relapse-Free survival (RFS).
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Multivariate analysis
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Figure S6.3 — Multivariate analysis. Clinical benefit from trastuzumab depending on the
level of CD73 (NTSE), PD-1 (PDCDI) or PD-L1 (CD274) mRNA expression using
logistic regression (adjustment for clinic-pathological characteristics including age, tumor
size, nodal status and ER status). Horizontal bars represent the 95 % confidence intervals
of Hazard Ratios (HR). Characteristics with significant effect after correction for multiple
testing using the Benjamini-Hochberg procedure are shown in red (p < 0.05 and FDR <

0.10).

133




TUBO

5

L
@
M
T

Relative phosphate
production
=
i

0.0-
APCP - + - + - + - +
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plotted as Kaplan-Meier survival curves. (A) BALB/c mice were injected s.c. with
H2N100-GFP (CD73") or H2N100-CD73" breast tumor cells and treated with anti-ErbB2
mAb (25 pg i.p. of clone 7.16.4) on day 12, 16 and 20, and/or anti-CD73 mAb (200 ug
i.p. of clone TY/23) on day 3, 8, 12, 16 and 20. (B) BALB/c mice were injected s.c. with
TUBO-GFP (CD73") or TUBO-CD73" breast tumor cells and treated with anti-ErbB2
mAb (100 pg i.p. of clone 7.16.4) on day 12, 16 and 20, and/or anti-CD73 mAb (200 pg
i.p. of clone TY/23) on day 3, 8, 12, 16 and 20. Log-rank P values are shown.
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Figure S6.7 — CD73 is associated with EMT marker. The degree of association between
CD73 mRNA expression and the EMT transcription factors SNAIL, SNAI2, TWISTI,
TWIST2, ZEB1 and ZEB2 was performed in HER2" cases in METABRIC. Pearson
coefficient (r) and P values are shown.
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Chapitre 7 — Discussion, Perspectives & Conclusion

7.1 Réflexion sur la thérapie du cancer

Selon Statistique Canada, le cancer est la premicre cause de mortalité avec environ 30
% du total chez la population canadienne. Une grande partie de nos ressources sont dérivé vers
le traitement et la recherche du cancer. Historiquement, beaucoup d’investissements de
provenance gouvernementale ou philanthropique ont été injectés dans la recherche pour vaincre

le cancer.

De maniére générale, les plans thérapeutiques pour combattre un cancer sont constitués
d’une thérapie visant I’¢limination des cellules a prolifération rapide (c.-a-d. chimiothérapies,
radiothérapies). Historiquement, ces thérapies ont effectué leurs preuves thérapeutiques, mais
dans la majorité une sélection clonale s’effectue. C’est-a-dire qu’il y a une élimination d’une
portion des cellules tumorales en créant un effet de sélection naturelle ce qui permet I’émergence
de clone cellulaire plus agressif et résistant au traitement de premicre ligne. Un second probléme
est la difficulté de viser les cellules métastatiques qui ont souvent un profil différent des cellules
tumorales primaires. Finalement, les thérapies a base de chimiothérapies sont trés toxiques et

entrainent des effets secondaires graves qui, dans certains cas, limite I’effet thérapeutique.

L’ajout de I'immunothérapie aux thérapies actuelles du cancer est une solution possible
a ces problemes. Les synergies observées avec la radiothérapie et I'immunothérapie permettent
un meilleur contrdle tumoral systémique via le systéme immunitaire (550). En ce qui concerne
la combinaison chimiothérapie — immunothérapie, le concept de mort cellulaire immunologique
(ICD) par certaines chimiothérapies a permis d’expliquer les meilleurs résultats cliniques
observés comparativement aux patients avec seulement de la chimiothérapie (551).

L’objectif principal de I'immunothérapie est de supporter le systéme immunitaire de
I’hote a effectuer une réponse anti-tumorale plus efficace dans le but de faire pencher la balance

vers une immunosurveillance capable d’éliminer les cellules tumorales (Figure 7.1) (552).
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Figure 7.1 — Equilibre immunologique de la tumeur. © Zitvogel et al. Nat Rev Immunol, 2006.
With permission from Springer Nature.

7.2 Modéles in vivo

7.2.1 Cancer de ’ovaire

Le modele in vivo de cancer de I’ovaire épithélial utilisé au chapitre 5 est le modéle IDS.
Briévement, ce modele a été généré dans les années 2000 par 1’isolement de cellules murines de
I’épithélium de la surface de I’ovaire. Puis, une transformation phénotypique via une vingtaine
de passages in vitro a été effectuée menant a une perte de la morphologie épithéliale des cellules

(Figure 7.2) (553).
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Figure 7.2 — Morphologie des MOSEC in vitro. (A) Cellules de bas passage exhibant une
morphologie typique épithéliale par une couche unicellulaire en forme de pavé avec une
inhibition de croissance. (B) Cellules de passage tardif avec une perte de la morphologie
en pavé et perte de I’inhibition de contact. © Roby and Taylor. Carcinogenesis, 2000. With
permission from Oxford University Press.

Ces cellules ont la propriété de former des tumeurs dans la cavité péritonéale des souris
avec une production d’ascite similaire a ce qui est observé cliniquement chez les femmes
atteintes de cancer de I’ovaire (554,555). Etant donné que ces cellules forment des tumeurs dans
la souris immunocompétente, ce modele est idéal pour étudier les interactions immunitaires dans
le développement du cancer de I'ovaire. En effet, ce modele préclinique est le modele le plus

utilisé lors de I’étude des combinaisons entre différentes immunothérapies avec PD-1 (419-423).

Cependant, une des principales critiques de ce modéle est son origine. En effet, les
cellules ID8 sont dérivées de 1’épithélium de surface de I’ovaire d’une souris, alors que 1’origine
des cancers séreux de haut grade est beaucoup plus complexe. Cette pathologie est trés
hétérogene et peut se développer a partir de multiples tissus hors ovaire incluant les tissus

Miillerian des trompes de Fallope (556,557). De plus, il est important de noter que lors de
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I’injection intrapéritonéale de ce modele préclinique de cancer de I’ovaire, les cellules tumorales

vont coloniser toute la cavité péritonéale et non seulement les ovaires (Figure 7.3) (558).
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Figure 7.3 — Analyse in vivo des ID8. (A) Souris contrdle sans injection de cellules ID8
(gauche) et souris injectée avec 2 x 10° cellules ID8 apres 40 jours (droite). (B) Souris
injectée avec 2 x 10° cellules ID8 apres 40 jours (gauche) et aprés avoir aspiré les 22 mL
d’ascites de la cavité péritonéale (droite). © Chiriva-Internati et al. PLoS One, 2010.

Pour davantage simuler I’observation que CD73 est présent sur la fraction
mésenchymateuse (Fig S5.7A) le modéle in vivo a ¢été adapté par la co-injection de
fibroblastiques mésenchymateux embryonnaires (MEF) et de cellules ID8 de maniére
intrapéritonéale (Fig 5.5 et S5.7). L’objectif de ce modele de souris a été de reproduire le plus
fidélement possible 1’observation de la figure 5.5A démontrant que 1’expression de CD73 sur
les fibroblastes associés aux tumeurs correle avec un mauvais pronostique. Un modele similaire
a déja été utilisé ou les fibroblastes agissaient en tant que vecteur de production d’une cytokine
(559). Les expériences in vivo avec le modele ID8-MEF sont d’environ 60 jours ou les souris
sont réinjectées avec une dose de 5x10° de fibroblastes tous les 15 jours. Ce protocole a été mis
sur pied dans le but de garder une expression constante de CD73 dans la région péritonéale de
la souris étant donné une prolifération in vitro beaucoup plus rapide des cellules IDS8
comparativement aux MEF. Finalement, les cellules fibroblastiques ont été modifiées a trés bas
passage par un vecteur GSEpS53 permettant leur immortalisation avant leur passage vers la

sénescence.
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La seule différence entre les deux groupes a I’étude est I’expression de CD73 au niveau
des cellules fibroblastiques. L’hypothese initiale étant que la trés faible expression et activité
enzymatique de CD73 au niveau des cellules ID8 observées in vitro (Fig. S5.7B) influence de
manire négligeable ’activité anti-tumorale in vivo. Cependant, il a déja été décris que les
cellules ID8 injectées in vivo augmentent leur niveau d’expression de CD73 au niveau des
ascites (Figure 7.4) (187). In vitro, une co-culture de cellules ID8 et MEF augmentent le niveau
de prolifération des cellules ID8 de maniére CD73-indépendante (Fig. S5.7D), mais aucune

variation de ’expression de CD73 n’a été observée (données non montrées).
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Figure 7.4 — Expression de CD73 des cellules IDS8 in vitro vs ascites. © Jin et al. Cancer Res,
2010. With permission from AACR.

L’objectif de la figure 5.5 était de déterminer I'effet de I’expression de CD73
fibroblastique sur la promotion de la prolifération tumorale. Pour ce faire, plusieurs expériences
indépendantes ont été effectuées pour suivre différents parametres; augmentation du poids (Fig.
S5.7E), nombres de nodules tumoraux (Fig. 5.5C) et survie des souris (Fig. 5.5B). La prise de
poids de la souris est un paramétre trés variable selon la croissance normale de la souris, la
production d’ascite et la perte de poids par la condition générale de la souris lorsque celle-ci est
atteinte d’un cancer avancé. Une mesure quantitative du poids de ces souris lors de leur stade
final est tres difficile étant donné la présence de variations au niveau de la production d’ascites
qui correlent faiblement avec la prise de poids ainsi que la charge tumorale. Les deux autres

parametres, nombre de nodules tumoraux et survie, sont des paramétres qui ont un statut
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terminal ne pouvant pas mesurer la progression tumorale. Une solution permettant d’améliorer
I’efficacité de ces expériences aurait été d’employer I’imagerie. En effet, 1’imagerie
diagnostique permet de mesurer la masse tumorale de maniére quantitative sans sacrifier les
souris permettant ainsi de suivre la progression (560). Il a également été démontré que
I’infection des cellules ID8 par un vecteur codant la luciférase en combinaison avec 1’imagerie
permet d’améliorer la visualisation des résultats tout en étant faiblement immunogénique

(561,562).

Pour analyser [linfiltration immunitaire spécifique aux cellules tumorales, une
modification du modéle in vivo a été nécessaire. En effet, les cellules ID8 ont été modifiées pour
exprimer ’ovalbumine et co-inject¢é de maniére sous-cutanée avec les différents MEF
permettant ainsi d’obtenir assez de matériel tumoral pour effectuer des expériences de
cytométrie en flux. Au moment de I’injection des souris, les cellules ID8-OVA exprimait cette
protéine a 93 % (Fig. S5.8A). Représentant ainsi la présence hétérogéne des antigénes tumoraux
au sein d’une tumeur. Les résultats de cette expérience démontrent clairement que la présence
de CD73 au niveau des cellules stromales diminue significativement la réponse anti-tumorale

des lymphocytes T CD8" spécifiques aux cellules tumorales.

Un modele de souris génétiquement modifié¢ spécifiquement au niveau de I’épithélium
de I’ovaire pour les génes p53, RB et BRCA1/2 a été déterminé comme trés proche de la
pathophysiologie du cancer de I’ovaire séreux humain (563). Il serait trés intéressant de croiser
cette souris avec la souris CD73” pour observer I’effet de cette enzyme sur le développement

de tumeurs spontanées.

7.2.2 Cancer du sein

Le modéle murin utilis¢é au chapitre 6 est la souris MMTV-NeuT. Cette souris
transgénique a été créée par I’insertion d’un transgéne contenant le géne NeuT sous le promoteur
MMTV. Apres environ 60 jours, la souris va développer des tumeurs spontanées spécifiquement
au niveau de ces glandes mammaires (564). Ce modele in vivo, avec ces variances, est utilisé

dans plusieurs applications cliniques pour I’étude du cancer du sein HER2" (565).
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Les lignées cellulaires utilisées pour les expériences in vivo injectées de manicre sous-
cutanée sont les H2ZN100 et les TUBO. Celles-ci ont été dérivées d’un carcinome lobulaire
spontané d’une souris MMTV-NeuT par deux laboratoires indépendants; les H2N100 par le
laboratoire de Mark Smith en Australie (566) et les TUBO par le laboratoire de Guido Forni en
Italie (567). Etrangement, ces deux lignées cellulaires, qui ont été dérivées selon le méme
protocole, démontrent des caractéristiques treés différentes. En ce qui concerne les
expérimentations in vivo, on peut clairement observer que la lignée TUBO a une croissance
tumorale plus rapide et est plus résistante au traitement anti-ErbB2 (Fig. 6.4A vs Fig. 6.4C).
Plusieurs hypothéeses peuvent expliquer cette différence : une croissance cellulaire plus rapide
in vitro (données non montrées), une activité enzymatique plus élevée de CD73 (Fig. S6.4B)
ainsi qu’une expression plus élevée du CMH de classe I dans la lignée cellulaire TUBO (Figure
7.5). Néanmoins, obtenir des résultats similaires avec 2 modeles se comportant différemment
renforce la conclusion de ces expériences démontrant une synergie entre un traitement anti-

CD73 et un traitement anti-ErbB2.

H2N100 _ TUBO
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Figure 7.5 — Expression du CMH classe I des lignées cellulaires H2ZN100 et TUBO.
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Le premier modele in vivo utilisé (fig. 6.4) est I’injection, chez la souris sauvage, de
cellules tumorales syngéniques dérivées a partir d’une souris MMTV-NeuT (c.-a-d. H2N100 et
TUBO). L’objectif principal étant d’étudier la synergie thérapeutique entre les traitements
trastuzumab et anti-CD73 d’un point de vue immunologique, il était obligatoire d’expérimenter
avec un modele syngénique pourvue d’un systéme immunitaire complet. L’utilisation d’un
modele de xénogreffe dans une souris immunodéficiente, par exemple I’injection de cellules
SKBR3 dans une souris NSG, aurait certes été intéressante a utiliser pour déterminer d’autres
mécanismes de synergie possible entre les traitements étant donné les roles non immunitaires

de CD73.

Dans ce modele syngénique, il est impossible d’utiliser le trastuzumab étant donné que
c’est un anticorps est humanis¢. Donc, un anticorps monoclonal (clone 7.16.4) reconnaissant le
récepteur ErbB2 de rat du modele MMTV-NeuT a été utilisé. Cet anticorps se lie sur le méme

épitope que le trastuzumab et partage beaucoup de similarités structurelles (568).

Récemment, un modele transgénique surexprimant le récepteur ErbB2 humain
(MMTV.fHuHER?) a été caractérisé et plusieurs lignées cellulaires ont été dérivées (569). Ce
nouveau modele in vivo est une amélioration des modeles utilisés au chapitre 6. Chacune de ces
lignées cellulaires expriment peu le récepteur a l'oestrogéne ainsi que le récepteur a la
progestérone et provient de plusieurs origines (tumeurs primaires, métastases pulmonaires,
métastases du cerveau). Ces lignées cellulaires et ce modele transgénique permettraient de se

rapprocher davantage du phénomene biologique humain.

Des expériences de déplétions spécifiques a permi de démontrer que 1’inhibition
thérapeutique de ErbB2 chez la souris CD73”" est en partie dépendante des cellules NK (Fig.
6.6A) et des lymphocytes T CD8" (Fig. 6.6B). Suite a ces observations et considérant
I’importance de I’ADCC dans ’efficacité thérapeutique du trastuzumab, il serait intéressant et

pertinent de démontrer le réle précis de CD73 dans I’ADCC avec un systéme in vitro humain.

Il est également démontré que la combinaison entre I’inhibition de CD73 et de
ErbB2/HER2 diminue significativement les métastases pulmonaires comparativement a un
traitement anti-ErbB2 seul (Fig 6.5C). Cette expérience emploie un modele simpliste de

métastases qui consiste a I’injection de cellules tumorales (dans ce cas les H2ZN100) dans la
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veine caudale des souris. En suivant le systeme vasculaire, le poumon est ’organe de
prédilection pour la colonisation des cellules tumorales. Ce type d’expérience permet davantage
de mesurer I’effet des thérapies sur I’ensemencement de 1’organe qui est seulement une étape
du processus métastatique. L’utilisation des cellules TUBO-P2J permettrait d’obtenir des
observations sur I’ensemble du phénomene métastatique. Ces cellules, dérivées des TUBO, sont
résistantes a une thérapie anti-ErbB2 et produisent des métastases pulmonaires spontanément
aprés 14 jours lorsqu’elles sont injectées de maniere sous-cutanée (570). Fait intéressant, la
lignée cellulaire TUBO-P2J semble avoir effectué¢ une EMT par une diminution de I’expression
de E-cadherin et une augmentation de I’expression de vimentin, SNAIL et TWIST
comparativement aux cellules TUBO parentales (570). De plus, ces cellules expriment
fortement CD73 (Figure 7.6). Une expérience avec ces cellules injectées de maniéres sous-
cutanées a un groupe de souris sauvage traité avec un anticorps monoclonal inhibant CD73

permettrait d’observer le role de CD73 sur un phénoméne métastatique plus complet.

TUBO TUBO-P2J

...isotym

CD73

Figure 7.6 — Niveau d’expression de CD73 des lignées cellulaires TUBO et TUBO-P2J.
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7.3 Modéles in vitro

7.3.1 Cancer de ’ovaire

L'intégralité de la figure 5.4 consiste en des expériences in vitro avec la lignée cellulaire
SKOV3. Une étude a déja rapporté que cette lignée cellulaire est peu représentative du cancer
de ’ovaire séreux de haut grade (571). Les cellules SKOV3 ont peu d’altérations génomiques
caractérisé par aucune mutation dans le gene TP53 et le géne BRCA1/2, tous des caractéristiques
essentielles au cancer de I’ovaire séreux de haut grade. Cependant, cette lignée cellulaire est la
plus populaire avec une utilisation dans plus de 2000 publications scientifiques. Ceci découlerait
d’une mauvaise communication du laboratoire d’origine des SKOV3 qui n’on pas assigné de
sous-type histologique a cette lignée cellulaire, alors qu’aujourd’hui elle est largement acceptée

comme un modele de cancer séreux de haut grade.

Malgré les analyses de cette publication, cela ne diminue pas la qualité des résultats
obtenus avec la lignée cellulaire SKOV3 qui démontrent une promotion de la prolifération
cellulaire dépendante de CD73. En effet, les résultats obtenus avec ces cellules ont été répétés
avec la lignée cellulaire de cancer de I’ovaire OV4485 qui a été caractérisée moléculairement

comme étant du sous-type séreux de haut grade (572).

7.3.2 Cancer du sein

La partie in vitro du chapitre 6 emploie les HMLE une lignée cellulaire dérivée par le
laboratoire du Dr Robert Weinberg dans les années 2000 (573). Brievement, cette lignée
cellulaire est une transformation de cellules épithéliales primaires mammaires humaines par
I’introduction des génes SV40 large-T antigen, telomerase catalytic subunit et de I’oncoprotéine
H-RAS. Ensuite, les HMLE ont ét¢ infectés avec un vecteur codant pour une protéine de fusion
TWIST1-ER qui peut étre spécifiquement activé par la liaison du 4-hydroxytamoxifen (4-OHT).
Ce systéeme a déja prouvé sa pertinence pour I’étude des phénomenes entourant PEMT (574).

En effet, I'induction de I'’EMT dans ce modele cellulaire augmente les marqueurs
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mésenchymateux fibronectin, vimentine et N-cadherin avec une diminution de 1’expression de
E-cadherin (Figure 7.7B). Le suivi de ’expression de E-cadherin a permis de mesurer une baisse

significative de I’expression de cette molécule apres 12 jours d’induction (Figure 7.7C-D).
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Figure 7.7 — Twistl supprime indirectement la transcription d’E-cadherin pour
promouvoir 'EMT. (A) Images des cellules HMLE exprimant Twist-ER ou un vecteur
contrdle avant et aprés 12 jours avec un traitement au 4-OHT (20 nmol/L). (B) Lysat de
cellules HMLE exprimant Twist]-ER ou un vecteur contrdle collecté avant et apres 18
jours avec un traitement au 4-OHT, analysé par SDS-PAGE pour les protéines Twist1-
ER, E-cadherin, B-catenin, y-catenin, fibronectin, vimentin, N-cadherin et a-tubulin. (C)
Analyse PCR de I’expression du mRNA de E-cadherin des cellules HMLE exprimant
Twist-ER ou un vecteur contrdle trait¢ avec 4-OHT. (D) Lysat de cellules HMLE
exprimant Twist1-ER ou un vecteur controle collecté pendant le traitement de 12 jours au
4-OHT, analysé par SDS-PAGE pour les protéines E-cadherin et a-tubulin. Les cellules
HMLE exprimant Twist] ou un vecteur controle sont utilisées comme controle négatif ou
positif. © Cases E et al. Cancer Res, 2011. With permission from AACR.
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En suivant ces résultats, I’emploi de ce mode¢le cellulaire aprés un traitement au 4-OHT
pendant 12 jours a permi de générer des résultats intéressant (Fig. 6.7D-G). Les HMLE
expriment fortement CD73 et encore davantage lorsqu’elles sont exposées au 4-OHT (Fig.
6.7D). Le suivi de ces cellules vers un état mésenchymateux a été effectué en cytométrie en flux
avec les marqueurs CD24 et CD44. Ces marqueurs sont deux molécules d’adhésion cellulaire
ou CD24 est plus largement exprimé au niveau des cellules épithéliales alors que CD44 est
associé¢ a un phénotype mésenchymateux (575). L’utilisation de ces marqueurs par cytométrie
en flux a permis d’augmenter I’efficacité des expériences en améliorant la rapidité et la
quantification des résultats comparativement a d’autres méthodes. Différents marqueurs
associés a ’EMT (c-a-d. TWIST, SNAIL, E-cadherin, Vimentin, ZEB1 et ZEB2) ont quand

méme ¢été vérifié par PCR (données non-montrées).

7.4 Infiltration lymphocytaire

Une partie importante du chapitre 5 est I’étude de I’infiltration des lymphocytes T dans
le compartiement épithélial par la quantification du marqueur CDS8 (Fig. 5.3). Cependant, ce
marqueur ne fournit aucune indication quant a leur état fonctionnel par la production de
cytokines, la capacité cytolytique ou le statut de prolifération. Toutes ces caractérisques, si
absentes, peuvent diminuer la pertinence de cette infiltration. Une autre possibilité est le ratio
entre les lymphocytes T o/ et les lymphocytes y/d qui est également inconnus. De maniére
intéressante, une étude a démontré une proportion de plus de 30 % des lymphocytes T y dans le
cancer de ’ovaire séreux (576). Ces lymphocytes peuvent avoir des effets anti-tumoraux comme
les lymphocytes T o/, mais peuvent également avoir des effets pro-tumoraux par la promotion
d’une inflammation non-cytotoxique (577). Néanmoins, [’infiltration intra-tumorale
lymphocytaire dans le cancer de l’ovaire est bien décrite dans la littérature en corrélant

positivement avec la survie des patientes (Fig. 2.4).

Finalement, un anticorps anti-CD8 peut également marquer d’autres sous-types
cellulaires tels certaines cellules NK, cellules NKT et lymphocytes T régulateurs CDS8".
Cependant, la densité de I’infiltration des lymphocytes T corréle positivement avec I’expression

du CMH de classe I ainsi que HLA-DR indiquant une présentation antigénique (578,579).
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Les conclusions démontrant qu’une faible expression de CD73 potentialise 1’effet
pronostique des lymphocytes T CD8" (Fig. 5.3) peuvent étre extrapolés vers les modéles in vivo
du projet sur le cancer du sein HER2". En effet, il y a une augmentation significative de
Iinfiltration des lymphocytes T CD4" et CD8" dans le modéle TUBO lors d’une déficience de
CD73 chez I’héte (souris CD737") (Fig. 6.6C). De maniére intéressante, ces infiltrations

semblent étre potentialisées par un traitement anti-ErbB2 (Fig. 6.5A et 6.6C).

7.5 CD73 : Biomarqueur en cancer de I’ovaire

Tel que mentionné au chapitre 2, le taux élevé de mortalité dans le cancer de 1’ovaire est
principalement causé par un diagnostic tardif. Donc, une détection plus tot de la tumeur pourrait
théoriquement améliorer les résultats cliniques. Cependant, ceci reste un défi important étant
donné le manque de biomarqueurs sensibles et spécifiques avec une pathophysiologie évoluant

rapidement laissant une fenétre thérapeutique trés mince.

Spécifiquement pour le cancer de I'ovaire, CD73 pourrait agir en tant que biomarqueur
pronostique. Tel que démontré a la figure 5.2B et C ou une expression élevée de CD73 au niveau
tumoral corréle avec un mauvais pronostique. De plus, le cancer de 1’ovaire séreux a la
caractéristique unique de produire des ascites dans un compartiment facilement accessible.
L’expression de CD73 au niveau des exosomes ainsi que la forme soluble de CD73 sont deux

alternatives qui devraient d’étre investiguées en tant que biomarqueur.

7.5.1 Exosomes

Les exosomes sont des vésicules extracellulaires qui ont un réle de communication
intercellulaire. Dans un contexte oncogénique, les exosomes dérivées des tumeurs sont
caractérisés par un phénotype pro-EMT incluant TGF-f, caveolin-1, HIF1a et B-catenin (580).
Par I’expression de CD39 et CD73, ces exosomes ont ¢galement la caractéristique de moduler

le microenvironnement tumoral immunologique (580). En effet, CD73 sur ces exosomes a déja
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¢été décrit comme pouvant contribuer aux mécanismes d’immunosuppression des lymphocytes

T régulateurs (581,582) via I’activation du récepteur A2A sur les lymphocytes T (188).

Au niveau du cancer de I’ovaire, les exosomes ont été identifiés dans les ascites malignes
et joue un réle important dans la dissémination péritonéale (583). Cependant, aucun lien direct
n’a été effectué avec le role de CD73 au niveau des exosomes précisément dans le cancer de

Povaire.

D’un point de vue du cancer du sein, les exosomes dérivées des tumeurs ont également
la propriété de lier et séquestrer les anticorps, diminuant ainsi ’ADCC dépendant des cellules
NK (584). Aucun lien entre cette propriété et I’activité de CD73 n’a été établi. Etant donné
I’importance de I’ADCC dans le cancer du sein HER2", ce phénoméne biologique devrait étre

investigué.

7.5.2 CD73 soluble

Tel que décrit au chapitre 1, CD73 est une enzyme ancrée a la membrane par un GPI qui
peut étre clivé et relacher une forme soluble dans le microenvironnement tumorale et dans le
systéme circulatoire. Trés récemment, une association significative a été observée entre
’activité de cette enzyme sous sa forme soluble dans le sérum de patients atteint de mélanomes
de stade IV et leur réponse clinique au nivolumab (585). Suggérant ainsi un réle potentiel de
biomarqueur sanguin pronostique. Cette idée devrait étre étudiée dans le cancer du sein HER2"
ainsi que dans le cancer de ’ovaire séreux de haut grade étant donnée I’identification de cette

enzyme en tant que facteur pronostique au niveau tumoral aux chapitres 5 et 6.

La poursuite de cette idée est particulierement pertinente pour le cancer de ’ovaire au
niveau des ascites qui est un compartiment tres accessible et plus proche physiologiquement de
la tumeur que le systéme sanguin. De plus, des données préliminaires démontrent une
corrélation inverse entre la survie des patientes et les niveaux de CD73 soluble dans les ascites
dans une cohorte d’environ une centaine de patientes (données non montrées). La méthode de
détection du CD73 soluble devrait étre validée et ces résultats préliminaires devront étre

confirmés sur une plus grande cohorte.
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7.6 CD73 : Cible thérapeutique

Tel que discuté aux chapitres 2 et 3, plusieurs études cliniques investiguant diverses
immunothérapies en cancer de I’ovaire et cancer du sein HER2" ont démontré des résultats
cliniques encourageants chez certaines patientes. Ces résultats posent la fondation nécessaire
pour l’exploration de nouvelles immunothérapies et de nouvelles combinaisons
d’immunothérapies. Particuliérement en cancer de I’ovaire ou une multitude d’études cliniques
en immunothérapie ont été entreprises (tableaux 2.2 et 2.3). Les deux articles de recherche

présentés aux chapitres 5 et 6 démontrent CD73 comme une cible thérapeutique potentielle.

7.6.1 Cancer de ’ovaire

L’article présenté au chapitre 5 en combinaison avec deux autres articles (187,194)
démontre le réle pro-tumorale de CD73 dans plusieurs compartiments physiologiques. La
prochaine étape serait d’étudier CD73 en tant que cible thérapeutique. Il serait particuliérement

pertinent d’étudier cette cible en combinaison avec un blocage de PD-1.

Dans le modele ID8, une diminution de la mortalité a déja été démontré via I’inhibition
de CD73 par un siRNA dans les cellules tumorales (Figure 7.8A), par I’inhibiteur chimique
APCP (Figure 7.8.B) et par un anticorps monoclonal (clone TY/23) (Figure 7.8C) (187,194).
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Figure 7.8 — Knockdown de I’expression de CD73 augmente la survie globale des souris
portant des tumeurs ID8. (A) Femelles C57BL/6 sauvages ont été inoculées i.p. avec 5x10°
cellules ID8-SINS ou ID8-SiCD73. (B) Femelles C57BL/6 ont été traitées avec I’APCP 1
semaine apres 1’inoculation ID8. Groupe de 5-8 souris; *, P < 0,05; représentatif de 3
expériences indépendantes. © 2010, American Association for Cancer Research
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Beaucoup d’études précliniques ont déterminé quelles combinaisons étaient efficaces
dans le modéle de cancer de ’ovaire ID8. De maniére intéressante, toutes les études a
I’exception du laboratoire de Georges Coukos n’ont rapporté aucun effet de I’inhibition de PD-

1 en monothérapie (Tableau 7.1).

Nombre de | Souris par Clone Traitments Réponse
Traitements (dates) Réf.
ID8 injectées groupe anti-PD-1 (doses) anti-tumorale
3x10° 5 RMP1-14 500 g D10, D14 Non (420)
5x108 12 29F.1A12 200 pg D30, D32, D34, D36, D38 Oui (421)
5x10° 10 RMP1-14 250 ng D8, D11, D15 Non (422)
1x10° 10 RMP1-14 200 pg D10, D14, D18 Non (423)
1x10° 6 RMP1-14 200 pg D13, D17, D20, D24 Non (586)
5x10° 6 29F.1A12 200 pg D10, D13, D16 Oui (587)

Tableau 7.1 — Traitement monothérapie anti-PD-1 dans le modele ID8.

En observant les succés des combinaisons entre les anti-PD-1 et les différentes
immunothérapies, I’hypothese a été émise d’une synergie possible entre I’anticorps monoclonal
anti-PD-1 (clone RMP1-14) et I’anticorps monoclonal anti-CD73 (clone TY/23). Similairement
aux publications avec le clone RMP1-14, aucun effet anti-tumoral avec I’anticorps anti-PD-1
n’a été observé dans le modele ID8 (Figure 7.9). Cependant, un effet anti-tumorale significatif
a ¢té observé avec l’anti-CD73 en monothérapie, répétant ainsi les résultats observés

antérieurement par un autre laboratoire (194).
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Figure 7.9 — Survie globale des souris avec une combinaison anti-PD-1 et anti-CD73. 10
femelles C57BL/6 ont été injectées avec 5x10° cellules IDS i.p. et traitées avec 100 pg
d’anti-PD1 (clone RMP1-14) et 100 pg d’anti-CD73 (clone TY/23) a partir du jour 10; 2
fois par semaine.

Etant donné ’efficacité d’un anticorps anti-CD73 en monothérapie dans le modéle IDS,
il serait recommandé d’étudier I’effet d’un anticorps monoclonal inhibant cette cible dans le
cancer de ’ovaire séreux de haut grade. De plus, il a ét¢ démontré que CD73 joue un rdle sur
les cellules tumorales, sur les cellules mésenchymateuses, dans les ascites et sur les exosomes
dans le but de diminuer I’activité anti-tumorale du systéme immunitaire. Cette présence sur une
multitude de compartiments cellulaires établit ’inhibition de cette cible comme particuliérement

pertinente.

Une distribution particuliere a été observée concernant les niveaux d’expression de
CD73 sur les 208 échantillons du TMA du cancer de I’ovaire séreux de haut grade (Fig. 5.2A).
De maniére intéressante, cette distribution est similaire a la distribution des niveaux
d’expression de CD73 in vitro de 32 lignées cellulaires de cancer de 1’ovaire séreux obtenu du
laboratoire du Dr Anne-Marie Mes Masson (Fig. 5.2D). Permettant d’émettre I’hypothése que
I’expression de CD73 est conservée lorsqu’un échantillon de tumeur est dérivé en lignée

cellulaire.
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7.6.2 Cancer du sein HER2"

Récemment, une étude clinique de phase II étudiant la combinaison entre le lapatinib —
trastuzumab avec hormonothérapie (sans chimiothérapies) a démontré un échantillon non-
négligeable de patientes avec une réponse pathologique compléte aussi élevé qu’un contrdle
historique avec chimiothérapies (588). Démontrant ainsi pour la premiere fois la possibilité d’un
plan thérapeutique sans chimiothérapie pour les patientes atteintes d’un cancer du sein HER2".
Une inhibition efficace de la voie de signalisation du récepteur ErtbB2/HER2 semble étre la clé
pour atteindre cet objectif (589). Tel que démontré au chapitre 6, la réponse compléte observée
par le trastuzumab est dépendante des cellules NK et des lymphocytes T CD8" (Fig. 6.6A-B).
De plus, la synergie entre un traitement anti-CD73 et anti-ErbB2 (Fig. 6.4) est également
dépendante d’un systéme immunitaire compétent (Fig. S6.6). La présence de CD73 sur les
cellules cancéreuses a démontré pouvant diminuer I’effet thérapeutique d’une inhibition anti-
ErbB2 (Fig. 6.4) tout comme lorsque CD73 est exprimé par les cellules de 1’hote (Fig. 6.6A).
L’ensemble de ces résultats démontre que 1’inhibition de CD73 est une stratégie thérapeutique

potentielle dans le cancer du sein HER2".

L’¢étude FinHER démontre qu’une expression génique élevée de CD73 correle avec la
perte d’efficacité du trastuzumab sur la survie des patientes (Fig. 6.1A-B). Si une inhibition de
cette enzyme sur les cellules tumorales est recherchée, il serait pertinent de mesurer I’expression
de CD73 en tant que biomarqueur prédictif de ¢a réponse. Cependant, la figure 6.6A avec le
modele murin TUBO démontre que I’absence de CD73 sur les cellules hotes permet d’obtenir
une efficacité plus grande d’un anticorps inhibiteur du récepteur ErbB2/HER2 (clone 7.16.4)
comparativement a une souris sauvage (Fig. 6.4C-D). Démontrant ainsi un potentiel bénéfique

d’un traitement anti-CD73 malgré I’absence de CD73 au niveau des cellules tumorales.

Beaucoup de littérature existe sur les points de contrdle immunologiques PD-1 et PD-
L1 grace aux succes de I’inhibition de ces récepteurs en mélanome. Cependant, tel que présenté
a la figure 6.1C-D pour PD-L1 et a la figure 6.1E-F pour PD-1, un niveau d’expression élevé de
ces récepteurs correle avec une bonne réponse au trastuzumab. Il a déja été rapporté qu’un
niveau d’expression élevé de ces récepteurs peut corréler positivement avec 1’infiltration

tumorale des lymphocytes T CD8" et a été associé a de meilleurs résultats cliniques de maniére
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consistante (590). Donc, I’inhibition de PD-1 et PD-L1 n’est probablement pas une stratégie

optimale pour augmenter I’efficacité thérapeutique du trastuzumab.

7.7 Role de CD73 dans PEMT

Le passage d’une cellule tumorale vers un stade mésenchymateux (EMT) est considéré
comme la premiere étape vers le phénomene métastatique et est associé a une résistance aux
thérapies (591). Un des objectifs identifiés dans cette theése (chapitre 4) est de déterminer le role
de CD73 dans PEMT. Une premicre indication d’un rdle possible de cette enzyme a été
I’identification d’une corrélation entre CD73 et une signature génique EMT dans une cohorte
de cancer de I'ovaire séreux de haut grade (Fig. 5.1F). Cette association est trés intéressante
étant donné la corrélation entre CD73 et le sous-type C1 correspondant a une signature stromale
(Fig. 5.1D). L’implication de CD73 dans ’EMT a été également répertori¢ dans le dataset
METABRIC incluant plus de 2000 spécimens de cancer du sein sur 6 genes associés au

phénomene de ’EMT (Fig. S6.7).

Suite a ces observations, une série d’expériences a permis de déterminer si cette enzyme
est une cause ou une conséquence de ’EMT. Utilisant un modele cellulaire avec un gene TWIST
inductible discuté a la section *‘ 7.3 mod¢eles in vitro *’, il a été démontré que le passage vers un
état mésenchymateux induit 1I’expression de CD73 (Fig. 6.7D). De plus, le traitement in vitro
continu des cellules TUBO et SKBR3 avec le TGF-3, un fort inducteur de ’EMT, augmente
significativement 1’expression de CD73 (Fig. 6.7B-C). Cependant, I’excision du géne de CD73
par la méthode CRISPR-CAS9 n’influence pas la capacité de ces cellules a effectuer un EMT
(Fig. 6.7F-G). L’ensemble de ces résultats démontre que 1’augmentation de 1’expression de

CD73 est une conséquence de ’EMT, mais n’est pas nécessaire pour effectuer cette transition.

Trés peu de littérature existe sur le role de CD73 dans la transition épithéliale-
mésenchymateuse. De maniere intéressante, une étude sur la lignée cellulaire de cancer de la
vésicule biliaire GBC-SD a observé un changement dans 225 genes lors de ’'EMT ou le géne

de CD73 a été le plus augmenté (175). Finalement, CD73 a également été corrélé avec les
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marqueurs mésenchymateux dans diverses lignées de cancer du sein démontrant un role

potentiel dans les cellules souches de cancer du sein (176).

La prochaine étape serait de déterminer si I’augmentation de I’expression de CD73 dans
un contexte d’EMT observé au chapitre 6 se traduit in vivo. Il serait intéressant d’étudier
I’implication direct de CD73 causé par ’EMT sur différent aspect tels la prolifération in vivo,

le phénomeéne métastatique ou la diminution de la réponse anti-tumorale.

7.8 CD73 mécanisme de résistance au trastuzumab

Une observation a clairement démontré que lorsque CD73 est fortement exprimé, les
patientes atteintes de cancer du sein HER2" ne bénéficie pas du traitement trastuzumab (Fig.
6.1B). Cette observation démontre que CD73 pourrait étre associé a un possible mécanisme de
résistance. Etant donné le réle immunosuppressif de 1’adénosine générée par cette enzyme, une
hypothése expliquant cette résistance pourrait étre une inhibition du systéme immunitaire dans
le microenvironnement tumoral. Cependant, le niveau d’expression de CD73 correle faiblement
avec I’infiltration lymphocytaire stromale (Fig. 6.3A), et aucune corrélation n’a été observé avec
I’infiltration intra-tumorale (Fig. 6.3B). Démontrant ainsi qu’il y a probablement un autre
mécanisme d’action que I’influence de I’adénosine sur I’infiltration immunitaire pour expliquer

la résistance au trastuzumab lorsque CD73 est fortement exprimé.

Tel que discuté au chapitre 3, le récepteur ErbB2/HER2 active plusieurs voies de
signalisation intracellulaire. L’étude de ces voies de signalisation a permis de démontrer que ce
récepteur augmente ’expression génique dépendante de NF-xB (592). Plus précisément,
ErbB2/HER?2 active sélectivement la voie de signalisation canonique IKK-a en aval de PI3K-
AKT menant directement a ’activation du facteur de transcription NF-kB (593). Finalement, le

trastuzumab a démontré également ses propriétés de diminution de I’expression de NF-xB

(594).

Une observation in vitro intéressante a ¢été effectuée lorsque les cellules tumorales
humaines SKBR3 sont exposées au trastuzumab. En effet, suite a des traitements avec cet

anticorps, ces cellules augmentent, de mani¢re dose-dépendante, leur niveau d’expression de
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CD73 (Figure 7.10A). En se basant sur les observations que le trastuzumab diminue NF-kB,
I’ajout du ML-120B un inhibiteur chimique de NF-xB au traitement trastuzumab a permis
d’observer un effet additif dans ’augmentation de 1’expression de CD73 (Figure 7.10B) ainsi
qu’au niveau de I’ARN messager (Figure 7.10C). L’ensemble de ces résultats démontre un lien
entre ’inhibition de la voie de signalisation NF-kB et I’augmentation de 1’expression de CD73.
Avec ces résultats intéressants, il reste a élucider le lien entre I'inhibition de NF-xB et

I’augmentation de I’expression de CD73.
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Figure 7.10 — Augmentation de I’expression de CD73 NF-kB dépendant suite au
trastuzumab. (A) Cellules SKBR3 exposées a des doses croissantes de trastuzumab
pendant 3 jours. Monitoring de 1’expression de CD73 par cytométrie en flux (N=3). (B)
Similaire a (A) avec une dose fixe de trastuzumab (10 pg/mL) et de ML120B (50 pg/mL).
(C) Similaire a (B) avec une observation par PCR. SKBR3-CD73" comme lignée contrdle

positive (N=2).

D’un autre point de vue, ces observations ont été effectuées avec seulement la lignée
cellulaire SKBR3. Pour confirmer ’hypothese que CD73 agit comme mécanisme de résistance
dans le cancer du sein HER2", plusieurs autres lignées cellulaires similaires aux SKBR3 devront
étre employées tels les lignées MDA-MB-453 et SUM-225. Ces deux lignées cellulaires ont un
statut amplifié¢ pour ErbB2 et sont négatives pour le récepteur a I’oestrogeéne. En effet, il est
important que ces lignées soient négatives pour le récepteur a 1’oestrogene étant donné sa
capacité d’inhiber I’expression de CD73 (595). Pour renforcir I’hypothése initial basé sur ces

observations in vitro, une expérience in vivo est nécessaire. Cette expérience pourrait étre
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I’injection de cellules SKBR3 chez une souris immunodéficiente suivi de traitements au

trastuzumab et d’une observation de I’expression de CD73 sur les cellules tumorales.

Bref, plusieurs autres évidences devront étre accumulées avant de déterminer le rdle
potentiel de CD73 en tant que mécanismes de résistances possibles ainsi que le lien entre

I’inhibition de NF-«B et I’augmentation de 1’expression de CD73.

7.9 Conclusion

Aprés les succes des anticorps monoclonaux inhibant les points de controle
immunologique CTLA-4 et PD-1, il y a maintenant une multiplication des essais cliniques en
immunothérapie du cancer. Suite a ces premicres preuves de concept, I’objectif est maintenant
de découvrir quelles sont les meilleures synergies entre les différents agents thérapeutiques ainsi

que de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques.

Cette these a décrit 'implication de 1’ecto-enzyme CD73 comme une cible potentielle
en immunothérapie du cancer. Il est démontré que cette enzyme est surexprimée au niveau du
cancer de I’ovaire séreux de haut grade et du cancer du sein HER2". Par des modéles in vivo
pertinents, cette thése démontre que I’inhibition de cette enzyme diminue de la pression
immunosuppressive sur 1’ensemble du microenvironnement tumoral. De plus, cette thése
présente CD73 avec des roles pro-tumoraux telles I’augmentation de la prolifération cellulaire

et la transition épithéliale-mésenchymateuse.

A l’aide de modeéles précliniques, de modeles cellulaires et de banques de données
cliniques, cette these met les fondations nécessaires pour justifier le développement d’un agent
thérapeutique inhibant I’enzyme CD73. Ces observations en combinaison avec les résultats qui
seront obtenus lors de la premiére étude clinique étudiant I’inhibition de CD73 par un anticorps
monoclonal (NTC02503774) permettront d’aider le développement d’études cliniques de phase
IT et I1I dans des cancers spécifiques. L’objectif ultime étant le développement d’un nouvel agent
en immunothérapie du cancer permettant d’augmenter I’efficacité anti-tumorale du systéme

immunitaire menant vers I’amélioration des réponses cliniques.
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