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Résumé

Le neuroblastome (NB) est la tumeur extra-cranienne la plus fréquente du jeune enfant.
Malgré une thérapie multimodale tres agressive, 40% des patients atteints de NB a haut risque
rechutent. Le traitement de ces patients consiste a ¢liminer la tumeur par chirurgie, radiothérapie
et chimiothérapie, a reconstituer la moelle osseuse par une greffe de cellules souches autologues
et enfin a éliminer la maladie résiduelle (MRD) par une immunothérapie visant I’antigéne GD2
exprimé par les neuroblastes. Notre étude préclinique a examiné I’efficacité de deux stratégies
de traitements qui visent a potentialiser les thérapies actuelles et réduire leur toxicité. La
premicre consiste a réduire la masse tumorale par la radiothérapie ciblée combinée a des
radiosensibilisants. La deuxiéme approche est basée sur ’activation des cellules natural killer

(NK) pour potentialiser 1’effet de I’immunothérapie anti-GD2 et éliminer la MRD.

L’autophagie est un processus catabolique qui élimine les protéines et organelles
endommagées par différents stress incluant les irradiations. Par conséquent, inhiber I’autophagie
pourrait sensibiliser les neuroblastes aux irradiations. Or, nous avons montré¢ qu’étant trés
radiosensibles, les neuroblastes ne sont pas davantage €liminés par les irradiations quand ils sont
traités avec un inhibiteur de 1’autophagie. De plus, ’absence d’un inhibiteur efficace de

I’autophagie a usage thérapeutique ne permet pas actuellement d’adopter cette approche.

Notre étude a également permis de révéler une nouvelle approche de stimulation des
cellules NK par les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) activées par un ligand du
récepteur Toll-like, capable d’éradiquer la MRD et prévenir les rechutes de NB. Nos résultats
ont permis, d’une part, d’¢élucider les mécanismes impliqués dans la lyse des cellules NK
activées par les pDC contre les neuroblastes et, d’une autre part, de démontrer que I’axe pDC-
NK chez le patient est fonctionnel, augmente 1’efficacité de I’anti-GD2 et ¢élimine efficacement
les neuroblastes. Ainsi, I’'immunothérapie par les cellules NK est une stratégie trés prometteuse
pour traiter le NB. Cette ¢tude préclinique servira de base a 1’élaboration d’un essai clinique

pour traiter les enfants atteints de NB au CHU Sainte Justine.

Mots-clés : Neuroblastome, Autophagie, Immunothérapie anti-GD2, Cellules Natural Killer,
Cellules dendritiques plasmacytoides, Immunothérapie du cancer.



Abstract

Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid tumor in childhood. Despite
aggressive multimodal therapy, 40% of patients with high-risk NB relapse. The current therapy
comprises an induction treatment with chemotherapy and surgery, a consolidation treatment
including radiotherapy and high-dose chemotherapy followed by bone marrow rescue with
autologous hematopoietic stem cell transplantation and finally anti-GD2 immunotherapy
targeting the disialoganglioside (GD2) antigen expressed by neuroblasts to treat minimal
residual disease (MRD). Our preclinical study proposes two treatment strategies to potentiate
current therapies and reduced toxicities. The first aim to reduce tumor mass by targeted
radiotherapy combined with radiosensitizers. The second approach is based on the activation of

natural killer (NK) cells to potentiate the effect of anti-GD?2 therapy and eliminate MRD.

Autophagy is a catabolic process that recycle damaged proteins and organelles, induced
under various conditions of cellular stress including irradiation. Therefore, inhibiting autophagy
could sensitize neuroblasts to irradiation. However, our study showed that neuroblasts were
highly sensitive to irradiation and autophagy inhibitor failed to increase neuroblasts sensitization
to irradiation. In addition, the absence of a potent autophagy inhibitor for therapeutic use does

not allow this approach to be adopted.

Our preclinical study demonstrated a novel approach based on NK cell stimulation with
Toll-like activated plasmacytoid dendritic cells (pDC) that enhances the efficacy of anti-GD2
immunotherapy and prevent NB relapse. We elucidated the mechanisms involved in pDC-
activated NK cells killing of neuroblasts. We further demonstrated that neuroblasts were
efficiently killed by patient’s NK cells after stimulation by activated pDC. This is further
increased by the addition of anti-GD2 antibody. Altogether, our study demonstrates that NK
cell-based immunotherapy has a real potential to enhance anti-GD2 immunotherapy effect and
prevent NB relapse. This preclinical study will serve as a basis for the development of a clinical

trial to treat children with NB at CHU Sainte Justine.

Keywords: Neuroblastoma, Autophagy, anti-GD2 immunotherapy, Natural killer cells,
plasmacytoid dendritic cells, Cancer immunotherapy
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Chapitre 1 : Le neuroblastome

Le neuroblastome (NB) est une tumeur du systéme nerveux autonome qui se développe
a partir de cellules progénitrices de la créte neurale qui persistent anormalement durant le
développement du systéme nerveux sympathique . Le NB est un cancer presque exclusivement
pédiatrique qui apparait chez le trés jeune enfant ou durant I’enfance. La tumeur prend naissance
le plus souvent dans la glande médullosurrénale ou la chaine parasympathique et forme une
masse au niveau du cou, le thorax, I’abdomen ou le pelvis 2. Le NB est une maladie trés
complexe et hétérogeéne avec une présentation clinique allant d’une masse asymptomatique qui
peut régresser spontanément a une tumeur invasive, largement disséminée et résistante a la
chimiothérapie **. Cette hétérogénéité est associée a de nombreux facteurs tels que ’Age au
diagnostic, le stade de la maladie et les caractéristiques biologiques de la tumeur. L’ensemble
de ces facteurs influence le pronostic et les possibilités de traitements °. Des progrés significatifs
ont été réalisés dans le traitement du NB dans la derniére décennie, cependant, environ 40% des
patients atteints de NB a haut risque rechutent. Il existe donc un besoin urgent de développer de

nouvelles approches thérapeutiques pour ces patients a haut risque.

1.1 Origine et développement du neuroblastome

De nombreuses évidences suggeérent que le NB se développe in utero au cours du
développement sympatho-surrénalien et qu'il existe une phase précancéreuse embryonnaire °.
En effet, plusieurs geénes candidats liés au développement sympatho-surrénalien seraient
impliqués dans I’initiation du NB. Les cellules matures de la glande médullosurrénale et des
ganglions sympathiques proviennent d'un ensemble de progéniteurs transitoires de la créte
neurale. La différenciation de ces progéniteurs nécessite des signaux extrinseéques régulés
spatialement et temporellement. Ces signaux sont responsables des étapes de migration, de

spécification, de divergence et de maturation ¢ (Figure 1).
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Figure 1 | Le développement de la créte neurale et

Sous l'influence du MYCN (neuroblastoma derived MYC) et des protéines morphogénétiques osseuses
(PMO), les progéniteurs des neuroblastes migrent de la créte neurale vers la région latérale de la corde
et a l'aorte dorsale. Les cellules subissent alors une spécification en tant que ganglions sympathiques
primaires (GSP) avant la divergence en cellules neurales des ganglions sympathiques matures ou des
cellules chromaffines. MYCN est considéré comme un « first hit », alors que les mutations de ALK et
PHOX2B sont des mutations germinales. L'accés aux facteurs de croissance nerveuse (FCN) détermine
si une cellule ganglionnaire sympathique normale (bleue) arrive a maturité donnant ainsi une cellule
ganglionnaire terminale ou subit de 1’apoptose. La survie postnatale des cellules neuroblastiques
précancéreuses (violet) résulterait de la résistance au retrait des FCN. Ces cellules précancéreuses
persistantes subiraient ensuite un troisiéme /it responsable de la transformation maligne. [/lustration

adaptée de G.M. Marshall, D.R. Carter et al, 2014 .
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Au cours du développement sympatho-surrénal normal, 'expression du proto-oncogéne MYCN
(neuroblastoma derived MYC) est élevée dans la créte neurale post-migratoire précoce, ou elle
régule la migration ventrale et 1'expansion des cellules de la créte neurale. Les niveaux de la
protéine MYCN diminuent progressivement lors de la différenciation des neurones
sympathiques, ce qui suggere que la maturation sympatho-surrénale nécessite une absence ou
une faible expression de MYCN. En accord avec cette découverte, la transduction de la protéine
MYCN dans les neurones sympathiques quiescents du rat réactive le cycle cellulaire et bloque
la mort cellulaire qui est induite par le retrait du facteur de croissance nerveuse (FCN) 7%,
Aprés la spécification sympatho-surrénalienne et l'expansion des ganglions sympathiques
primaires, le développement du précurseur sympatho-surrénalien diverge et détermine le destin
cellulaire vers une fin neuronale ou chromaffine. Sur la base des profils d'expression des
marqueurs de différenciation, il est plausible que la cellule la plus précoce du NB est une cellule
de la créte neurale spécifique a la lignée sympatho-surrénalienne qui n'a pas recu ou répondu

aux signaux qui déterminent le destin cellulaire ¢ (Figure 1).

Au bout de 5 semaines de développement humain, la cellule de la créte neurale migrant vers ses
sites définitifs et déclenche un programme transcriptionnel qui spécifie les propriétés neuronales
et catécholaminergiques des ganglions sympathiques primaires en expansion °. PHOX2B
(Paired-like homeobox 2b) entraine l'expression d'enzymes pour la biosynthése des
catécholamines et initie un programme transcriptionnel secondaire, qui controle la
6

différenciation sympatho-surrénale terminale Les mutations de la lignée germinale

hétérozygote de PHOX2B seraient, par ailleurs, associées a un sous-ensemble de NB familiaux
10,11

Les protéines LIN28A et LIN28B (Lin-28 homolog A/B) seraient quant a elles en charge de
controler la synchronisation du développement et la croissance cellulaire au cours de
I'engagement des lignées résultantes des cellules de la créte neurale 2. L'expression ciblée de
LIN28B dans la créte neurale en développement chez des souris transgéniques induit le NB 12,
LIN28B est connu pour étre crucial dans le maintien du caractére souche tout au long du
développement embryonnaire, et cette fonction pourrait maintenir le phénotype des neuroblastes

indifférenciés '*!4. Ainsi la fonction de LIN28B dans la neurogenése est en accord avec un



modele d'initiation du NB qui nécessite une régulation aberrante des protéines du
développement.

Enfin, la tyrosine kinase ALK (Anaplastic lymphoma kinase) joue un role clé dans le
développement précoce sympatho-adrénergique pour protéger la croissance des neuroblastes in
utero contre la privation de nutriments. Les mutations germinales et somatiques de ALK qui
provoquent l'activation constitutive de la kinase sont présentes dans 8 a 10% des cas de NB et

sont associées a un mauvais pronostic '°.

1.2 Epidémiologie

Le NB est le cancer solide extra-cranien le plus fréquent représentant environ 8-10% des
cancers pédiatriques et jusqu'a 15% des déces par cancer dans cette catégorie d’age. L'incidence
du NB est estimée a 10,5 cas par million d'enfants de moins de 15 ans en Amérique du Nord et
en Europe '®!7. La maladie survient généralement chez le jeune enfant avec une majorité de cas
diagnostiqués avant 1'age de 5 ans '*!°. L’Age médian des patients au diagnostic est de 17 a 19
3,20

mois >, Il survient un peu plus fréquemment chez les garcons que chez les filles.

Des études nationales de dépistage systématique a grande échelle chez les nourrissons
par I'évaluation des taux urinaires de catécholamines ont permis de diagnostiquer le NB chez un
plus grand nombre d'enfants. Cependant, la plupart des tumeurs détectées étaient de faible
risque, avec des caractéristiques cliniques et biologiques favorables 2!, Le dépistage des
nourrissons asymptomatiques n'a pas permis d'augmenter les taux de détection du NB a haut

risque qui se manifeste habituellement a un age plus avance.

Des cas de NB familiaux ont été rapportés chez 1 a 2% des patients. Ce résultat suggeére
que les taux de mutations oncogéniques de la lignée germinale chez les patients atteints de NB
sont faibles 2*. Ces cas de NB familiaux se présentent souvent avec des tumeurs primaires
surrénaliennes multifocales ou bilatérales et sont diagnostiquées a un age médian de 9 mois.
Méme si des anomalies génétiques de PHOX2B ont été initialement rapportées, les mutations

germinales de ALK sont responsables de la majorité des cas héréditaires >%.



1.3 Présentation clinique

Les caractéristiques cliniques du NB sont trés variables et dépendent du site de la tumeur
primaire, de 1'étendue de la maladie métastatique et de la présence de syndromes

paranéoplasiques associés.

Le NB peut, en effet, apparaitre n'importe ou dans le systéme nerveux sympathique bien
que la majorité des tumeurs primaires se localisent dans la glande médullosurrénale. Les masses
tumorales s'infiltrent souvent dans les structures locales et entourent les nerfs ou les vaisseaux
vitaux tels que I'axe de l'artére cceliaque °. Les métastases surviennent dans plus de 50% des cas
et sont typiquement retrouvées dans les ganglions lymphatiques régionaux, dans la moelle
osseuse, dans le foie et dans les tissus sous-cutanés 2. Le NB métastasé au foie chez les jeunes
enfants (moins de 18 mois) atteints de tumeurs de stade 4S constitue un groupe unique chez qui

une régression compléte peut se produire sans intervention médicale °.

Le NB peut étre découvert fortuitement lors du dépistage chez les nourrissons ou les
enfants. Des symptomes non spécifiques tels que la douleur et des malaises peuvent
accompagner une maladie & un stade précoce. Dans de rares cas, l'augmentation de la
noradrénaline ou de l'adrénaline sécrétée par les tumeurs peut entrainer une hypertension
artérielle. Les tumeurs thoraciques peuvent se présenter comme des cancers découverts par
hasard lors de radiographies thoraciques °. Des symptomes dus a la compression d'organes tels
que la constipation ou la rétention urinaire caractérisent les NB situés au niveau abdominal. En
revanche, les enfants atteints d'une maladie métastatique étendue présentent des symptomes de
plus grande gravité. Une ecchymose périorbitaire caractéristique (yeux de raton laveur) est
observée chez les enfants atteints de NB métastatique dans les régions orbitaires. Une minorité
de cas peut présenter une diarrhée aqueuse abondante secondaire a des tumeurs sécrétant le

peptide intestinal vasoactif (VIPomas) ° .



1.4 Diagnostic et facteurs de pronostic

1.4.1 Diagnostic

Lorsque le NB est suspecté, des tests de laboratoire, d'imagerie radiographique et
d'évaluation histologique de la tumeur sont réalisés. Le stade et la biologie de la tumeur sont
déterminés et les patients sont stratifiés pour recevoir un traitement adapté selon leur niveau de

risque.

14.1.1 Tests de laboratoire de diagnostic.

Les catécholamines et les métabolites de catécholamines, y compris la dopamine, l'acide
homovanillique (HVA) et/ou I'acide vanillylmandélique (VMA), sont dosés dans I'urine. Un
niveau ¢élevé de ces composés est observé dans 90% des cas de NB. Les quantités de métabolites
de la catécholamine dans 1'urine sont corrélées au degré de différenciation cellulaire des cellules
tumorales dérivées de la créte neurale. Des taux élevés de dopamine ou un rapport HVA/VMA
sont associés a une maladie défavorable >’. Des niveaux élevés de catécholamines associés a des
tests en pathologie qui révelent la présence de petites cellules rondes bleues typiques dans les
tumeurs ou la moelle osseuse apres coloration a I'hématoxyline et 1’éosine (HE) sont considérés

comme suffisants pour confirmer le diagnostic de NB .

1.4.1.2 Imagerie radiographique et évaluation métastatique.

Une imagerie étendue est requise pour la stratification, la caractérisation de la tumeur
et la planification chirurgicale. Celle-ci comprend I'évaluation radiologique de la tumeur
primaire et des métastases ostéo-médullaires et/ou des tissus mous. Bien que I'échographie soit
fréquemment la premiere modalité d'imagerie utilisée pour le NB en raison de son accessibilité
et de son caracteére non invasif, une évaluation locale supplémentaire nécessite I'imagerie par

tomodensitométrie ou par IRM !,

Les tumeurs sont souvent de densité hétérogéne et présentent fréquemment des
calcifications et une atteinte régionale des ganglions lymphatiques. L'imagerie radiographique
peut étre utilisée pour définir les facteurs de risque pour l'exérése chirurgicale de la tumeur et

permet la starification de la tumeur. En effet, ’imagerie décrie l'extension locale de la tumeur



primaire, qui peut consister en une atteinte périvasculaire avec un enveloppement artériel, une
infiltration de tissus et d'organes adjacents (comme les reins ou le foie) et une infiltration de

I'espace épidural du canal rachidien 8.

L'étendue de la maladie métastatique est quant a elle évaluée par un scanner de méta-
iodobenzylguanidine (MIBG), qui utilise un radio-marqueur appelé, MIBG (une molécule ayant
une structure similaire a la noradrénaline et se lie spécifiquement aux neuroblastes qui expriment
le transporteur de la noradrénaline). L'iode-123 (1123) est préféré a 1'utilisation de 1’1131 pour
le radio-marquage du mIBG car il a une dose de rayonnement plus faible, une demi-vie plus
courte, produit des images de meilleure qualité et a une toxicité thyroidienne inférieure a I’1131
2 Des méthodes semi-quantitatives de score basées sur la MIBG sont actuellement évaluées

pour leur signification pronostique au diagnostic de NB et pendant le suivi °.

14.1.3 Evaluation histologique

La biopsie de la tumeur et/ou de la moelle osseuse confirme le diagnostic et fournit
d’importantes informations sur le pronostic. Le NB se différencie des autres tumeurs
neuroectodermiques par des critéres morphologiques et immunohistochimiques tels que
I’expression de la tyrosine hydroxylase (TH), du facteur de transcription PHOX2B, de NB84,
de PGP 9.5 (protein gene product), de la synaptophysine ou encore du GD2 (Disialoganglioside)
3132 Les tumeurs neuroectodermiques telles que le NB, le ganglioneurome (GN) et le
ganglioneuroblastome (GNB), ont des niveaux de maturation différents. Les cellules de NB sont
principalement immatures alors qu'un ganglioneurome est composé de cellules matures et
différenciées. Un ganglioneuroblastome est quant a lui composé de cellules tumorales

immatures et matures '8.

1.4.2 Stratification des patients : facteurs de pronostic

Etant donné 1'hétérogénéité biologique et clinique du NB, la stratification des patients
est essentielle afin de déterminer le pronostic et le traitement. Les stratégies de traitement sont
adaptées selon la réponse anticipée au traitement et les risques de rechute. Le défi est donc
d'identifier quels sont les patients qui peuvent bénéficier d’une thérapie réduite ou au contraire

ceux qui nécessitent une thérapie intensifiée.



Plusieurs systémes de stratifications des patients atteints de NB ont été¢ développés. Le
premier systéme est basé sur des critéres standards de diagnostic, INSS (International
Neuroblastoma Staging System) 33*. Les tumeurs de Stade 1 sont localisées et complétement
excisées sans atteinte ganglionnaire. Les tumeurs partiellement réséquées ou présentant une
implication des ganglions homolatérales sont soit des Stades 2A ou des Stades 2B. Les tumeurs
de Stade 3 sont de grandes tumeurs qui traversent la ligne médiane, des tumeurs non résécables
au moment du diagnostic, ou celles qui ont une atteinte ganglionnaire controlatérale. Les
métastases a distance caractérisent les tumeurs de Stade 4. Les tumeurs de Stade 4S sont un
sous-ensemble unique limité aux nourrissons de moins de 1 an avec une maladie métastatique

limitée a la peau, au foie et a la moelle osseuse.

Un groupe européen nommé The International Neuroblastoma Risk Group Task Force
a établi des critéres de classification qui tiennent compte des risques chirurgicaux évalués par
I’imagerie (Image-defined risk factors / IDRF) et les ont incorporés dans une nouvelle
classification, International Neuroblastoma Risk Group Staging System / INRGSS *® (Tableau
I). Dans I'INRGSS, I'étendue de la maladie locorégionale est déterminée par la présence ou
'absence d'IDRF. Les tumeurs localisées qui sont confinées dans un seul compartiment et
n'impliquant pas des structures vitales ou des vaisseaux sanguins majeurs sont classées comme
L1 et sont typiquement réséquées en amont. Les tumeurs L2 ont un ou plusieurs IDRFs qui
impliquent soit une continuité ipsilatéral de différents compartiments ou des structures vitales.
Le stade M représente une maladie avec des métastases a distance alors que le stade MS est

limité aux enfants de moins de 18 mois avec des métastases a distance.

Tableau I - Systeme de classification préopératoire — International Neuroblastoma Risk

Group Staging System (INRGSS)

Stade Criteres
L1 Tumeur localisée qui n'implique aucune structure vitale ou adjacente sans IDRF
L2 Tumeur locorégionale avec > 1 IDRF
M Métastases a distance
MS Maladie métastatique chez I'enfant < 18 mois (métastases limitées a la peau, au foie et a la moelle

osseuse)

IDRF: Image-defined risk factors. Tableau reproduit de Monclair, T., et al 2009 3



L'INRGSS est désormais utilis¢ parce qu'il offre l'avantage de stratification du
traitement basée sur un diagnostic d’imagerie préopératoire objectif, plutdt que des approches
opératoires variables. De plus, il fait maintenant partie de I'un des sept facteurs pronostiques
dans le systtme de classification internationale INRG (International Neuroblastoma Risk
Group) qui définit le prétraitement des cohortes de patients au moment du diagnostic ** (Tableau
IT). Le systeme de classification INRG comprend le stade INRGSS, 1'age du patient, 1'histologie,
le grade de la tumeur, le statut MYCN, I'état d'altération 11q et la ploidie de ' ADN.

Tableau II - Systéme de classification — International Neuroblastoma Risk Group (INRG)

Stade Age Catégorie . Groupe de
g. . g . Grade MYCN  11q Ploidie . P
INRG  (mois) histologique risque
L1/L2 GN, GNB mixte Trés bas
1 Aucun excepté NA Tres bas
GN/GNB
Amp Haut
<18 Aucun excepté NA Non Bas
GN/GNB Oui Intermédiaire
Diffa » A Non Bas
L2 terencie Oui Intermédiaire
>18 GNB nodulaire, NB PaNrEmER: NA
différencié ou
indifférencié Amp Haut
<18 NA Hyperploidie Bas
<12 NA Diploidie Intermédiaire
a <
M 1212 NA Diploidie Intermédiaire
<18 Amp Haut
>18 Haut
NA Nor.1 Tres bas
MS Oui Haut
Amp Haut

GN, Ganglioneurome; GNB, Ganglioneuroblastoma; NA, non amplifié; Amp, Amplifié. Tableau
reproduit de Cohn, S. et al. 2009 3,
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1.4.2.1 Facteurs pronostic histologiques

Le NB est caractérisé par la présence de neuroblastes, cellules dont la maturation peut
varier de la forme la plus immature (petites cellules rondes et bleues) jusqu’a la forme la plus
mature (cellules ganglionnaires). Les neuroblastes se colorent positivement pour I'énolase
spécifique des neurones (neuron specific enolase / NSE), la tyrosine hydroxylase, la
synaptophysine et le NB84 (Figure 2)*. L'analyse microscopique distinguera également les
pseudo-rosettes caractéristiques de Homer Wright autour des vaisseaux sanguins. Le systéme
de classification histopathologique Shimada de 1984 est le systéme de classification le plus
largement utilisé qui distingue les groupes cliniques favorables et défavorables *’. Le systéme
international de classification INPC (International Neuroblastoma Pathology Classification
System) 3% a été développé sur la base du systéme Shimada ou I’histologie favorable se distingue
de I'histologie défavorable par 1'age, les caractéristiques morphologiques de la différenciation
neuroblastique, le développement stromal Schwannien et de 1’indice cellulaire de mitose et de

karyorrexis (MKI) (Tableau III).

Le NB se différencie de certaines tumeurs d’origine neuroectodermique par deux
principales composantes, a savoir les cellules neuroblastiques - avec différents degrés de

différenciation - et les cellules de Schwann, en proportions variables.

Ces tumeurs sont affectées a I'une des quatre catégories suivantes :

1. Le NB (pauvre en stroma schwannien) : Par définition, la proportion de tissu tumoral
présentant une histologie riche en stroma ne doit pas dépasser 50%. Trois sous-types
sont alors distingués : 1-NB indifférencié : constitué de neuroblastes indifférenciés
sans neuropiles discernables et dans lequel des techniques complémentaires
(immunohistochimie, microscopie ¢€lectronique et / ou cytogénétique) sont
habituellement nécessaires pour établir le diagnostic. 2-NB peu différencié : défini

comme une tumeur au moins avec des foyers de neuropiles identifiables. 3-NB
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différencié : une tumeur avec 5% ou plus des cellules tumorales montrant une

différenciation synchrone (nucléaire et cytoplasmique) vers les cellules

ganglionnaires.
Type de tumeur Histologie Classification Groupe
originale de Shimada pronostic
Neuroblastoma
(Pauvre en stroma schwannien)
Favorable
Peu différencié ou différencié avec Pauvre en stroma
<1l.5ans
un indice MKI bas ou intermédiaire (Favorable) Favorable
1.5-5ans Différencié et indice MKI bas
Non favorable
<1.5 ans a) Tumeur non différenciée
b) Indice MKI élevé
a) Non- ou peu différenciée
1.5-5ans b) Indice MKI intermédiaire ou Non favorable Non favorable
élevé
>5ans Toutes les tumeurs
Ganglioneuroblastome Mélangé (riche en
3 3 Riche en stroma shwannien Favorable
mélangé stroma de Shwann

Ganglioneurome ) )
Ganglioneurome bien

(Mature ou en voie de Stroma schwannien dominant e - Favorable
différencié (Favorable)
maturation)

Ganglioneuroblastome Nodulaire riche en

; Stroma composite riche et pauvre Non favorable
nodulaire stroma

Tableau III - Systéme de classification histologique — International Neuroblastoma

Pathology Classification (INPC)

Tableau reproduit de Shimada, H. et al, 1999 **.
2 Le ganglioneuroblastome mélangé (riche en stroma de Schwann) (GNB) : une tumeur dans

laquelle des nids microscopiques bien définis de cellules neuroblastiques sont mélangés, ou

distribués aléatoirement, dans une composante ganglionnaire (Figure 2). Les nids sont
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constitués de cellules neuroblastiques a divers stades de différenciation - généralement des

neuroblastes différenciés et des cellules ganglionnaires en cours de maturation.

R RN |
W \ %

?ﬁ!? i

Figure 2 | Caractéristiques histologiques du NB

a.b. Biopsie d’un NB non différencié d’un patient de 3 ans au moment du diagnostic. a. Le NB est
composé de petites cellules bleues rondes immatures avec des noyaux hyperchromatiques
caractéristiques des cellules cancéreuses. Le MKI est ¢levé (>4%). b, L’ immunohistochimie montre que
les cellules de NB sont positives pour la synaptophysine. c-e, Biopsie provenant d’un patient agé de 12
ans diagnostiqué avec un GNB mélangé. La région centrale montre une histologie indicative d’'un NB
(partie c), avec des régions périphériques indicatives d’un GN (les fléches indiquent des cellules
ganglionnaires matures, partie d). Des foyers neuropiles sont aussi observés (partie e). Grossissement
: (a,d et e: x400) et (c: x40). GN, Ganglioneurome ; GNB, Ganglioneuroblastome ; MKI, indice cellulaire
de mitose et de karyorrexis. lllustration reproduite de Matthay, K., et al 2016 .
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3 Le ganglioneurome (stroma schwannien dominant) (GN) : est constitué¢ d'une composante
stromale schwannienne prédominante avec des cellules ganglionnaires complétement
différenciées ou en voie de maturation.

4 Le ganglioneuroblastome nodulaire (2 stroma composite riche et pauvre, classique ou
variant) : caractérisé¢ par la présence d'un ou plusieurs nodules microscopiques de NB
pauvre en stroma dans un contexte de composant riche en stroma ou dominant. Le terme

"composite" implique que la tumeur est composée de clones biologiquement différents.

1.4.2.2 Facteurs de pronostic moléculaires

La biologie moléculaire des tumeurs est également évaluée au diagnostic et est
couramment utilisée pour I’obtention d’informations pronostiques en raison de l'influence des

caractéristiques génétiques.

1. L’indice ADN

L’indice d'ADN ou la ploidie est utilisé pour l'attribution des risques et constitue un
indicateur important du succes du traitement. En effet, I’indice ADN est la quantit¢ d'ADN
contenu dans le noyau des cellules tumorales déterminée par analyse cytogénétique. La
triploidie ou I’hyperploidie (indice dADN > 1) sont des altérations chromosomiques qui
prédisent une meilleure réponse a la chimiothérapie ***°. Dans ce cas, I’augmentation du
contenu d’ADN est causée par des défauts de la mitose qui conduisent a des gains

chromosomiques sans anomalies segmentaires *!#2,

2. Anomalies chromosomiques
Les tumeurs diploides sont caractérisées par des anomalies chromosomiques segmentaires

et sont associées a une maladie réfractaire 0%,
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Amplification du gene MYCN

MYCN fait partie de la famille des facteurs de transcription MYC qui régulent plusieurs
processus cellulaires, y compris la prolifération, le cycle cellulaire, la glycolyse, la
glutaminolyse, les fonctions mitochondriales et la biogenése ***°. Le géne MYCN sur le
chromosome 2p24 a été découvert en 1983 dans des lignées de cellules de NB humain par
Schwab et ses collégues et est alors appelé MYCN #. On observe une amplification du géne
MYCN (augmentation du nombre de copies du gene) dans au moins 20% des NB et environ 40%

des NB a haut risque 3>#"48, L'

expression de MYCN est essentielle pour le développement
prénatal normal du systéme sympathique et est présente jusqu'a quelques semaines aprés la
naissance *°. Les amplifications du géne MYCN sont par ailleurs responsables de I'augmentation

de la croissance tumorale, la prolifération et le développement du NB .
Altérations chromosomiques

Les aberrations chromosomiques segmentaires (gains ou pertes de fragments
chromosomiques) peuvent également étre utilisées pour évaluer l'agressivité¢ des NB. La perte
des chromosomes 1p, 3p, 4p, 14q, 16p et 19q ou le gain des chromosomes 1q, 2p, 7q, 9p, 11p,
12q et 17q sont observés dans le NB >!*2, Parmi eux, la délétion des chromosomes 1p et 11q et
le gain de 17q sont les altérations chromosomiques les plus fréquentes dans la maladie a haut
risque ***. Le groupe international de NB (INRG) a analysé une cohorte de 8 800 enfants
diagnostiqués avec un NB et a montré que les délétions de 1p ou 11q et le gain de 17q sont

significativement associés a un mauvais pronostic *°.
e Altération du chromosome 1p

La perte d'hétérozygotie (Loss of heterozygosity/LOH) au chromosome 1p survient dans
30 a 35% des cas de NB. En outre, LOH 1p est fréquemment trouvé dans les NB défavorables
et est associée a l'amplification MYCN >, Une LOH a la bande chromosomique 1p36 est
associée a un mauvais pronostic chez les patients atteints de NB °’. De ce fait, une LOH
fréquente sur le chromosome 1p souléve la possibilité que cette région contienne des genes
suppresseurs de tumeurs et que la perte de ces geénes suppresseurs de tumeurs contribue a la
tumorigenese. En accord avec cette hypothese, la réintroduction du chromosome 1p dans le NB

induit une différenciation et une mort cellulaire %,
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e Altération du chromosome 11q

La perte allélique du chromosome 11q se produit dans environ 33-43% des patients NB
et est associée a un mauvais pronostic. La suppression de 11q est inversement associée a la
délétion 1p et a I'amplification de MYCN et en fait par conséquent un biomarqueur pour les

tumeurs agressives chez les patients ne présentant pas une amplification MYCN 3739,
e Altération du chromosome 17q

Le gain chromosomique au niveau du bras du chromosome distal 17q (17q21-qter) est
l'aberration la plus souvent retrouvée dans les NB et se produit dans 50-70% des tumeurs. Le
gain de 17q est fréquemment associ¢ a une 1p LOH, a une 11q LOH, a I'amplification du géne

MYCN, a 1’age avancé et un stade avancé °'.

3. Mutations génétiques
ALK

Le séquengage de nouvelle génération d'échantillons de NB a permis d’identifier des
mutations germinales dans le gene ALK dans la plupart des NB familiaux ainsi que des mutations
somatiques dans 14% des NB a haut risque '>%%, ALK est exprimé dans le systéme nerveux
central et périphérique et joue un role critique au cours du développement du systéme nerveux
6 Contrairement a d’autres cancers dans lesquels des translocations du géne ALK ont été

observées 306

, aucune fusion du géne ALK n'a été mise en évidence dans le NB. Seules des
mutations ponctuelles et des amplifications conduisant a une surexpression aberrante d’4LK ont
été observées dans le NB 7. Les mutations germinales découvertes comprennent R1275Q,
R1192P, G1128A, T1151M, T10871%%%8 et, dans de rares cas, les mutations F1245V et F1174V
8. La majorité de ces mutations se situent dans le domaine d'activation de la kinase F1174,
R1245 et RI1275 représentent 85% des mutations somatiques retrouvées dans les NB
sporadiques . Ces mutations sont corrélées avec de faible taux de survie !°. Des études ont
montré que le knockdown des mutants ALK ou un traitement avec un inhibiteur d'ALK, inhibe

la prolifération cellulaire du NB 7%"!. Ce résultat suggére qu’ALK a un rdle oncogénique dans

le développement du NB.
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En raison de leurs emplacements similaires sur 2p, ALK et MYCN peuvent étre co-
amplifiés. De plus, la co-expression du mutant ALK, F1174L, et MYCN accélere 1’apparition
du NB et augmente la pénétrance tumorale en comparaison avec I’amplification MYCN seule
suggérant un effet de coopération entre ces deux oncogénes '>. Ceci peut étre expliqué en
raison de l'activation de la signalisation PI3K (phosphoinositide 3-kinase) médi¢e par ALK et
conduisant a la stabilisation de la protéine MYCN. ALK active également la voie de RAS, ce
qui conduit a I’activation de la voie MAPK (Mitogen-activated protein kinases). La voie MAPK

est fréquemment activée dans les NB en rechute "+7°.

PHOX2B

Une majorité de patients avec une anomalie congénitale des cellules dérivées de la créte
neurale comme le syndrome d’hypoventilation alvéolaire centrale congénitale (congenital
central hypoventilation syndrome / CCHS) portent des mutations dans le gene PHOX2B. Le NB

est plus fréquent chez ces patients %7

, suggérant que PHOX2B peut étre associé a la
tumorigenese du NB. L’analyse de la séquence d'ADN a montré que les mutations germinales
du géne PHOX2B sont présentes dans 6,4% des NB familiaux’®. PHOX2B régule directement
la transcription du géne ALK dans le NB ce qui suggere un lien direct entre ces deux voies dans
les NB familiaux 7°. Les mutations germinales hétérozygotes qui ont été décrites dans le NB
sont R100L, R141G. L’introduction d'une mutation dérivée de patient dans le locus phox2b chez
la souris récapitule les caractéristiques cliniques de I'CCHC, mais n'a pas induit le
développement du NB 8, suggérant que les mutations de PHOX2B seules ne sont pas suffisantes

pour induire la tumorigeneése du NB. Ainsi, PHOX2B peut étre considéré comme un géne de

prédisposition au NB !,

D’autres génes, tels que TP53, EZH2, SDHB, PTPNI1, HRAS et NFI, peuvent étre

considérés comme des génes candidats dans la prédisposition au NB mais ces cas sont trés rares
60

ATRX

Une ¢étude d’association pangénomique (Genome Wide Association Study / GWAS) de
40 tumeurs de NB et une validation ultérieure du séquengage de 60 tumeurs de NB ont montré

que des mutations dans le géne ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked
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gene) sont présentes chez environ 10% des NB. Ces mutations sont plus particuliérement
fréquentes chez les patients plus agés 8'. En fonction de 1'dge, les mutations du géne ATRX sont
retrouvées dans 44% des tumeurs de patients adolescents et des jeunes adultes (>12 ans), dans
17% des tumeurs d'enfants (18 mois a <12 ans) et 0% des tumeurs de nourrissons (0 a <18 mois)
82 D’autres études sont nécessaires pour déterminer l'impact pronostique des mutations du géne

ATRX sur la survie.

4. Epigénétique

L’accumulation d’altérations génétiques et épigénétiques est a 1’origine de nombreux
cancers ¥. La régulation épigénétique de l'expression des genes est controlée par la méthylation
de I'ADN, la modification des histones, et les changements dans la constitution, la conformation
et la structure des nucléosomes. Des altérations épigénétiques ont été associées avec certains
sous-types de NB tels que les NB présentant des mutations du géne ATRX qui code pour un

régulateur épigénétique %84,

L'hyperméthylation des ilots CpG dans les promoteurs de génes induit I’inactivation des
genes. Des techniques de MBD (Methyl-CpG-binding domain sequencing) et MSP
(methylation-specific PCR) ont déterminé une signature de méthylation de 58 promoteurs qui
permet de prédire le taux de survie sans complication (EFS/ Event-Free Survival) chez les patients
atteints de NB . Ceci est cohérent avec d’autres rapports ou I'hyperméthylation est associée a
divers groupes de risques dans le NB 887, Dans le NB, les génes les plus souvent inactivés par
hyperméthylation du promoteur sont RASSFIA (Ras association domain family 1 isoform A),
un géne suppresseur de tumeur qui interfére avec la voie de signalisation RAS %, et CASPS, un
suppresseur de tumeur important dans la voie de I'apoptose médiée par les récepteurs de la mort
cellulaire ¥. D'autres génes méthylés dans le NB comprennent CHDS, pl4ARF, pl6INK4a,
CCND2, RARbéta2, TP73, RBI, DAPKI, HOXAY, TMSI, THBS1, MGMT et TIMP-3 86%91,
Beaucoup de ces geénes sont impliqués dans les voies d’apoptose. L’inactivation de ces genes

peut contribuer a la résistance a la chimiothérapie ou la rechute des tumeurs de NB.
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Les modifications des histones telles que 1'acétylation, la méthylation, I'ubiquitination et
la phosphorylation modifient la structure de la chromatine et affectent I'accessibilité des facteurs
de transcription & 'ADN. Dans le NB, la majorit¢ des membres de la famille des histones
déacétylases (HDAC) sont détectables, et certains d'entre eux sont anormalement surexprimés
92 Parmi ces HDAC, une expression élevée de HDACS est corrélée avec un faible taux de survie
chez les patients atteints de NB. Le Knockdown de certains membres de la famille HDAC dans
les cellules de NB mene a la différenciation cellulaire ou l'apoptose, et les inhibiteurs des HDAC
inhibent la croissance tumorale *>*>°. Les membres de la famille HDAC sont donc des candidats-
cibles pour la thérapie contre le NB, mais le manque de spécificité des inhibiteurs des HDAC

peut induire une grande toxicité de ces molécules.

L'expression aberrante d'autres modificateurs épigénétiques affectant la méthylation des
histones et le remodelage de la chromatine a également été observée dans le NB: la LSDI
(lysine-specific demethylase) et BMI-1 (the polycomb repressive complexl (PRCI) subunit
BMI-1) sont surexprimés dans les tumeurs peu différenciées, et la sous-expression de LSD1 ou
BMI-1 induit la différenciation cellulaire du NB *°. CHDS5 (1p36 tumor suppressor gene), une
protéine a chromodomaine qui joue un réle dans le remodelage des nucléosomes complexes est
désactivée a la fois par la méthylation de I'ADN dans son promoteur et dans la perte
d’hétérozygotie 1p (LOH) dans certains cas de NB. La restauration de CHDS5 inhibe la
croissance tumorale °’. Comme dans d'autres types de cancer, des niveaux élevés de la méthyl
transférase EZH2 ont été décrits dans le NB indifférenci¢. EZH2 est responsable de la
méthylation au niveau de H3K27 de génes suppresseurs de tumeurs dans le NB tels que CASZ],

NGFR et CLU, conduisant a ’inactivation de ces génes *%.

Ces ¢tudes indiquent que les altérations de 1'épigénome participent a la physiopathologie
du NB. Les enzymes qui régulent 1’épigénome sont donc de nouvelles cibles thérapeutiques
pour le traitement du NB. Cependant, 1’expression ubiquitaire de ces cibles pose un probléme

de spécificité du traitement et peut étre a 1’origine d’effets secondaires et de toxicité importants.
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1.5 Traitements du NB

En Amérique du Nord, la plupart des patients sont traités suivant des protocoles congus
par le COG (the National Cancer Institute—funded cooperative group, the Children’s Oncology
Group). En effet, pour déterminer une stratégie de traitement optimale, le COG adopte la
stratification des groupes a risque en combinant le stade INSS / INRGSS avec l'age au
diagnostic, les résultats histologiques ainsi que la biologie et la génétique de la tumeur. Le
patient est ensuite placé dans un groupe a risque faible, intermédiaire ou élevé. L 'intensité et la
durée du traitement sont adaptées a chacun de ces groupes *°. Pour beaucoup de patients atteints
de NB, cette stratification du risque et la détermination du traitement a été couronnée de succes.
En effet, les résultats pour les enfants a risques faible et intermédiaire ont été excellents, avec
environ 90% de taux de survie sans complication a long terme. Cependant, le taux de survie pour
les enfants atteints de NB a haut risque est de moins de 50% 2° (Figure 3). Une récente étude du

COG révéle un taux de survie EFS a 4 ans de 54,5% (ANBL0032 — Rapport COG2018) 1%,
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Figure 3 | Courbe de survie des patients atteints de NB selon le groupe de risque

Les patients avec une maladie a haut risque présentent un mauvais taux de survie sans complication
comparé aux patients a risque faible ou intermédiaire. I/lustration reproduite de Park et al. 2013 '°'.
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Les objectifs du COG sont de minimiser les complications chirurgicales et de réduire la
toxicité de la chimiothérapie, en particulier chez les patients ayant un pronostic favorable
(Figure 4). En revanche, le traitement des tumeurs a haut risque a évolué vers l'intensification
de la thérapie au cours des deux dernic¢res décennies. Effectivement, les tumeurs les plus
localisées avec des caractéristiques biologiques favorables répondent bien a la résection
chirurgicale de la tumeur. Les récurrences locales peuvent également étre traités avec une
chirurgie, alors que de rares récidives métastatiques nécessitent une chimiothérapie et dans
certains cas la radiothérapie. Cependant, pour les tumeurs cliniquement agressives et a haut
risque qui sont relativement résistantes a la chimiothérapie et a la radiothérapie, le traitement
consiste en une approche divisée en 3 phases : I’induction, la consolidation et 1’entretien.
L’induction vise a détruire la masse tumorale ainsi que les foyers métastatiques, s’il y a lieu, en
administrant une chimiothérapie a forte dose en alternant différentes associations
médicamenteuses. La chirurgie vient également éliminer la masse tumorale. Ensuite, le
traitement de consolidation vise a éradiquer la maladie résiduelle en administrant une
chimiothérapie a forte dose suivie d’une transplantation de cellules souches hématopoiétiques
autologues (TCSHA). La radiothérapie peut également étre utilisée afin de traiter la tumeur
primaire. Enfin, le traitement d’entretien vise a ¢liminer la maladie résiduelle et éviter tout risque
de rechute. Il comprend I’administration d’une immunothérapie avec I’anticorps monoclonal
(mAb) anti-GD2 (disialoganglioside, tumour-associated surface antigen) ainsi qu’une thérapie
de différenciation avec ’acide rétinoique (73-cis-RA4)'%1°? (Figure 4). Une étude randomisée du
COG a démontré I'efficacité de I'immunothérapie post-consolidation ', menant a l'approbation
par la FDA du Dinutuximab (I’anti-GD2) pour les patients a haut risque. Bien que ces résultats
soient prometteurs, un suivi plus poussé sera nécessaire pour déterminer si cette approche
menera ultimement a une amélioration de la survie a long terme. Malheureusement, ces
stratégies de traitements agressifs conférent un risque accru de dysfonctionnement des organes
et d'autres événements indésirables tardifs liés aux traitements, y compris des cancers
secondaires ', Ainsi, il est clair que des stratégies plus efficaces avec un indice thérapeutique

plus élevé sont désespérément nécessaires.
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Figure 4 | Schémas du traitement du NB selon le groupe de risque

Les patients a faible risque sont en général traités par résection chirurgicale ou sont seulement suivis en
observation quand la tumeur est susceptible de régresser spontanément. Les patients a risque
intermédiaire sont traités par chimiothérapie, le nombre de cycles de traitement dépend de leur réponse
et de la résection chirurgicale de la tumeur primaire. Les patients a haut risque nécessitent une thérapie
multimodale intensive comprenant chimiothérapie, chirurgie, chimiothérapie myéloablative avec
TCSHA, radiothérapie dans certains cas et finalement I’immunothérapie anti-GD2 et la thérapie de
différenciation. Illustration adaptée de Tolbert VP et Matthay KK, 2018 ',

1.5.1 L’induction : la chimiothérapie

La chimiothérapie d'induction comprend typiquement différentes combinaisons
d'anthracyclines (Doxorubicin), de composés a base de platine (Cisplatine et Carboplatin),
d'agents inactivant les microtubules (Vincristine), d'agents alkylants (cyclophosphamide) et les
inhibiteurs de la topoisomérase-II (Etoposide ou le VP-16) '°51%  Plus récemment, les
inhibiteurs de la topoisomérase-I (Topotecan) ont été utilisés '°’. Le but de la chimiothérapie
d’induction est de réduire la charge tumorale, d’¢éliminer les foyers métastatiques et permettre
une ablation chirurgicale plus stire de la tumeur. Les patients avec une réponse compléte ou une
trés bonne réponse partielle a I'induction ont un meilleur pronostic de survie sans complication

a long terme 106108,

1.5.2 La chirurgie

La chirurgie a un réle important a la fois au moment du diagnostic et pendant le

traitement. Au diagnostic, la chirurgie peut permettre une exérése complete de la tumeur (et
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dans ce cas, elle peut étre le seul traitement). Dans d'autres cas, lorsque les caractéristiques de
la tumeur (site, taille, relation avec les structures environnantes) indiquent que la résection
chirurgicale n'est pas possible sans risque, la chirurgie se limite a fournir suffisamment de tissu

tumoral pour effectuer le diagnostic histologique et réaliser des études biologiques *.

La résection chirurgicale vise a réaliser une résection tumorale macroscopique avec une
maladie résiduelle minimale. L'objectif de la chirurgie dans le traitement des NB a risque faible
et intermédiaire est la résection compléte en minimisant les dommages des structures adjacentes
qui sont fréquemment adhérentes a, sinon enfermées par la masse tumorale. Etant une tumeur
hautement infiltrante, le NB présente de nombreux défis pour le chirurgien car il n'est
généralement pas possible d'obtenir un examen microscopique négatif des marges de résection
dans lesquelles une résection globale est souhaitable. Dans ce sens, les efforts de différents
groupes internationaux de chirurgiens et radiologues ont permis de créer I'IDRF afin de définir
les complications liées a la chirurgie '®. Si une ou plusieurs de ces caractéristiques ont été
définies, une chimiothérapie pré-chirurgicale doit étre administrée afin de réduire la taille de la
tumeur et permettre sa résection en toute sécurité 1%, Puisque le NB a un tropisme élevé pour
les vaisseaux lymphatiques et l'infiltration de ganglion lymphatique, la résection chirurgicale de
la tumeur doit inclure l'exploration des ganglions lymphatiques loco-régionaux,

particuliérement dans les emplacements abdominaux et pelviens 1112,

1.5.3 La consolidation : chimiothérapie myéloablative et TCSHA

L'utilisation de la chimiothérapie myéloablative suivie par une TCSHA s’est traduite par
une amélioration du taux de survie sans complication chez les patients atteints de NB a haut

risque dans trois essais cliniques randomisés '6-!13:114,

Pour la TCSHA, les cellules souches du sang périphérique sont généralement prélevées
par aphérese chez les patients apres deux cycles de chimiothérapie, car des études ont montré
un rendement satisfaisant sans contamination tumorale significative ''>. Certains groupes,
cependant, préférent les recueillir aprés une chimiothérapie d'induction, en partant du principe
qu'il y aurait probablement un risque moindre de contamination tumorale avec une rémission
maximale de la moelle osseuse, bien que les rendements globaux en cellules CD34 soient plus

faibles '1.
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Le régime de conditionnement optimal pour la thérapie myéloablative est encore a
I'étude. L'irradiation corporelle totale a été initialement utilisée comme régime de
conditionnement mais n'a pas apporté de bénéfice apparent par rapport a la chimiothérapie a
doses intensives. De plus, les rayonnements engendrent de sérieux effets secondaires tels que
des troubles de croissance, des tumeurs secondaires et l'infertilité !¢, Par conséquent, les normes
de soins actuelles se concentrent sur les transplantations unique ou double avec un traitement de
conditionnement par la Carboplatine, 1’Etoposide et le Melphalan (CEM) ou par le Busulfan et
le Melphalan (BuMel) 711,

1.5.4 L’entretien : ’acide rétinoique et ’'immunothérapie

Les patients présentant un NB a haut risque entrent généralement dans la phase de maintenance
du traitement apres 1'achévement de la chimiothérapie d'induction, la résection chirurgicale et la
chimiothérapie my¢loablative avec TCSHA. Alors que de nombreux patients obtiennent une
rémission clinique compléte avec l'approche multimodale ci-dessus, la rechute reste courante
avec un taux de survie sans complication de 44% sur 2 ans '®. La maladie résiduelle est un
facteur important dans la rechute du NB. Au fil des années, plusieurs options de traitement post-
consolidation ont été étudiées dans le but d'éradiquer la maladie résiduelle et d'améliorer les

taux de survie des patients.

1.5.4.1 Thérapie de différentiation : I’acide 13-cis-rétinoique

Les rétinoides, dérivés de la vitamine A, induisent une différenciation morphologique du
NB 2, L'acide 13-cis-rétinoique (Isotrétinoine) est un dérivé synthétique de l'acide rétinoique
naturel. L'observation selon laquelle les rétinoides entrainent la différenciation neuronale in
vitro a conduit a l'incorporation de I'Isotrétinoine dans le traitement standard des enfants
présentant un NB a haut risque '2!. L'étude COG-3891 a montré que 1'Isotrétinoine administré
aprés la thérapie de consolidation améliorait la survie globale '%. Ces résultats ont établi les
doses non toxiques pour l'utilisation de ’acide rétinoique dans le traitement d'entretien des NB

a haut risque '°¢122, L'

ajout du 13-cis-RA est le plus bénéfique pour les patients qui ont survécu
sans complication au-dela de 2 ans aprées la transplantation. Cela suggere que la 13-cis-RA est
plus efficace chez les patients présentant une maladie résiduelle minimale par rapport a une

charge tumorale plus importante.
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1.5.4.2 L’immunothérapie
A. L’immunothérapie anti-GD2

L'immunothérapie a été testée au cours des trois dernieres décennies pour traiter les
cancers réfractaires a la chimiothérapie ou en rechute. Elle a aussi un grand intérét pour
éradiquer la maladie résiduelle et prévenir les rechutes *»'°!. Les mAb ciblant des antigénes
spécifiques sur la surface des cellules cancéreuses et sont de plus en plus utilisés dans le
traitement des cancers solides et hématologiques '?*. Les avantages des mAb sont leur longue
demi-vie, une faible toxicité et une grande affinité et spécificité. Plusieurs mAb (par exemple le
Cetuximab, le Bevacizumab, 1'Herceptine et le Rituximab) ont été approuvés par la FDA (Food
and Drug Administration), et beaucoup d'autres sont en cours de développement 2412,

Les mécanismes d'action des mAb peuvent étre dépendants ou indépendants du systéme
immunitaire. Les mécanismes a médiation immunitaire comprennent la cytotoxicité dépendante
des anticorps, la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) ; la
cytotoxicité dépendante du complément (CDC) ; et la capacité des mAb a modifier le milieu des
cytokines ou a améliorer le développement d'une réponse immunitaire anti-tumorale active. Les
effets a médiation non immune résultent du blocage d'un signal de survie pour la cellule
cancéreuse. Les anticorps peuvent également étre utilisés comme vecteurs ou agents cibles
lorsqu'ils sont liés a des médicaments, des radio-isotopes ou des toxines. La lyse des cellules
tumorales résulte de 1’action cytotoxique du médicament, du radio-isotope ou de la toxine qui

est dirigé au site de la tumeur par les mAb 24,

Le disialoganglioside GD2 a été identifi¢é comme étant exprimé par les tumeurs et les
sarcomes dérivés du neuroectoderme, dont le NB. Le GD2 est un glycosphingolipide qui est
exprimé a la surface cellulaire mais dont le réle est encore peu connu. Il semble jouer un rdle
dans D’attachement des cellules tumorales a la matrice extracellulaire '2%!27. GD2 est
biosynthétis¢é a partir des précurseurs gangliosides GD3/GM3 par la [-1,4-Nacétyl-
galactosaminyltransférase (GD2 synthase) '2%. Dans les cellules malignes, GD2 est exprimé dans
la plupart des NB, indépendamment du stade, et est trés abondant, avec une estimation de 5-10
millions de molécules par cellule '?°. GD2 est également exprimé par les rétinoblastomes,

certains mélanomes, cancers du poumon a petites cellules, les tumeurs cérébrales, les
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ostéosarcomes, les rhabdomyosarcomes, les sarcomes d'Ewing chez les enfants et les
adolescents, ainsi que les liposarcomes, fibrosarcomes et léiomyosarcomes '*®!3!. Plus
récemment, plusieurs laboratoires de recherche ont signalé la présence de GD2 a la surface sur

2

des cellules souches du cancer du sein *2, ainsi que sur des cellules souches neuroectodermiques

133 et mésenchymateuses '**. D’autres antigénes membranaires du NB ont également été ciblés
par des mAb tels que les molécules d'adhésion NCAM et L1-CAM, les glycoprotéines B7-H3

et les glycolipides GD3 et GM3 135137,

Plusieurs études cliniques ont montré 1’efficacité des mAb anti-GD2 dans le traitement
du NB a haut risque (3F8, mAb 14G2a IgG2 murin et le mAb chimérique humain-murin
ch14.18) 13%140 e ch14.18 a été construit en combinant la région variable (Fab) du mAb
originale anti-GD2 14.18 IgG3 murin et les régions constantes (Fc) de I'IgG1 humain !, Les
activités biologiques in vivo de 'anti-GD2 ch14.18 ont été démontrées par la capacité du sérum
des patients ayant recu le mAb a induire la CDC % et PADCC '*>!%3, Des études
pharmacocinétiques et immunologiques ont permis de montrer que le ch14.18 a une demi-vie

144145 ot qu’il est moins immunogéne que le mAb 14G2a murin. Les

plasmatique plus longue
effets secondaires les plus courants des mAb anti-GD2 sont la douleur, la tachycardie,
I'hypertension, I'hypotension, la fievre et I'urticaire. Beaucoup de ces effets toxiques sont dose-
dépendants '°. La douleur associée a la thérapie anti-GD2 est due a I’expression de 1’antigéne
GD2 sur les nerfs périphériques et est similaire a d'autres syndromes de douleur neuropathique.
Cette douleur est en général résistante aux opioides. D'autres effets secondaires observés sont
I'hyponatrémie, I’hypokaliémie, nausée, vomissement, diarrhée, maladie sérique, et des

changements occasionnels dans la réaction des pupilles a la lumiére '4%:146,

L’ADCC étant le mécanisme d’action essentiel des mAb anti-GD2, leur efficacité
dépend des cellules effectrices telles que les cellules natural killer (NK), les granulocytes et les
macrophages (Figure 5) '*7. La stimulation de ces effecteurs par des cytokines augmente leurs
capacités cytotoxiques. L’interlukine-2 (IL-2) et le facteur de croissance GM-CSF sont
administrés en combinaison avec les mAb anti-GD2 pour améliorer la fonction des cellules NK
et des granulocytes/macrophages respectivement. Le mAb anti-GD2 déclenche également la

i 103

CDC. Un essai randomis¢ publié¢ en 2010 par Yu ef a a démontré que la combinaison du
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ch14.18 avec le GM-CSF et I'IL-2 et I’acide rétinoique améliore le taux de survie sans

complication de 44 a 66% sur 2 ans.

Phagocytose cDC Granulocyte-CCDA

Macrophage

Recepteur Fc
Granulocytes
anticorps anti-GD2
(ex. 3F8, ch1418)
MNeuroblastome Cytotoxines
(ex. perforines,

granzymes)

anticorps bispécifiques
(ant-GD2 & anti-CD3

CAR HLA rare

ou absent Cellule NK
Celule T |NK-CCDA
A Y i
@ GD2 . peptide —
Activation
@ autres cibles (ex. GD3,
ALK ou APS Cellule
dendritiaue

Figure 5 | L’immunothérapie du NB

Les neuroblastes échappent aux cellules T en sous-exprimant les molécules HLA (Human leucocyte
antigens). De plus, les neuroblastes recrutent des macrophages pro-tumoraux et inhibent I’action des
cellules NK. Les cellules suppressives my¢loides et les lymphocytes T régulatrices vont également
inhiber I’activité anti-tumorale des effecteurs immunitaires. Le faible taux des mutations dans le NB par
rapport aux cancers de l'adulte, I'immaturité du systéme immunitaire chez les patients jeunes, la masse
tumorale et la chimiothérapie intensive font que le NB est faiblement immunogene. Les antigenes
glucidiques comme le GD2, le GD3 et l'acide polysialique (APS), qui sont tous des antigénes
classiquement indépendants de I’immunité T, offrent des cibles alternatives pour les thérapies a base
d'anticorps. En présence de mAb comme le 3F8 ou le ch14.18 spécifiques au GD2, les neuroblastes
deviennent sensibles a I’ADCC (CCDA : Cytotoxicité dépendante des anticorps) médiée par les cellules
NK et les granulocytes, la CMC (CDC : Cytotoxicité dépendante du complément) en se liant a C1q ainsi
que la cytotoxicité a médiation monocyte-macrophage. Les lymphocytes T polyclonaux peuvent
¢galement étre modifiés pour cibler spécifiquement les neuroblastes par le biais des récepteurs d'antigéne
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chimériques (CAR) ou d'anticorps bispécifiques (anti-GD2 x anti-CD3). Les CAR sont des fragments
anti-tumoraux a chaine Fv unique (scFv) génétiquement modifiés avec un domaine transmembranaire
ayant des motifs d'activation des lymphocytes T cytotoxiques (CD3 et CD28 / 41BB). lllustration
adaptée de NK Cheung et al, 2013 °

Seul ou avec d'autres cytokines ou mAb, le GM-CSF peut améliorer les fonctions des
cellules impliquées dans 1'activation immunitaire contre les cellules tumorales. Le GM-CSF
active directement les monocytes, les macrophages, les granulocytes et les cellules dendritiques
qui médient ’ADCC ¥ ou indirectement les lymphocytes T par le facteur de nécrose tumorale
(TNF), l'interféron (IFN) ainsi que I’IL-1 produits par les monocytes/macrophage/granulocytes
et les cellules dendritiques activées 15!, Le GM-CSF est bien toléré et permet d’augmenter le
nombre de neutrophiles et éosinophiles particuliérement affectés durant la chimiothérapie 2,
La prolifération, la maturation et la fonction des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) est
¢galement améliorée par le GM-CSF. Cela comprend le processing des antigénes et la
présentation par les macrophages et les cellules dendritiques qui pourraient favoriser l'induction,

ou l'activité anti-tumorale 3134,

Grace a son action pléiotropique, I’IL-2 est la cytokine la plus utilisée en clinique. Son
role consiste essentiellement a augmenter la prolifération, la survie et la cytotoxicité de plusieurs
cellules immunitaires telles que les cellules NK, les lymphocytes T et B %1% Dans
I’immunothérapie anti-GD2, I’'IL-2 est administrée dans le but d’augmenter I’ADCC en
stimulant la cytotoxicité des cellules NK %2, Ces derniéres expriment le récepteur de haute
affinit¢ a I’IL-2 qui, une fois stimulé, leur permet d’induire la surexpression de certains
récepteurs activateurs, d’augmenter leur potentiel de lyse ainsi que leur production de cytokines
inflammatoires '°’. En effet, L’IL-2 serait responsable de I’induction du TNFa et I’'IFNy
impliqué dans I’augmentation de I’expression des molécules HLA (Human leucocyte antigens),
généralement sous exprimées dans le NB. Par conséquent, celles-ci deviendraient sensibles a la
lyse par les lymphocytes T '*%. A I’inverse, I’IL-2 stimule également 1’expansion des cellules T
régulatrices qui pourraient en retour réprimer la réponse anti-tumorale. L’IL-2 serait aussi

associée a une toxicité importante qui limite parfois son utilisation '>°.
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B. L’immunothérapie cellulaire

En plus de I'immunothérapie par les anticorps monoclonaux, la thérapie cellulaire
utilisant le transfert adoptif d’effecteurs immunitaires, telles que les lymphocytes T CD8” et les

cellules NK, représente une stratégie trés prometteuse dans le traitement du NB (Figure 5).

En effet, les lymphocytes T CDS8" et les cellules NK jouent un role important dans
I’immunité anti-tumorale '%%!'6!, Les cellules du NB se caractérisent par une faible expression
des molécules du CMH de classe I (Complexe majeur d’histocompatibilité de classe I) qui leurs
permettent d’échapper a la lyse par les lymphocytes T. Dans ce sens, les lymphocytes T
cytotoxiques ont été génétiquement modifiés afin d’exprimer des récepteurs antigéniques
chimériques (CAR / Chimeric Antigen Recptor) spécifiquement dirigés contre 1’antigéne
tumoral tel que le GD2. Ayant la spécificit¢ d’un anticorps et un potentiel cytotoxique de
lymphocytes T, les CAR-T semblent détruire leur cible indépendamment du CMH de classe I,
rétablissant ainsi la sensibilité des neuroblastes a ces derniers %1%, Les CAR-T de premiére
génération contiennent seulement un endodomaine CD3( alors que les CAR-T de nouvelles
générations contiennent ¢galement des domaines de costimulation tels que CD28, 0X40, 4-1BB
et CD27. Les études précliniques ont démontré que ces domaines de costimulation augmentent
I’expansion, la production de cytokines et la survie des CAR-T 416 A ce jour, Les CAR-T
anti-GD2 (NCT00085930, NCT01822652, NCT03373097, NCT02107963) et anti-L1-CAM
(NCT02311621) sont les deux types de CAR-T ayant été testés en essai clinique contre le NB.
L1-CAM, étant une molécule d’adhésion surexprimée dans le NB. Les résultats de ces études
indiquent que les CAR-T induisent une réponse partielle chez les patients et que la faible
persistance des CAR-T représente la problématique majeure qui limite leur efficacité contre le

NB 166.

L’immunothérapie basée sur les cellules NK sera détaillée dans le chapitre 3 - section 3.5.
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1.5.5 Le traitement du NB en rechute et/ou réfractaire

Les patients atteints de NB réfractaire ou récidivant peuvent rarement étre guéris.
Néanmoins, les thérapies de sauvetage actuelles peuvent offrir une réponse partielle ou méme
compléte avec une amélioration des symptomes et de la qualité de vie. Deux approches
thérapeutiques sont principalement utilisées pour traiter ces patients. La premiére étant une

chimiothérapie cytotoxique et la deuxieme étant la radiothérapie.

1.5.5.1 La chimiothérapie

La chimiothérapie administrée chez les patients en rechute du NB est une chimiothérapie
qui possede des mécanismes d'action différents de celle administrée en début de traitement. Les
plus utilisées dans ce contexte sont le Topotécan, soit le Cyclophosphamide ou le

Témozolomide '*7 ou I'Irinotécan et le Témozolomide 68169,

1.5.5.2 La radiothérapie

Le neuroblastome est une tumeur radiosensible, avec des doses efficaces de 1'ordre de 15-32
Gy selon le site tumoral et le volume ainsi que 1'age du patient. La radiothérapie externe a été
considérablement améliorée grace a I’identification des facteurs de risque !"!”2. Le manque
d'essais randomisés portant sur la contribution de la radiothérapie entrave toutefois 1'évaluation
de son impact sur la survie des patients. Dans les protocoles SIOPEN actuels, 1'irradiation
externe du siege tumoral primaire est couramment utilisée aprés une chirurgie chez les patients
a haut risque (MYCN amplifié, stade 4 et stade 3 avec une biologie et/ou une histopathologie
défavorable). Cependant, lorsque le champ de rayonnement comprend des organes importants
tels que les poumons, les reins, les ovaires et la cavité orbitaire, le réglage du champ de
rayonnement est plus difficile. En outre, une attention particuliére doit étre prise en compte en
ce qui concerne I’apparition de tumeurs secondaires et des problémes de croissance dans les
sites inclus dans le champ d'irradiation, en particulier la thyroide, les os, et les gros vaisseaux
sanguins 7317, Les nouvelles technologies, telles que les techniques de photons modulées en
intensité IMRT (Intensity-Modulated RadioTherapy) ou VMAT (Volumetric Arc Therapy) et la

protonthérapie offrent la possibilité d'optimiser 1’irradiation de la tumeur tout en épargnant le
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tissu normal environnant, minimisant ainsi le risque d'effets toxiques sur les organes vitaux
176,177

La thérapie radio-métabolique avec I’I-131 est une alternative a I’irradiation externe. Les
premicres études menées dans les années 1970 ont permis d'identifier un certain nombre de
dérivés de la guanithidine, notamment la MIBG. En raison de son analogie moléculaire avec la
norépinéphrine, la MIBG est absorbée par les cellules neuroendocrines par un mécanisme actif
conduisant a une concentration spécifique de la molécule dans les cellules. Ces études ont

démontré l'efficacité de I'accumulation de MIBG dans le tissu médullaire surrénalien '7®

, ainsi
que dans les tumeurs neuroendocrines !”. Sur cette base, la MIBG radiomarquée a l'iode (I-123
ou [-131) a ét¢ introduite pour la premiere fois en tant qu'agent d'imagerie moléculaire. Par la
suite, sur la méme base, la mIBG radiomarquée a I’iode a été proposée pour I’utilisation
thérapeutique contre des tumeurs neuroendocrines '*.

Les rayonnements 3 émis par 1’iode!!

induisent 1’apoptose des cellules ayant incorporé
le MIBG. Chez des patients en rechute, un bon taux de réponse a été observé a la suite d’une
thérapie par la MIBG marqué a 1’1131 '8!, Des études en cours visent a intégrer la radiothérapie
ciblée avec la MIBG marqué a I’I131 dans la phase de consolidation, une approche qui semble
réalisable a la lumiére des résultats d'une étude de phase 1 ou cet agent a montré une activité
anti-tumorale prometteuse chez les patients atteints d'une maladie réfractaire primaire '*2.
Cependant, plusieurs limites existent pour 1’utilisation de cette approche, tels que des problémes
de dosimétrie, d'absorption non homogeéne de I'I-131 MIBG dans la tumeur en raison de
I'hétérogénéité tumorale, et une forte toxicité. Cette approche nécessite par ailleurs des
infrastructures particuliéres pour protéger le patient et le personnel soignant des radiations au

cours du traitement.

1.6 Problématique du NB en rechute et/ou réfractaires aux

traitements

Malgré les progres récents, de nombreux patients atteints de NB a haut risque présentent

soit une maladie réfractaire, soit une récurrence de la maladie et il n'existe pas de traitement
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curatif bien établi pour ces patients. Le taux de survie globale a 5 ans apres la premiére rechute
est d’environ 20%. Ce taux de survie dépend du moment de la rechute et du stade initial de la
tumeur '*%. Les patients en rechute présentent le plus souvent une maladie métastatique et
chimiorésistante dont la biologie est probablement significativement différente de la maladie
initiale en raison de mutations et d'autres adaptations induites par une chimiothérapie antérieure.
Ces rechutes sont ¢galement dues, en partie, a la présence de cellules qui n’expriment pas GD2

ou encore la présence de cellules initiatrices de tumeurs (CITs) 84,

Un tiers des patients rechutent a la suite du traitement de consolidation et de
I’immunothérapie anti-GD2. Méme si la majorité de ces patients montrent une forte expression
de GD2, de récentes études ont rapporté quelques cas ou une perte d’expression du GD2 a été
observée a la suite de I’immunothérapie anti-GD2 avec une sélection de clones GD2-négatifs
185-187 De plus, notre équipe a démontré que les patients ayant une expression hétérogéne du
GD2 au moment du diagnostic rechutent plus fréquemment a la suite de I’immunothérapie anti-
GD2. Ces résultats confirment que I’'immunothérapie ciblée sur un seul antigéne est a risque

d’échappement en raison de la perte de la cible 8%,

Etant tumeur embryonnaire, le NB présente un faible taux de mutations en comparaison
aux tumeurs adultes mais il est trés hétérogéne. La pression de sélection induite par les
traitements ou des modificateurs du microenvironnement semble favoriser la prolifération de
clones préexistants dans des niches '*°. De telles cellules sont appelées les cellules initiatrices
de tumeurs (CIT) et possedent des propriétés de cellules souches cancéreuses (CSC). En effet,
ces cellules sont caractérisées par la multipotence, un phénotype peu différencié et un potentiel
d’auto-renouvellement. L’auto-renouvellement se caractérise par une capacité a se diviser de
facon asymétrique donnant naissance a une cellule souche et une cellule différenciée. De plus,
grace a leur caractére quiescent, les CIT peuvent survivre a des conditions nutritionnelles
défavorables et sont résistants a la chimiothérapie qui cible la division cellulaire. Les CIT sont

donc a I’origine des rechutes ',

Enfin, I’échappement immunitaire semble étre impliqué dans la rechute du NB. Les
cellules du NB, comme bien d’autres tumeurs solides, ont la capacit¢ d’induire un
microenvironnement immunosuppressif en secrétant des cytokines et des facteurs autocrines et

paracrines qui recrutent les macrophages associés aux tumeurs (TAM /Tumor-Associated
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Macrophage) et les cellules myéloides suppressives (MDSC /Myeloid-derived suppressor
cells). En effet, les TAM de type 2 (M2) produisent I’'IL-4, I’IL-6, I’'IL-10, le TGF-B ainsi que
les MMP (Matrix metalloproteinases), le VEGF (Vascular endothelial growth factor) et le EGF
(Epithelial growth factor) lesquels vont promouvoir ’évasion tumorale et I’angiogenése '°'.
Une étude a rapporté une association entre la progression du NB et I’accumulation de MDSC
qui produisent I’arginase (ARG-1), le TGF-B et les ERO (espéces réactives de I'oxygéne) '°2. La
présence d’une infiltration tumorale de lymphocytes T (CD4" et CD8") et des cellules NK est
un facteur de bon pronostic dans le NB. En revanche, la présence d’un haut niveau de cellules
immunosuppressives comme les cellules T régulatrices, les TAM et les MDSC, conduit a
I’inhibition des effecteurs immunitaires qui deviennent alors inactifs et ne réussissent plus a
éradiquer les cellules de NB conduisant a la rechute >3, De plus, le microenvironnement
tumoral est également caractérisé par la présence de conditions hypoxiques qui induisent le
recrutement des cellules immunosuppressives. L’hypoxie entraine la production de HIF-1
(Hypoxia-Inducible Factor) par les cellules tumorales qui vont induire 1’expression de PD-L1
(Programmed cell death-ligand 1) '°°. Ce dernier est impliqué dans I’inhibition des effecteurs
immunitaires a travers la stimulation de son récepteur PD-1 exprimé sur la surface des cellules

NK et les lymphocytes T 7.

Tel que mentionné précédemment, le NB est caractérisé par une faible expression des
molécules HLA qui leur permettent d’échapper a la reconnaissance par les lymphocytes T. La
perte d’expression des molécules CMH de classe I sur les neuroblastes implique un moindre
processing des antigénes tumoraux normalement reconnus par les lymphocytes T et par

conséquent, échappent a la lyse médiée par ces derniers °%1%°,
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Hypothéses et objectifs

Le NB a haut risque représente prés de la moiti¢ des cas de NB et malgré des traitements
intensifs, la survie des patients a long terme est de 55%. Les études menées ces deux derniéres
décennies ont permis I’établissement d’une stratégie thérapeutique qui consiste en un traitement
d'induction intensif par chimiothérapie, un contrdle local par chirurgie et radiothérapie, une
phase de consolidation avec une chimiothérapie & dose unique ou en tandem et une greffe
autologue, et enfin une immunothérapie visant 1I’antigéne GD2 exprimés par les neuroblastes

afin d’éliminer la maladie résiduelle.

Les échecs de traitements sont dus, en partie, a la présence de cellules résistantes a ces
thérapies tel que mentionné précédemment : les cellules GD2 négatives et les CIT. Pour
¢radiquer la maladie, nous proposons, dans le cadre de cette thése, une série d’approches visant

a améliorer 1’efficacité des thérapies actuelles et de réduire la toxicité :
1. Laréduction de la tumeur par une radiothérapie ciblée combinée a des radio-sensibilisants.

2. Augmenter I’effet de I’immunothérapie anti-GD2 en augmentant I’activité anti-tumorale des

cellules natural killer (NK) en utilisant des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC).

La radiothérapie ciblée utilisant la MIBG couplée a 1’iode'!

permet de délivrer
spécifiquement de hautes doses de radioactivité directement dans les cellules de NB. L’efficacité
de ce traitement peut étre augmentée par 1’utilisation de médicaments radio-sensibilisants,
comme les inhibiteurs de 1’autophagie. L’autophagie est un processus cellulaire d’auto-
dégradation et de recyclage des composants cellulaires pouvant permettre la survie des cellules
tumorales exposées aux agents chimiothérapeutiques ou a la radiation %, Ainsi, nous émettons
I’hypothése que la radiothérapie augmente I’autophagie des neuroblastes, ce qui les rend plus

résistants a I’apoptose. Par conséquent, I’inhibition de l’autophagie pourrait augmenter la

sensibilité¢ des neuroblastes a la radiothérapie ciblée.

Par ailleurs, de nombreuses études cliniques et précliniques ont montré que les
lymphocytes du systéme immunitaire inné, les cellules NK, jouent un rdéle important dans le

controle du NB 2°12% Nous avons récemment mis en évidence in vitro que la stimulation des
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cellules NK par des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) augmente leurs fonctions

205 De ce fait, nous faisons I’hypothése que la

cytotoxiques vis-a-vis des neuroblastes
stimulation de ’activité anti-tumorale des cellules NK par les pDC permet de renforcer
I’immunothérapie anti-GD2 au cours de la phase de consolidation du traitement. Cette
immunothérapie vise a prévenir I’échappement thérapeutique des cellules GD2 négatives et a

réduire les rechutes.

A la lumiére des hypothéses avancées, nos objectifs sont les suivants :

i. Déterminer (a) le role de 1’autophagie dans la résistance du NB a la radiothérapie et (b)
I’efficacit¢ des inhibiteurs de I’autophagie dans la sensibilisation des neuroblastes a la

radiothérapie.

ii. Déterminer (a) les mécanismes impliqués dans la cytotoxicité des cellules NK contre les
cellules de NB et (b) valider la capacité des cellules NK des patients atteints de NB a éradiquer
les neuroblastes a la suite de leur stimulation par des pDC activées durant I’immunothérapie

anti-GD2.
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Chapitre 2 : Autophagie et radiothérapie par MIBG

2.1 L’autophagie

La physiopathologie du cancer se caractérise par de nombreux changements de la
composition génétique et métabolique des cellules. Par conséquent, la connaissance des
dysfonctionnements métaboliques des cellules cancéreuses a renforcé la recherche sur les
traitements adjuvants basés sur la modulation métabolique. Une des voies clés de cette
modulation métabolique est la dégradation et le recyclage des protéines via I’autophagie qui

augmente l'efficacité bioénergétique des cellules cancéreuses.

Définis comme un mécanisme catabolique hautement conservé, l'autophagie, est un
processus d'auto-ingestion cellulaire. L’autophagie est reconnue depuis longtemps comme une
voie de dégradation importante des protéines, en particulier en période de restriction des
nutriments ou de stress. Contrairement au systéme ubiquitine/protéasome qui cible des protéines
individuelles & vie courte, 1’autophagie fonctionne comme un processus global capable de
dégrader des protéines et des organites a vie longue tels que le réticulum endoplasmique, les
mitochondries, les peroxysomes, le noyau et les ribosomes 227, Les preuves indiquent que la
dégradation autophagique favorise le recyclage et la récupération des nutriments cellulaires,
permettant ainsi la survie des cellules pendant la déprivation en nutriments. Méme si, dans

certains cas, elle peut participer a la mort cellulaire 2°52%

et a parfois été considéré comme une
modalité distincte de mort cellulaire programmée (PCD), l'autophagie, est surtout un mécanisme
essentiel pour le contrdle de la qualité et le maintien de I'homéostasie. En effet, I'autophagie
basale est importante pour la dégradation des protéines et des organelles endommagées et
dysfonctionnelles. Par conséquent, il n’est pas surprenant qu’une autophagie dysfonctionnelle
ou perturbée influence les désordres métaboliques impliquées dans plusieurs pathologies, tel
que, le cancer 2!, la neurodégénérescence 2!!, le vieillissement 2!2, I'inflammation '3, I'immunité
214 et la stabilité du génome *'3. Aussi, nous savons désormais qu’outre la déprivation en
nutriments, 1’autophagie est induite par de nombreuses autres perturbations, notamment

I’hypoxie et les stress métaboliques, osmotiques et oxydants 215217,
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De maniére générale, I'autophagie fait référence a un ensemble de processus cataboliques
étroitement régulés, qui transmettent tous des composants cytoplasmiques au lysosome en vue
de leur dégradation, et qui sont généralement classés en trois types : la macro-autophagie, la
micro-autophagie et I’autophagie médiée par des protéines chaperonnes (Figure 6). La macro-
autophagie (appelé ici autophagie) implique la formation de vésicules a double membrane,
appelées autophagosomes, qui engloutissent les protéines cytoplasmiques et les organites; ces
autophagosomes sont acheminés vers les lysosomes, a la suite desquels la cargaison séquestrée
est dégradée 2'*. La micro-autophagie fait, quant a elle, référence a l'invagination de la
membrane lysosomale ou endosomale, entrainant un engorgement direct de substrats qui sont
ensuite dégradés par des protéases lysosomales 2'°. Enfin, l'autophagie médiée par des protéines
chaperonnes se distingue de la macro-autophagie et de la micro-autophagie car la cargaison n'est
pas séquestrée dans une vésicule délimitée par une membrane. Au lieu de cela, les protéines
ciblées contiennent un motif penta-peptide de type KFERQ qui est reconnu par la protéine de
choc thermique HSC70 (Heat shock cognate 70 kDa protein) qui favorise la translocation de
ces cibles a travers les membranes lysosomales dans la lumiére lysosomale via le récepteur

LAMP2A 2%,

Bien que I’autophagie fit, au départ, considérée comme un processus non sélectif, il est
maintenant bien établi qu’un nombre remarquable de cargaisons peut étre dégradé avec une
s¢lectivité ¢€levée. De plus, ces voies d'autophagie sélective ont été liées a divers états
pathologiques 2*!*?2, En effet, l'autophagie sélective dégrade non seulement, des agrégats de

protéines intracellulaires, mais aussi des agents pathogénes et des organites endommagés 223
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Figure 6 | Les principaux types d’autophagie chez les mammiferes

En réponse a un stimulus tel que la restriction en nutriments, la macro-autophagie (autophagie) débute
par la formation du phagophore, aussi appelée processus de nucléation. L'élongation de la membrane
implique la séquestration de la cargaison autophagique pour former les autophagosomes. A ce stade,
toutes les protéines ATG impliquées dans I’initiation de I’autophagie sont libérées dans le cytoplasme
excepté LC3-PE (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3). La LC3-PE (LC3II) est
nécessaire pour 1'expansion des membranes autophagiques, leur capacité a reconnaitre les cargaisons
autophagiques et la fusion d'autophagosomes avec des lysosomes. Les autophagosomes vont ensuite
fusionner avec les lysosomes conduisant a la formation de autolysosomes. En micro-autophagie, les
substrats sont directement engloutis par la membrane lysosomale. Enfin, dans 1’autophagie médiée par
les protéines chaperonnes, les substrats portant le motif pentapeptide KFERQ sont reconnus de manicre
sélective par la protéine de choc thermique 70 kDa (HSC70) et sont transportés vers les lysosomes a
travers LAMP2A. Dans les trois processus, la cargaison autophagique est dégradée via des hydrolases
lysosomales. Illustration adaptée de Kaur J et al., 2015 ***

2.1.1 Mécanismes de I’autophagie

L'autophagie est déclenchée par différents stimuli, notamment la privation de nutriments,
le stress oxydatif, 1'hypoxie, des agrégats de protéines ainsi que des organelles endommagées.
La premicre étape de I’autophagie est caractérisée par la séquestration de portions de cytoplasme
en une double vésicule liée a la membrane appelée autophagosome. L’autophagosome se
fusionne ensuite avec un lysosome, ce qui entraine la dégradation de la substance séquestrée >2°.
Des ¢études chez la levure ont identifi¢ plus de 30 protéines ATG (autophagy related genes).
Des protéines orthologues ont par la suite été identifiées 2%°. La formation d'autophagosomes
comprend trois étapes principales :

l'initiation, la nucléation et I'expansion de la membrane

d'isolement (Figure 6). Le processus complexe de formation de 1'autophagosome commence au
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site d'assemblage du phagophore (également connu sous le nom de membrane d'isolement). En
cas de stress, la cible de la rapamycine chez les mammiféres, mTOR (mamalian target of
rapamycin) est inactivée, ce qui active par conséquent l'activité de la kinase ATG1. L'activation
d’ATGI1, a son tour, provoque la phosphorylation d'ATG13 (BECLIN-1) et FIP200 et
I'autophosphorylation de protéines ULK (unc-51-like kinase). La phosphorylation et la
formation du complexe ATG13-ULK-FIP200 recrutent d'autres protéines ATG, ce qui entraine
l'initiation de la formation d'autophagosomes 2?7228, Le complexe PI3K avec les protéines ATG
recrute ensuite deux systémes de conjugaison de type ubiquitine, a savoir ATG12-ATGS5-
ATG16 et LC3-phosphatidyléthanolamine (LC3-PE), vers la structure pré-autosomique. Ceux-
ci sont, a leur tour, impliqués dans I'¢longation et l'expansion de la membrane du phagophore.
Dans le premier systéme, ATG7 active ATG12, qui est ensuite transféré a ATG10 et li¢ a ATGS.
Le complexe ATG12-ATGS se lie ensuite 8 ATG16, suivi du recrutement de ce complexe sur
la membrane du phagophore ??’. Le systéme de conjugaison ATG5-ATGI12 n'est pas lié a
l'activation de l'autophagie; par conséquent, lors de la formation de l'autophagosome, le
complexe ATGS5-ATG12-ATG16 est délogé de la membrane, ce qui en fait un marqueur moins

229 Une autre voie d'ubiquitine implique la lipidation de LC3. LC3

performant pour l'autophagie
est synthétisé en tant que pro-LC3, qui est clivé par ATG4 a I'extrémité c-terminale pour former
LC3-I. Le fragment LC3-I est conjugu¢ a PE a l'aide d’ATG7 et d’ATG3 pour former LC3-II.
La LC3-II est ensuite recrutée sur les deux membranes des autophagosomes et permet la fusion
avec les lysosomes 2*°. Aprés la fusion de l'autophagosome avec la vacuole, la cargaison

cytosolique est décomposée par les hydrolases lysosomales acides 2*'.

2.1.2 Régulation de ’autophagie

Etant donné son implication dans plusieurs processus physiologiques, I'autophagie doit
étre régulée avec précision pour éviter une activité excessive ou insuffisante. Le maintien et la
régulation de l'autophagie dans des conditions normales et pathologiques a fait 1’objet de
nombreuses études. La privation de glucose ou d'acides aminés induit I'autophagie 2****. La
protéine mTOR joue un role essentiel dans la régulation de I’autophagie. mTOR est une

sérine/thréonine kinase dont la fonction est de détecter et d’intégrer de multiples signaux
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environnementaux pour inhiber le catabolisme et coordonner la croissance et la prolifération.
C’est donc le principal régulateur négatif de I'autophagie >**. mTOR se situe en aval de la voie
anti-apoptotique PI3K/AKT liée aux récepteurs des facteurs de croissance. mTOR s'associe a
plusieurs protéines différentes pour former deux complexes distincts: mTORC1 et mTORC2
234235 Lorsque les nutriments cellulaires et les facteurs de croissance sont abondants, nTORC1
est activé et phosphoryle les protéines ATG, entrainant I’inhibition de I’autophagie. A I'inverse,
lorsque mTORCI est inhibé, ce qui se produit pendant les périodes de privation de nutriments,
l'autophagie est induite 23423

de I'AMP (AMPK) ?*¥’. La stimulation de 'AMPK par une diminution des taux d'ATP cellulaire

. mTORCI est régulé en partie par la protéine kinase dépendante

ou un stress cellulaire conduit a I'inhibition de mTORC1 qui conduit a I’activation de

’autophagie 2%,

La famille de protéines RAS comprend de petites GTPases qui interviennent dans le
controle de la croissance et de la survie des cellules. Il a ét¢ démontré que la signalisation RAS
régule l'autophagie via deux voies cellulaires principales. Premi¢rement, l'activation de RAS
entraine la stimulation de la PI3K/AKT et active mTORCI1; cela conduit a I'inhibition de
l'autophagie 2*. Inversement, RAS peut également entrainer une augmentation de I'autophagie

via la signalisation de la voie RAF/MEK/ERK 23°2%,

De plus, la voie de signalisation MAPK (Mitogen-activated protein kinase) a été liée a
la régulation de l'autophagie. La signalisation JNK, qui est activée par MAPK, conduit a la
stimulation de facteurs de transcription clés tels que C-JUN, qui régule a son tour 1'expression
de génes pro- et anti-apoptotiques tels que BAX et BCL-2 2!, 11 a été démontré que BCL-2

s'associe a Beclin-1 et I'inhibe, ce qui conduit a I'inhibition de l'autophagie >**.

2.1.3 Role de ’autophagie dans le cancer

L'autophagie joue donc différents roles dans la biologie du cancer en fonction du type
de tumeur et du contexte. Certaines données indiquent que 1'autophagie joue un réle suppresseur
dans le développement tumoral, tandis que d'autres suggerent que ’autophagie favorise la

croissance tumorale 243,

Lorsque l'autophagie est réduite ou anormale, les composants cellulaires endommagés

ou les substances nocives ne peuvent pas €tre éliminés, ce qui crée un environnement de stress
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oxydatif propice au développement d'un cancer. Dans ce contexte, I'autophagie normale peut
étre considérée comme un mécanisme de suppression tumorale. Ce concept date de la fin des
années 1990 et le début des années 2000, lorsque les premieres études ont montré que la délétion
monoallélique du géne BECNI, qui code pour la protéine BECLIN-1, se produit dans de
nombreuses tumeurs du sein, de la prostate et de l'ovaire *#?*°. Les lignées cancéreuses et les
modeles murins développés pour évaluer I'impact de la perte de BECNI1 ont montré que cela
entrainait une réduction de l'autophagie et une prolifération cellulaire accrue, impliquant BECN1

en tant que géne suppresseur de tumeur 24324,

Des mutations dans d'autres protéines cruciales de l'autophagie ont également été
identifi¢es et appuient 1'idée selon laquelle I'autophagie a une fonction de suppression de tumeur.
UVRAG est une protéine qui interagit avec BECNI1 et agit en tant que régulateur de I'autophagie.
11 a été démontré que les mutations du gene UVRAG entrainaient une diminution de l'autophagie
et une augmentation de la prolifération des cellules tumorales dans les cancers colorectaux 247
D'autres preuves du role suppresseur de tumeur de 1'autophagie proviennent de souris knock-out
pour les geénes Atg. Des études ont montré que des souris présentant une délétion d'Args
développaient plusieurs tumeurs du foie 2**. De plus, la suppression sélective d’Atg7 dans le
compartiment hématopoiétique des souris, conduit a 1'arrét de l'autophagie dans les cellules
souches et progénitrices hématopoiétiques, caractéris¢ par I'accumulation de mitochondries
anormales, I'augmentation des ERO et les dommages a I'ADN. Les souris ont une cytopénie
sévere et une hématopoiése anormale avec une augmentation de la prolifération des cellules
myéloides 2*°. L'autophagie peut également empécher la formation de tumeurs par son role dans
la gestion des ERO et la dégradation des organites. Les mitochondries sont la principale source
des ERO intracellulaires et il a ét¢ démontré que I'accumulation ou la surproduction des ERO,
qui survient lorsque les mitochondries vieillissent ou deviennent défectueuses, favorise la

carcinogenése 250231,

L’ensemble de ces données confirment I’idée selon laquelle 1’autophagie peut supprimer
la croissance tumorale. Cependant, il existe également des données montrant que les cellules
tumorales utilisent I’autophagie pour favoriser la croissance et la prolifération cellulaires et, par
conséquent dépendent davantage de I’autophagie que les cellules normales. Dans ce contexte,

I’inhibition de I’autophagie serait bénéfique pour le traitement du cancer.
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Les cellules cancéreuses en prolifération ont un grand besoin de nutriments pour leur
métabolisme et de leur production d'énergie. En dégradant et en recyclant les composantes
cellulaires, I'autophagie permet de satisfaire les demandes métaboliques des cellules tumorales
en prolifération. Le microenvironnement tumoral est caractérisé par un manque de nutriments,
d’oxygene et d’énergie. Tous ces éléments sont responsables de 1’induction de 1’autophagie par
les voies mTOR et RAS notamment 2**2°%253 En conséquence, une inhibition de 1’autophagie
par la chloroquine ou un siARN ciblant BECLIN1 permet de sensibiliser les cellules tumorales
a la chimiothérapie 2>*. Inversement, I’utilisation de miARN induisant 1'autophagie aggrave la
progression du cancer et la résistance a la chimiothérapie 2>. Des niveaux élevés d'autophagie
ont été observés dans une variété de tumeurs présentant des mutations activatrices de RAS >°.
Lorsque l'autophagie est inhibée dans ces tumeurs, dans les lignées cellulaires et chez les
modéles murins, la prolifération cellulaire diminue et la tumeur régresse 2°’. Il existe également
un nombre croissant de publications suggérant que le stress oxydatif mene a la régulation
positive de l'autophagie dans les fibroblastes tumoraux stromaux provoquant une destruction
mitochondriale (mitophagie) 2°®. Lorsque cela se produit, les cellules stromales utilisent la
glycolyse aérobie pour produire des substances telles que le lactate et les cétones, qui alimentent

a leur tour la croissance et la prolifération des cellules tumorales voisines 2*°.

2.1.4 Les inhibiteurs de ’autophagie

Compte tenu de son double réle dans la suppression et la progression tumorale,
I’inhibition et I’induction de 1’autophagie ont été proposées comme stratégies potentielles de
traitement des cancers. Des cibles pouvant étre modulées grace a des médicaments ont été
identifiées a presque toutes les étapes du processus autophagique, de la formation de

l'autophagosome a la dégradation lysosomale jusqu'a la signalisation cellulaire 2.

Dans tous les cas, les inhibiteurs ou inducteurs de 1’autophagie n’ont pas ou peu d’effets
anticancéreux lorsqu’ils sont utilisés seuls. Leur combinaison avec d’autres agents
chimiothérapeutiques ou la radiothérapie a montré qu’ils peuvent jouer un réle d’adjuvant ou de

sensibilisateurs a la chimiothérapie ou la radiothérapie 2°!.

Les inhibiteurs de 1’autophagie ciblent souvent les kinases impliquées dans la nucléation

et I’extension du phagophore ou empéchent le processus d’acidification endosomal / lysosomal,
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empéchant ainsi la fusion des autophagosomes et des lysosomes. Le wortmannin, la 3 Methyl
Adenine (3MA) et le LY294002 inhibent l'autophagie en inactivant la PI3K essentielle a la
nucléation et a I'extension du phagophore 2%, La Bafilomycine A1 est un inhibiteur lysosomal
qui altére l'autophagie en inhibant la fusion lysosomale en autophagosomes, ce qui les rend
dysfonctionnels. De plus, ce composé agit en ciblant a la fois la voie apoptotique et la voie
autophagique. La Bafilomycine A1 induit la liaison de Beclin-1 a Bcl-2 et une inhibition de
l'autophagie se produit 2%, Enfin, Vacuolin-1 est un inhibiteur similaire de I'ATPase, qui active
¢galement RAB5SA (membre de la famille de I’oncogéne RAS), conduisant a une machinerie

autophagique dysfonctionnelle ayant des effets anticancéreux 24,

La Chloroquine (CQ), I'Hydroxychloroquine (HCQ) et d'autres dérivés de la
Chloroquine sont largement exploités pour leurs applications thérapeutiques dans le traitement
du cancer 2. La Chloroquine, un médicament approuvé par la FDA, est couramment utilisée
dans le traitement du paludisme depuis plus de 60 ans 2%, mais son potentiel en tant que
médicament anti-cancéreux a récemment ¢ét€¢ mis en évidence. CQ et HCQ sont des agents
lysosomotropes qui désacidifient efficacement les lysosomes et les autophagosomes par
perméabilisation de la membrane lysosomale, entrainant une augmentation du pH lysosomal
267.268 - Cette élévation du pH inhibe les étapes finales de l'autophagie, conduisant a une
accumulation de vésicules autophagiques dans le cytoplasme, ce qui empéche la production et
le recyclage des nutriments et des métabolites. Ceci entraine des 1ésions cellulaires qui rendent
les cellules tumorales plus vulnérables a 1’action d’un médicament et a I’apoptose 2° 27°. Par
conséquent, I'exposition des cellules cancéreuses a la CQ peut entrainer une inhibition de la
croissance tumorale et I'apoptose 27?72, La CQ potentialise 1'effet anticancéreux lorsqu'elle est

utilisée en association avec différents médicaments anticancéreux dans le cancer du sein 27, le

cancer du cblon 274

, le gliome et le glioblastome 7. Par exemple, a la fois dans le mélanome et
dans les gliomes, des modeles précliniques d'inhibition de I'autophagie ont démontré leur
capacité a surmonter la résistance aux inhibiteurs de BRAF (Sérine/thréonine kinase B-Raf)
276277 Mes travaux de maitrise viennent également appuyer ces preuves en démontrant le role
de I’inhibition de l’autophagie dans la sensibilisation des neuroblastes a la Cisplatine, la

Vincristine et la Doxorubicine 2°'.
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Le profil d'innocuité de la CQ est bien connu en raison de décennies d'utilisation dans le
cadre du traitement et de la prophylaxie du paludisme. La CQ a également été étudiée en
association a des agents chimiothérapeutiques chez des patients cancéreux et a montré des
niveaux de toxicité acceptables 2®°. Dans notre projet, nous avons préféré utiliser "HCQ au lieu
de la CQ puisqu’elle produit moins d’effets secondaires que la CQ. Plus de 50 essais cliniques
en cours ¢évaluent les effets de divers traitements modulateurs de 1'autophagie sur les tumeurs
solides et hématologiques (NCT01494155, NCT01506973, NCT01828476, NCT01480154,
NCTO01897116).

Les rayonnements ionisants induisent 1'autophagie via I'hypophosphorylation de mTOR
28 mais PERK (PKR-related Endoplasmic Reticulum Kinase) peut également entrainer
I’induction de 1'autophagie aprés une irradiation >”°. La survie clonogénique aprés radiothérapie
est réduite par la CQ, dans les lignées cellulaires de cancer du sein radiorésistantes 232!, Le
Tableau IV résume les effets de la modification de l'autophagie sur l'amélioration de la

radiosensibilité ou de l'efficacité dans différents types de cancer 2.

Tableau IV — Effet de la modulation de D’autophagie sur P’amélioration de la

radiosensibilité de différents types de cancers

L, . Type de modulateur de  La voie autophagique Etude
Type de cancer Lignée cellulaire , . T .
I'autophagie impliquée /n vivo
T98G+U373MG Rapamycine (+) Inhibiteur de mTOR -
Glioblastome SuU2 NVP-BEZ235 (+) Inhibiteur de PI3K/mTOR -
U373MG cQ (-) UPR (PERK) +
H460 RADOQO1 (+) Inhibiteur de mTOR +
Cancer du . -
H460 Rapamycine (+) Inhibiteur de mTOR +
oumon
. CDDP-Résistant H460  NVP-BEZ235 (+) Inhibiteur de PI3K/mTOR -
. MDA-MB-23+MCF-7 RADOO1 (+) Inhibiteur de mTOR -
Cancer du sein ] o
MCF-7 Rapamycine Inhibiteur de mTOR -
HCT-116 BCG/CWS (+) MAPK (JNK/ERK) +
Cancer colorectal
HCT116+HT-29 cQ (-) UPR (PERK)
Cancer du
) MIA PaCa-2+PANC-1 MG132 (+) MAPK (JNK) +
pancréas

BCG/CWS, Mycbacterium bovis bacille Calmett-Guerin cell Wall Skeleton ; CQ, Chloroquine ; MG132,
Carbobenzoxy-Leu-Leu-leucinal;  NVP-BEZ235, Dactolisibn  (imidazoquinoline) ;  RADO0I,
Everolimus ; Tableau adapté de Tam et al. 2017 *2.
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2.2 La Radiothérapie par MIBG

2.2.1 La MIBG

Le NB est une tumeur radiosensible et la MIBG 1131 permet de délivrer une irradiation
ciblée avec peu d’effets sur les organes adjacents. L’iode 131 est un isotope radioactif émetteur
de rayonnement béta, en d’autres termes, ce sont des particules chargées négativement d’énergie
variable (de 0 a 600 KeV.). Ces particules ont un parcours dans les tissus qui ne dépasse pas
2mm et délivrent leur énergie le long de ce parcours. Au niveau tissulaire, les 1ésions entrainées
par ce radionucléide se font au niveau de la cellule qui le contienne mais aussi les cellules
voisines (effet cross fire). De ce fait, la distribution de la dose est donc trés hétérogéne. Au
niveau cellulaire, on observe une diminution de la capacité des cellules tumorales a proliférer.
Cela se traduit par un retard de la division, la formation de radicaux libres ou une mort cellulaire
programmée. Au niveau moléculaire, des Iésions de I’ADN sont produites directement par

ionisation ou par I’interaction avec des radicaux libres 233284,

Plusieurs protocoles incorporant la MIBG 1131 dans la prise en charge thérapeutique du
NB sont actuellement en cours d’évaluation. Certaines études évaluent I’efficacité de
I’administration de MIBG 1131 associée a la chimiothérapie de consolidation avec réinjection
de cellules souches hématopoiétiques chez des patients a haut risque. D’autres approches
incluent I’administration de la MIBG 1131 au diagnostic avant I’initiation de la chimiothérapie
d’induction de fagon a réduire le volume tumoral tout en évitant 1’apparition de résistance
précoce aux médicaments. Enfin, I’association du MIBG avec des médicaments radio-
sensibilisantes ainsi que I’utilisation de radio-nucléotides autres que I’iode 131 sont en

développement 22,
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2.3 Hypotheéses et objectifs

Plusieurs études ont démontré le role de I’autophagie dans la progression tumorale et
I’intérét des inhibiteurs de I’autophagie en combinaison avec la chimiothérapie ou la

radiothérapie dans divers types de cancers.

En se basant sur les résultats de recherches mentionnées précédemment, nous émettons
I’hypothéese que la radiothérapie augmente ’autophagie des neuroblastes, ce qui les rend plus
résistants a 1’apoptose. Par conséquent, ’inhibition de ’autophagie pourrait augmenter la

sensibilité des neuroblastes a la radiothérapie ciblée par MIBG.

Les objectifs de cette partie du projet sont de tester in vitro le role de 1’autophagie dans la

résistance du NB a la radiothérapie.

Il sera donc question d’examiner 1’effet de 1’irradiation sur les cellules du NB et de vérifier si
les neuroblastes sont plus sensibles a I’irradiation a la suite de 1’inhibition de ’autophagie par

I’'HCQ.
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2.4 Matériels et méthodes

Culture cellulaire

Les lignées cellulaires SK-N-AS, SK-N-DZ, SK-N-SH et SK-N-FI sont des cellules
adhérentes qui proviennent de métastases de moelle osseuse de patients atteints de NB et ont été
obtenues de I’ American Type Culture Collection (ATCC). Les cellules IGR-N91 et IGR-NB8
proviennent de I’Institut Gustave Roussy (Villejuif, France) et dérivent aussi de métastases de

moelle osseuse. Les lignées NB7-SJ et NB10-SJ proviennent de St Judes chelidern’s research

hospital (Memphis, E.U.).

La lignée SK-N-AS ne possede pas une amplification MYCN mais présente une LOH Ip et 11q
ainsi qu’un gain 17q. La lignée SK-N-DZ contient une amplification MYCN, un gain
chromosomique 17q ainsi qu’une LOH 11q. Les cellules SK-N-SH contiennent le gain 17q et
la LOH Ip. Les cellules IGR-N91 et IGR-NBS contiennent toutes deux I’amplification MYCN,
la LOH 1p et le gain 17q. Les cellules sont maintenues a 37°C dans une atmosphére humidifiée
composée de 5% de CO: et sont cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF) (Wisent Bioproducts, St-Bruno,
QC). Les passages cellulaires ont été effectués une fois que les cellules atteignent 80 a 90% de

confluence.

Traitement des cellules

Les lignées cellules SK-N-AS, SK-N-DZ, SK-N-SH, IGR-N91, IGR-NBS ainsi que les
lignées NB10-SJ, NB7-SJ et SK-N-FI ont été traitées avec des doses d’HCQ (Millipore Sigma,
ON, Canada) allants de 0 a 10 uM et ont été exposées a des doses uniques d’irradiation par
rayons-X (Faxitron x-ray) allants de 0 a 50 Gy. Les cellules ont été ensuite analysées a 2, 4, 6,

24 ou 48h post-irradiation selon les conditions.

Extraction de protéines et immunobuvardage de type Western

Les culots cellulaires ont été obtenus apres centrifugation et ont été resuspendus dans

500 pl de tampon de lyse (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, ] mM EDTA, 1 mM EGTA,

47



1% Triton X-100, 0.5% P-40 Nonidet, 1 mM orthovanadate de sodium, 1 mM fluoride de
sodium) et incubés 30 min a 4 °C. En utilisant le réactif Micro BCATM (Thermo Scientific,
Rockford, IL, E.-U), la quantité de protéines contenu dans les lysats cellulaires a été déterminée.
Une quantité¢ de 20 pg de protéines par échantillon a été solubilisées dans un tampon de
Laemmli, portées a ébullition durant 5 min, séparées par SDS-PAGE et transférées sur une
membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF). Les liaisons non spécifiques ont été bloquées
par une incubation des membranes dans un tampon TBS (20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM
NaCl) contenant 3% d’albumine sérique bovine (BSA) durant 1h a température piece. Les
membranes ont €té ensuite incubées avec les anticorps primaires anti-LC3B 1/3000 (ab65041,
abcam), anti-p62/SQSTM1 (51148, Cell Signaling) et B-actine 1/5000 (ab8227, abcam) toute la
nuit a 4 °C. Une ¢étape de lavage de 15 min des membranes de PVDF dans un tampon TBS (20
mM Tris-HCI (pH 7.4) ,150 mM NaCl) contenant 0.1% de Tween 20 a été effectuée. Les
membranes PVDF sont ensuite incubées durant 1h avec des anticorps anti-lapin ou anti-souris
conjugués a la peroxydase horseradish dilués dans 3% de BSA et suivi d’une seconde étape de
lavage de 15 min dans un tampon TBS (20 mM Tris-HCI (pH 7.4),150 mM NaCl) contenant
0.1% de Tween 20. Des bandes immunoréactives sont visualisées a I’aide d’un systéme de
détection a ’ECL (PerkinElmer, Waltham, MA, E.-U). La quantification des bandes détectées

a été réalisée par densitométrie en utilisant ImageJ 1.48v Software USA.

Transfection avec le plasmide ptLC3 et microscopie confocale

Les cellules NB8-IGR ont été platées a 4 x 10°/puit dans des chamber slides (Thermo
Scientific, Rochester, NY). Apres 24h, les cellules ont été transfectés avec le plasmide ptfLC3
(monomeric red fluorescence protein (mRFP)-GFP tandem fluorescent-tagged LC3) en utilisant
le X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche Applied Science, Hague Road, IN)
selon les instructions du fabricant. Aprés 48h le milieu a été changé pour du DMEM 10% SVF
qui contient ou non de I’lHCQ (10uM) puis maintenue en incubation a 37 °C et 5% CO,. A 72h,
les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde a 3% durant 15 min suivie d’une
perméabilisation cellulaire avec du 0.1% Triton X-100 pendant 5 min. Une étape de blocage des
sites non spécifiques est réalisée dans du PBS 3% BSA durant 30 min, suite & quoi une coloration

des noyaux a été effectuée en utilisant le Hoechst 33258 (Invitrogen, Eugene, OR). Les slides
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ont été ensuite lavées avec du PBS puis visualisées avec le microscope confocal (the Ultraview

Vox Confocal Imaging System, Perkin Elmer).
Test clonogénique

Les cellules ont été platées dans des plaques de culture de 6 puits a une densité de 200,
400 et 600 cellules par puits. Apres 24h, les cellules sont traitées ou non avec de ’HCQ a une
concentration de 1uM. Apres 48h, le milieu de culture est remplacé par du DMEM 10% SVF.
Ensuite, les cellules sont irradiées avec des rayons-X a une dose de 0, 2 et 5 Gy. Les colonies
sont colorées a I’aide de 0,01% (p/v) de cristal violet puis comptées 14 jours apres I’irradiation.
Une colonie est définie par un minimum de 50 cellules. Le calcul de la fraction de survie a été
obtenue selon la formule : (le nombre de colonie comptées / le nombre de cellules platées) /
efficacité¢ d’¢talement. L’efficacit¢ d’étalement étant (le nombre de colonies comptées de la

condition contrdle / nombre de cellules platées de la condition control) x 100.
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2.5 Résultats

2.5.1 Les cellules du NB ont un niveau basal d’autophagie élevé

Afin de déterminer I’effet de I’irradiation sur la modulation de I’autophagie, nous avons
d’abord vérifié le niveau d’autophagie dans les lignées cellulaires de NB. L une des méthodes
les plus utilisées pour mesurer 1’autophagie est I’immunobuvardage de type western. En effet,
LC3 est un marqueur de choix de I’autophagie qui peut prendre la forme LC3I (bande de 16
kDa) ou LC3II (bande de 14kDa). A 1’état basal, LC3I est présent sous la forme soluble diffuse
au niveau du cytoplasme. Une fois 1’autophagie initiée, LC31I va se convertir en LC3II en se
liant spécifiquement aux structures autophagiques (phagophores, autophagosomes et
autophagolysosomes) 2%. Une fois le contenu des autophagosomes dégradé par les protéases
lysosomales, LC3II est scindé et reprend la forme LC3I diffus dans le cytoplasme. La quantité
de LC3II détectée par western blot est, par conséquent, proportionnelle au nombre
d’autophagosomes présents dans la cellule. Le niveau d’autophagie est déterminé par le ratio de
la densité de la bande LC3II sur LC3I. Nous avons constaté que LC3II est présent dans toutes
les lignées de NB et que le ratio LC3II/LC3I est élevé dans la plupart des lignées de NB (Figure
7). La densité élevée de la bande LC31 témoigne également d’un recyclage rapide du LC3II. Ce
résultat indique que plusieurs lignées cellulaires de NB affichent une activité autophagique

élevée.
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Figure 7 | Le niveau d’autophagie dans les cellules du NB

Les lysats de cellules SK-N-AS, SK-NDZ, SJ-NB7, IGR-NBS, SJ-NB10, IGR-N91, SK-N-FI
et SK-N-SH ont été¢ analysés pour I’expression de LC3I et LC3II par immunobuvardage de type
Western. La B-actine a été utilisée comme témoin de charge. Les formes LC3I et LC31I ont été
quantifiées par densitométrie.

2.5.2 L’irradiation n’augmente pas le niveau d’autophagie

En plus de LC3, d’autres substrats spécifiques de [’autophagie, tel que p62
(SQSTM1/Sequestome-1), peuvent é&tre utilisés afin de mesurer 1’autophagie. p62 est
s¢lectivement incorporé dans le cargaison autophagique et efficacement dégradé par les
protéases lysosomales 2%, Par conséquent, I’expression de p62 est inversement corrélée a

I’autophagie.

Plusieurs situations de stress cellulaire sont connues pour induire I’autophagie, incluant
les agents chimiothérapeutiques et la radiothérapie. De ce fait, nous avons examiné ’effet de

I’irradiation sur le niveau d’autophagie des cellules du NB. Nos expérimentations indiquent que

51



I’irradiation n’augmente pas 1’autophagie dans les cellules du NB. En effet, I’autophagie révélée
par le ratio LC3II/LC3I n’est pas augmentée a la suite d’une dose d’irradiation de 5, 10, 20 et
50 Gy dans les lignées IGR-N91 et IGR-NB8. La présence de bandes p62 confirme également
ce résultat sachant qu’une perte d’expression de p62 est indicative d’une activation de
I’autophagie (Figure 8. A et B). Dans la lignée IGR-NBS, le ratio LC3II/LC3I est similaire entre
les cellules non-irradiées et les cellules irradiées et ne semble pas étre augmenté. Cependant,
quoiqu’on observe une diminution de I’expression de la bande p62, cette perte d’expression est

¢galement observée dans les cellules controles.

De plus, les cellules ont été traitées avec I’HCQ, un inhibiteur de la phase tardive de
I’autophagie. En bloquant la dégradation de la cargaison autophagique grace a une augmentation
du pH lysosomal, une accumulation des autophagosomes dans la cellule se traduit par une
augmentation de LC3II visible par western blot. En conséquence, apres traitement a I’HCQ,
I’augmentation du niveau de LC3II est due a I’inhibition tardive de I’autophagie qui ne permet
pas le recyclage de LC3I1. Nous avons observé une forte expression de LC3II dans les cellules
traitées avec 10uM d’HCQ, ce qui démontre que I’'HCQ est un inhibiteur efficace de
I’autophagie dans les cellules de NB (Figure 8A et 8B).

L’autophagie étant un processus dynamique, nous avons quantifié le niveau
d’autophagie sur une cinétique de 48 heures apres I’irradiation. Nous n’avons pas observé de
différence significative du ratio LC3II/LC3I entre les cellules non-irradiées et les cellules
irradiées au cours du temps. En revanche, le niveau d’expression de p62 diminue quand les
cellules sont irradiées a une dose fixe de 5Gy. Ces résultats suggérent que 1’irradiation des
cellules de NB n’induit pas une augmentation significative de 1’autophagie au cours des 48

heures post-irradiation (Figure 8.C).

Pour confirmer les données précédentes et visualiser la dynamique des autophagosomes,
nous avons procéd¢ a la transfection de la lignée IGR-NBS avec le plasmide ptfLC3 (LC3-GFP-
RFP). Dans les conditions ou I’autophagie est activée, le signal GFP est ¢éliminé sous I’effet des
protéases lysosomales et on observe seulement le signal RFP (autophagosomes sous forme de
points rouges). Au contraire, quand I’autophagie est inhibée par ’HCQ), les signaux GFP et RFP
sont visibles se traduisant par des autophagosomes jaunes. En réalité, ce signal jaune est généré

par I'union des deux signaux vert et rouge témoignant ainsi du blocage de la fusion entre les

52



autophagosomes et les lysosomes. Les images obtenues par microscopie confocale confirment
les résultats obtenus par immunobuvardage qui montrent que I’HCQ inhibe 1’autophagie et que

I’irradiation a dose de 5Gy n’augmente pas cette dernicre (Figure 8.D).

En conclusion, nos résultats montrent une autophagie élevée dans les cellules du NB qui

n’augmente pas sous I’effet de I’irradiation.
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Figure 8 | Effet de I’irradiation sur la modulation de I’autophagie

(A.B) Les cellules IGR-N91 et IGR-NBS ont ¢été traitées, selon les conditions, avec 10 uM
d’HCQ seule ou en combinaison avec différentes doses d’irradiations aux rayons-X. Les lysats
de cellules ont ¢été¢ ensuite analysés pour I’expression de LC3, p62 et la B-actine par
immunobuvardage. Le ratio LC3II/LC3I et p62 ont été¢ quantifiés par densitométrie. (C) Les
lysats de cellules IGR-NBS8 ont été récoltées a 2, 4, 6, 24 et 48h apres exposition a une irradiation
aux rayons-X de 5Gy. L’expression de LC3, p62 et la B-actine a été réalisée par
immunobuvardage. Le ratio LC3II/LC3I ainsi que p62 a été quantifiée par densitométrie. (D)
Une analyse par microscopie confocale a été réalisée sur des cellules IGR-NBS transfectées avec
le vecteur RFP-GFP-LC3 traitées, selon les conditions, avec 10 uM d’HCQ durant 24h et
exposées & une dose d’irradiation aux rayons-X de 5 Gy. (Echelle 5 um).

55



2.5.3 L’HCQ ne sensibilise pas les neuroblastes a I’irradiation

Nous avons ensuite examiné 1’effet de 1’inhibition de 1’autophagie par ’HCQ sur la
sensibilité des neuroblastes a 1’irradiation. Pour ce faire, nous avons effectué des tests
clonogéniques sur les lignées IGR-N91 et IGR-NBS8. Le test clonogénique est le test le plus
communément utilisé pour mesurer la capacité de prolifération (production de colonies) des
cellules irradiées. Nos résultats montrent que les lignées IGR-N91 et IGR-NBS sont hautement
sensibles a l’irradiation (Figure 9). En effet, le nombre de colonies détectées apreés 5 Gy
d’irradiation est trés fortement diminué et pratiquement aucune colonie ne se forme apres 10 Gy
d’irradiation. Le blocage de ’autophagie par prétraitement des cellules avec ’HCQ ne diminue
pas le nombre de colonies pour la lignée IGR-N91 mais diminue de moitié¢ le nombre de colonies
de la lignée IGR-NBS8 (Figure 9). Ce résultat suggere un effet toxique de ’'HCQ sur certaines
lignées de NB. Lorsque les cellules de NB sont traitées a I’HCQ puis irradi€es, le nombre de
colonies ne diminue pas significativement en comparaison avec les cellules irradiées pour la
lignée IGR-N91 mais diminue pour la lignée IGR-NBS en raison de 1’effet toxique de ’HCQ
sur ces cellules. Ces résultats indiquent que les cellules de NB sont tres sensibles a I’irradiation
et que I’inhibition de 1’autophagie n’apporte pas un gain significatif pour I’éradication des

neuroblastes.
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Figure 9 | L’HCQ ne sensibilise pas les cellules de NB a ’irradiation

Les lignées cellulaires IGR-N91 et IGR-NBS ont ét¢ mis en culture a raison de 200, 400, 600
ou 1000 cellules par puits, traitées ou non a I’HCQ puis irradiées a une dose de 0, 2, 5 ou 10Gy,
respectivement. Les cellules ont été fixées, colorées au Crystal violet puis comptées, 14 jours
apres D’irradiation. Une colonie est définie par un minimum de 50 cellules. Les tests
clonogéniques sont représentés par le % de la fraction de survie.
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2.6 Discussion

Les résultats préliminaires de cette premiere partie du projet de recherche a révélé
I’inefficacité¢ de I’'HCQ a sensibiliser les cellules du NB a I’irradiation. En effet, nous avons
montré que le niveau basal d’autophagie est ¢levé dans les cellules du NB, que I’irradiation
n’augmente pas d’avantage le niveau d’autophagie des neuroblastes et que 1’inhibition de
I’autophagie par ’HCQ ne sensibilise pas les neuroblastes a I’irradiation. Ces données suggerent
que la modulation de I’autophagie en utilisant ’HCQ en combinaison avec la radiothérapie ne

semble pas étre présentement une approche efficace dans le traitement du NB.

Le r6le de ’autophagie dans le cancer reste a ce jour trés controversé, néanmoins, le
consensus penche en faveur du fait qu’une absence d’autophagie favorise la tumorigenese (role
suppresseur de tumeur) alors qu’une tumeur déja établie utilise I’autophagie afin de maintenir
sa survie (role pro-tumorale). En accord avec cette notion, nos résultats ont montré un niveau
d’autophagie basal élevé dans plusieurs lignées cellulaires de NB. Cependant, une forte
expression de la bande LC3I ou une absente de bande LC3II n’est pas forcement indicative
d’une absence d’autophagie. En effet, 1’activité ou le flux autophagique est un processus
dynamique qui implique un recyclage du LC3. Ce concept, rend I’interprétation des résultats
trés complexe, d’ou le besoin d’utiliser plusieurs méthodes de quantification ou de visualisation
des autophagosomes tel que la microscopie ¢€lectronique ou I’immunofluorescence. Aussi,
I’utilisation de plusieurs témoins positifs et négatifs est importante pour permettre une analyse
compléte et justifiée. En effet, dans nos expérimentations un contrdle avec des cellules
neuronales aurait ¢été nécessaire afin de confirmer une augmentation du flux basal de
I’autophagie. En examinant la littérature, il a été rapporté que I’autophagie est hautement régulée
dans les cellules neuronales afin de préserver 1’intégrité structurelle a travers les composantes
axonales et dendritiques 2%’. Ceci nous pousse a penser, qu’outre leur caractére malin, il est
probable que les cellules du NB ont tendance a avoir une autophagie active due a leur origine

neuronale.

Par ailleurs, plusieurs études ont également observé 1’activation du flux basal de
I’autophagie a travers la surexpression de LC3II ainsi que les protéines associées a 1’autophagie

dans plusieurs cancers incluant le glioblastome, le cancer de la vessie et le carcinome mammaire
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288-292 Ces constatations ne sont pas surprenantes compte tenu des besoins élevés des cellules
cancéreuses en nutriments et en énergie. En effet, ces cellules tumorales et particulierement les
tumeurs solides sont souvent confrontées a un microenvironnement défavorable caractérisé par
un acces limité aux nutriments et par la présence de conditions hypoxiques. Les cellules
tumorales vont ainsi augmenter 1’autophagie afin de soutenir leur prolifération rapide et contrer
un microenvironnement défavorable. Nos expérimentations in vitro ne reproduisent pas le
microenvironnement tumoral, néanmoins, la culture des cellules adhérentes en surface 2D ainsi
que les manipulations des cellules peuvent en effet induire un environnement de stress suffisant

pour actionner 1’autophagie.

L’irradiation, comme bien d’autres agents cytotoxiques qui induisent un stress cellulaire,
augmente ’activité autophagique afin de recycler les organelles et protéines endommagées.
Plusieurs études, dont mes travaux de maitrise sur le NB 2! | ont démontré une augmentation
de I’autophagie a la suite d’un traitement de chimiothérapie 2°>. Cependant, notre étude présente
a révélé que I’irradiation des NB a des doses allant de 5 a 20 Gy n’augmentent pas 1’activité
autophagique dans plusieurs lignées de NB. Le niveau d’autophagie déja trés ¢levé des NB
pourrait expliquer ’absence d’augmentation en réponse a I’irradiation. Les mécanismes
impliqués dans ’induction de I’autophagie par I’irradiation ne sont pas encore bien élucidés.
Dans la littérature, un grand nombre d’études ont démontré que les agents chimiothérapeutiques
induisent 1’autophagie, toutefois, il y a eu une tendance a conclure de méme pour ’irradiation.
Dans notre étude, 1’irradiation pourrait effectivement ne pas d’avantage augmenter du fait que

le niveau basal d’autophagie soit initialement élevé.

Les images obtenues par microscopie confocale confirment nos résultats obtenus par
western blot. Cependant, il est possible que notre analyse des données ait manqué de certains
parametres qu’il fallait prendre en considération. Tel que mentionné plus haut, I’interprétation
des résultats par immunobuvardage est particulierement complexe. Plusieurs recommandations
fournis par des experts du domaine de I’autophagie ont été publié récemment afin d’établir une
interprétation plus juste des résultats en mettant 1’accent sur I’importance de mesurer le flux
autophagique au lieu de I’expression de LC31I 2%, Pour cela, I’introduction d’un inhibiteur

tardif de I’autophagie est essentielle dans chaque condition de traitement. De plus, de nouvelles
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méthodes de quantification du flux autophagique ont fait leur apparition comme la

quantification par cytométrie de flux 6.

Finalement, nos résultats ont montré que les lignées IGR-NB8 et IGR-N91 sont tres
sensibles a I’irradiation et que le prétraitement avec ’HCQ n’augmente pas la mort cellulaire
induite par I’irradiation, méme a de faibles doses. Bien que les NB soient radiosensibles,
I’objectif de notre étude était de démontrer une augmentation de cette radiosensibilité grace a
un inhibiteur de I’autophagie afin de pouvoir réduire les doses d’irradiation et ainsi diminuer les
effets secondaires de cette derni¢re. D’ailleurs, I’un des points majeurs qui limite ’utilisation
de la radiothérapie est la présence d’effets secondaires qui menace d’autres organes. Notre
approche visait donc la combinaison de la radiothérapie ciblée par MIBG et ’'HCQ qui
permettrait : 1) d’augmenter 1’efficacité¢ de la MIBG et 2) réduit la dose de cette dernicre. Or,

notre étude préliminaire n’a pas pu démontrer la faisabilité de cette approche.

A ce stade du projet, nous avions redirigé nos intéréts de recherches pour plusieurs
raisons. En effet, les résultats d’un essai clinique de phase I/II sur le glioblastome venait d’étre
publiés et montraient un effet thérapeutique modeste de I’utilisation de la combinaison de
I’HCQ, la radiothérapie et le temozolomide 2°’. Bien que I’HCQ soit un puissant inhibiteur de
I’autophagie in vitro, cet essai clinique a révélé que 'HCQ (600 mg/jour) n’inhibe pas
I’autophagie chez les patients. En effet, en quantifiant LC3II dans les PBMC des patients,
Rosenfeld et al. ont montré que I’autophagie n’est inhibée qu’a des niveaux dépassant la dose
maximale tolérée (DMT) 2°’. Un deuxiéme essai clinique de phase I dans le cancer du poumon
a montré que la DMT est de 1 000 mg/jour quand elle est combinée a I’erlotinib a 150 mg/jour
298 Ces données suggerent que I’HCQ n’est pas un inhibiteur efficace de I’autophagie in vivo.
De ce fait, I’absence d’un inhibiteur de 1’autophagie a usage clinique ainsi que le manque de
données précliniques sur I’effet de la modulation de de cette derniére particuliérement sur les

cellules saines, place cette approche temporairement en attente de nouvelles avancées.
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2.7 Conclusions et perspectives

Le role de I’autophagie dans la prolifération, la survie et les métastases des cellules
cancéreuses fait que la modulation de I’autophagie par des inhibiteurs de 1’autophagie reste une
cible thérapeutique intéressante. Cependant, 1’état actuel des connaissances sur le rdle de
I’autophagie dans le cancer ainsi que les résultats des essais cliniques viennent temporairement
freiner 1’indication d’introduire cette approche en clinique. Plusieurs arguments viennent
appuyer cette constatation. Premi¢rement, 1’autophagie est un mécanisme complexe modulé par
diverses conditions qui dépendent du contexte tumoral. L’autophagie peut, en effet, étre
cytoprotective ou, au contraire, associée a I’apoptose. Deuxiémement, 1’absence d’un inhibiteur
spécifique et efficace de l’autophagie en clinique limite [’utilisation de cette approche.
L’utilisation de I’HCQ semblait prometteuse en raison de sa faible toxicité et de son profil
pharmacologique établi dans le traitement du paludisme. Cependant, les preuves de son rdle
dans I’autophagie aux doses administrées restent a établir. De plus, ’HCQ serait associée a une
grande toxicité aux doses qui permettrait d’inhiber 1’autophagie. Enfin, le manque
d’expérimentations et d’études précliniques ainsi que le manque de méthodes qui permettent de
mesurer efficacement 1’autophagie in vivo font que I’application de cette approche en clinique
est prématurée. En conclusion, une meilleure compréhension des conditions qui régissent la
modulation de I’autophagie ainsi que le développement de nouveaux inhibiteurs de 1’autophagie

sont nécessaires avant d’envisager une utilisation thérapeutique de cette approche.

En effet, les progres réalisés dans les méthodes d'é¢tudes de 1'autophagie nous amenent a
reconsidérer notre approche expérimentale. En premier lieu, il serait important de reprendre les
techniques d’études de I’autophagie en y apportant les mises au point nécessaires qui
permettront une meilleure analyse des résultats. Par exemple, 1’analyse par immunobuvardage
devrait se basée sur la mesure du flux autophagique au lieu de 1’¢état statique de 1’autophagie en
accompagnant chaque condition par un traitement avec un inhibiteur tardif de I’autophagie.
Aussi, plusieurs lignées de NB devraient étre utilisées en y incorporant plusieurs témoins
positifs et négatifs. D’autres techniques comme la quantification de LC3 par cytométrie en flux

pourrait également confirmer 1’analyse par immunobuvardage. Actuellement, il est possible
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d’utiliser des kits commerciaux destinés a la recherche pour I’étude de la dynamique de

I’autophagie par cytométrie en flux.

Le test de viabilit¢ cellulaire MTT (3-[4,5dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide) qui repose sur I’activité mitochondriale ne donnent pas une mesure précise
de la viabilité cellulaire. Ce test avait été utilisé afin de déterminer les courbes doses réponses
de PHCQ et I’irradiation sur les lignées de NB. Celui-ci devrait étre remplacé par un test de
viabilité cellulaire tel que 1’utilisation de 1’iodure de propidium en cytométrie en flux. De plus,
en utilisant le test clonogénique seulement deux lignées de NB (IGR-NBS§ et IGR-N91) ont
présenté la capacité a former des colonies. Par conséquent, ce test devrait étre optimisé afin de
pouvoir utiliser d’autres lignées de NB qui ne possédent pas pour I’instant la capacité a former

des colonies.

Dans un deuxiéme temps, le développement d’un nouvel inhibiteur de ’autophagie
destiné a la clinique pourrait nous permettre de réaliser des expérimentations chez la souris. Ces
¢tudes nous permettraient d’étudier 1’autophagie in vivo et d’obtenir des informations cruciales
sur I’effet des inhibiteurs de I’autophagie in vivo et sur 1’efficacité de notre approche en suivant

la progression tumorale du NB.

Enfin, nous avons montré dans notre étude que les lignées de NB sont sensibles a
I’irradiation. L’utilisation de lignées cellulaires de NB résistantes a 1’irradiation serait
certainement nécessaire a la validation de notre hypothese. Pour ce faire, nous utiliserons une
méthode d’irradiation fractionnée aux rayons-X. En effet, des recherches ont montré la
possibilité de générer des clones de cellules de NB résistants a I’irradiation en les soumettant a
un régime d’irradiation répétitif >°°. Aussi, il serait intéressant d’examiner le rdle de I’inhibition
de I’autophagie dans la sensibilisation des cellules initiatrices de tumeurs du NB a I’irradiation.
Cette perspective représente un volet intéressant dont le but est de réduire les rechutes chez les

patients.
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Chapitre 3 : L’immunothérapie basée sur les cellules NK

pour traiter le NB a haut risque

3.1 Les cellules NK

3.1.1 Les cellules NK

Appartenant au systéme immunitaire inné, les cellules NK se différencient a partir de
précurseurs de la moelle osseuse. Les cellules NK représentent environ 15% des lymphocytes
en périphérie **°. Contrairement aux lymphocytes T et B qui dépendent de la reconnaissance
d’un antigene spécifique, les cellules NK sont capables d’une puissante activité cytotoxique sans
une sensibilisation préalable. Phénotypiquement, les cellules NK expriment CD56 mais
n’expriment pas CD3. De plus, basées sur ’expression de CD56, elles sont classiquement
subdivisées en deux sous-populations CD564™ et CD56° 30! Le sous-type CD569™
représente 80 a 90% des cellules NK du sang périphérique et expriment fortement le récepteur
Fey 11T (CD16). Elles sont considérées comme des cellules NK cytotoxiques **2. Les cellules
CD56# CD16%™ se localisent dans les tissus lymphoides et représentent seulement 10% des
cellules NK dans le sang périphérique. Ces dernicres répondent efficacement a la stimulation
par les cytokines et jouent un réle d’immuno-modulation en produisant diverses cytokines

comme I'IFNy, le TNFa, 'IL-10, I'IL-3 et I"TL-50%3%,

3.1.2 Les récepteurs des cellules NK

Afin de distinguer les cellules saines des cellules infectées ou transformées, les cellules
NK utilisent une batterie de récepteurs activateurs et inhibiteurs ainsi que des molécules
d’adhésion et de costimulation exprimées a leur surface (Tableau V). Les récepteurs inhibiteurs
détectent I’absence de molécules du soi sur des cellules cibles potentielles. En effet, le concept
du « missing self » a été établi lors d’expérimentations qui ont démontré que les cellules NK

lysent efficacement des lignées de lymphomes qui n’expriment pas les molécules du CMH de
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classe I, aussi appelées les molécules HLA 3%, Par conséquent, une cellule saine qui exprime
les molécules HLA a sa surface maintient une protection contre la cellule NK qui va rester
inactive alors qu’une absence de ces molécules engendre I’activation des cellules NK.
Inversement, les récepteurs activateurs reconnaissent des molécules de stress (DAMP/ Damage-
associated molecular patterns) exprimées sur une cellule transformée ou qui a subi des
dommages a I’ADN dues a des agents génotoxiques comme la chimiothérapie ou des

irradiations, permettant ainsi une meilleure discrimination des cellules cibles *%.

Les récepteurs inhibiteurs possédent une partie cytoplasmique caractérisée par la
présence de motifs ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs) a travers lesquels
la signalisation inhibitrice est véhiculée. Une fois que le signal est engagé, la phosphorylation
de la tyrosine induit le recrutement des molécules SHP1 ou 2 (Src homology 2 domain
containing phosphatases) 3*. Les récepteurs activateurs possédent quant & eux des motifs
ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motifs) et ne se localisent pas sur la queue
cytoplasmique mais plutdt dans des molécules associées tel que (DAP-12) qui permettent une
signalisation activatrice de la cellule NK. En effet, une fois que le récepteur est engagé et que le
résidu tyrosine est phosphorylé, les molécules Syk (Src homology 2 domain containing kinases)
ou ZAP70 sont recrutées, conduisant a une cascade de signalisation qui aboutit a la libération
des granules cytotoxiques (dégranulation) et la transcription des génes de cytokines et

chemokines 3°°.

3.1.2.1 Les Récepteurs de la superfamille des Immunoglobulines

Les KIR (Killer Immunogobulin-like Receptors) sont une famille de glycoprotéines
transmembranaires qui contient deux ou trois domaines (D) de type immunoglobuline (/g-like)
et posséde soit une chaine cytoplasmique longue (L) associée majoritairement a des KIR
inhibiteurs ou au contraire a une chaine cytoplasmique courte (S) associée a des KIR activateurs
(Tableau V). Les geénes KIR sont hautement polymorphiques et 1’expression de certains KIR
spécifiques chez un individu semble étre aléatoire, formant ainsi un répertoire nommeé haplotype

KIR, capable de distinguer les différents allotypes HLA-A, -B et -C 3%7. La particularité des
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récepteurs KIR réside dans le fait qu’il existe des KIR inhibiteurs qui possédent un motif I[TIM

ou au contraire des KIR activateurs qui posseédent un motif [TAM.

Comme mentionné précédemment, la reconnaissance des molécules HLA par les KIR
inhibent les cellules NK induisant ainsi une tolérance des tissus sains du soi. Cette tolérance est
aussi reconnue comme un processus d’éducation de la cellule NK par la présence d’au moins
un récepteur KIR spécifique a une molécule HLA du soi (at least one hypothesis) ***. Cependant,
cette hypothése d’éducation des cellules NK peut ne pas étre complétement vraie puisque les
cellules NK peuvent exprimer certains KIR pour lesquels il n’existe pas de ligand HLA sur la
cellule saine. Dans ce cas, au lieu d’attaquer la cellule saine, la cellule NK maintient sa tolérance
soit en sous-exprimant ses récepteurs activateurs, soit en réprimant sa signalisation activatrice
(cellule NK désarmée) ou encore par I’action inhibitrice d’une cellule immunitaire régulatrice,
devenant ainsi hypo-réactive *%3%  Les cellules du NB expriment de faibles niveaux de
molécules HLA. Elles sont donc des cibles de choix pour les cellules NK dont les KIR
inhibiteurs ne sont pas engagés *'°. De plus, un KIR/HLA mismatch (les cellules NK expriment
des KIR spécifiques pour des molécules HLA qui sont absents) augmente 1’activation des

cellules NK contre la tumeur 3''.
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Tableau V - Les récepteurs des cellules NK

Récepteurs Ligands T}lpe de
récepteur
KIR
KIR2DL1 HLA-C2 Inhib
KIR2DL2/3 HLA-C1 Inhib
KIR2DL4 HLA-G Act
KIR2DL5 - Inhib
KIR3DL1 HLA-Bw4 Inhib
KIR3DL2 HLA-A3 Inhib
KIR2DS1 HLA-C2 Act
KIR2DS2 HLA-C1 Act
KIR2DS3 - Act
KIR2DS4 - Act
KIR2DS5 - Act
KIR3DS1 HLA-Bw4 Act
CD94-NKG2 HLA-E
NKG2A Inhib
NKG2C Act
NKG2E Act
NKG2D MIC-A/B, ULBP1/2/3/4 Act
NCR Hémagglutinine virale Act
NKp30 BAT-3, HSPG, B7-H6 Act
NKp44 HA virale, MLL5 Act
NKp46 HA virale, HSPG Act
NKp80 AICL Act
LILR CMH I, UL18 Inhib
2B4 CD48 Act/inhib
KLRG1 Cadhérines Inhib
Costimulation
DNAM-1 PVR, CD112 Act
CD96 PVR Act/Inhib
TIGIR PVR, CD112, CD113 Inhib
CD16 FcyRIII Act

Act. Activateur ; AICL, Activation -Induced C-type Lectin; CD112, Nectine-2 ; CMH, Complexe majeur
d’histocompatibilit¢ ; D, domaine;, HA, Hemagglutinin ; HLA, Human leucocyte antigens ; Inhib,
inhibiteur ; KIR, Killer Immunogobulin-like Receptor; L, Longue chaine cytoplasmique, MICA/B,
Major histocompatibility complex class I-related chain A/B; MLL5, Mixed lineage leukemia-5,; PVR,
polio virus receptor (CD155); S, chaine cytoplasmique courte, ULBP, ULI6-binding proteins.
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3.1.2.2 Les Récepteurs de la superfamille des Lectines de type-C

Les récepteurs de la famille des lectines de type-C sont des glycoprotéines
transmembranaires de type II et ont en commun avec les récepteurs KIR la capacité de
reconnaitre les molécules HLA du soi. Cependant, contrairement aux récepteurs KIR, ils sont
trés peu polymorphiques *!2. Les plus connues sont le complexe hétérodimére CD94/NKG2A/C
ou E et vont reconnaitre les molécules HLA non classiques, HLA-E *'3. L hétérodimeére
CD94/NKG2C et E sont associ¢s a DAP-12 et sont donc des récepteurs activateurs. Le récepteur
CDY94/NKG2A est quant a lui associ¢ au motif ITIM, ce qui en fait un récepteur inhibiteur.
CD94/NKG2A et C reconnaissent le méme ligand HLA-E sur la cellule du soi. Des hypothéses
stipulent que I’existence de deux récepteurs, I’un inhibiteur et I’autre activateur pour le méme
ligand, a pour effet une meilleure discrimination entre les cellules saines et les cellules

endommagées ou infectées !4,

Peu similaire aux autres récepteurs NKG2, NKG2D ne forme pas un hétérodimere avec
CD9%4, il est exprimé sous forme d’un homodimeére associé aux molécules DAP-10 ou 12. En
effet, ¢’est un récepteur activateur qui induit une production de cytokines ainsi qu’une réponse
cytotoxique via DAP-12, induisant seulement une forte réponse cytotoxique via DAP-10 35,
NKG2D reconnait une multitude de ligands de stress cellulaire dont 1’expression résulte de la
réponse aux dommages de I’ADN et la voie HSR (Heat shock response), souvent activée chez
les cellules tumorales. Les ligands de NKG2D incluent MIC-A/-B (MHC class I-related chain
(MIC) family) et les ULBP1,2, 3 et 4 (UL16 binding protein) 3317,

3.1.2.3 Les récepteurs de la cytotoxicité naturelle (NCR)

Les récepteurs naturels de cytotoxicité (NCR) NKp46, NKp80 et NKp30 sont
exclusivement exprimés sur les cellules NK latentes ou activées. Le récepteur NKp44 est quant
a lui uniquement exprimé sur les cellules NK activées en réponse a une stimulation a I'IL-2 318,
Ces récepteurs sont des glycoprotéines transmembranaires de type [ appartenant a la famille des
immunoglobulines qui reconnaissent une panoplie de ligands associés aux virus, parasites,

bactéries ainsi que des ligands cellulaires *'°. On leur attribue un role majeur dans la cytotoxicité
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contre les cellules tumorales, y compris les cellules du NB contre lesquelles les cellules NK

induisent une forte lyse impliquant les récepteurs NCR *%°.

3.1.2.4  La famille des molécules d’adhésions (récepteurs de costimulation)

Seuls, ces récepteurs ne peuvent induire 1’activation des cellules NK. Toutefois, leur
action n’est pas négligeable puisque ce sont des régulateurs importants de la fonction effectrice
des cellules NK. De tels récepteurs incluent les récepteurs DNAM-1 (CD226), CD96
(TACTILE) et TIGIT (T cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM domains) qui lient
des ligands de type nectine, polio virus receptor (PVR ou CD155) et Nectine-2 (CD112). Etant
donné sa présence sur les cellules NK, les lymphocytes T et les monocytes 32!, DNAM-1 est le
récepteur de costimulation le plus étudié. Aussi, outre sa fonction stimulatrice, il favorise la
migration et I’adhérence avec les cellules cibles 3?2, Contrairement aux autres récepteurs
activateurs, DNAM-1 ne possé¢de pas de motif ITAM mais subit cependant une phosphorylation
de son domaine cytoplasmique dont résulte subséquemment une série de phosphorylations
activatrices *2*. Dans le NB, DNAM-1 joue un role crucial dans la cytotoxicité des cellules NK.
En effet, il a ét¢ montré que les neuroblastes dérivés de la moelle osseuse expriment
généralement PVR alors que les patients en rechute montraient une faible expression de PVR.
Ce résultat suggeére une corrélation entre I’expression de PVR est la susceptibilit¢ des

neuroblastes aux cellules NK 292,

Tandis que CD96 et TIGIT contiennent des motifs ITIM et donc considérés comme des
inhibiteurs des cellules NK, il a été démontré que dans certains contextes CD96 aurait un double

role en stimulant les fonctions activatrices des cellules NK 34,

3.1.2.5 CD16 (récepteur FcyRIII)

Le récepteur CD16a est I'un des récepteurs d’activation les plus importants des cellules
NK puisqu’il permet I’ADCC des cellules cibles a la suite de 1’interaction avec la partie Fc d’un
anticorps déja engagé sur la cellule cible. Ceci conduit a la libération des granules cytotoxiques

contenant la perforine et les granzymes et la production de I’TFNy 32°_ Il contient un motif ITAM
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qui permet la transduction du signal activateur 326, Tel que mentionné précédemment, CD16

permet aux cellules NK de médier I’ADCC dans I’immunothérapie anti-GD2.

3.1.3 Le role des cellules NK

Les cellules NK se distinguent par leurs fonctions cytotoxiques et de production de
cytokines et chemokines qui leurs permettent de neutraliser les cellules infectées, endommagées
ou transformées. En circulation dans le sang périphérique, elles sont en phase latente mais sont
rapidement activées par des cytokines proinflammatoires et vont infiltrer les tissus qui

contiennent les cellules cibles 327,

3.1.3.1 Les mécanismes de cytotoxicité

Une fois que les signaux activateurs outrepassent les signaux inhibiteurs, la cellule NK va

induire une cascade d’événements conduisant a plusieurs voies cytotoxiques.

L’une des plus importantes est la libération des granules cytotoxiques qui consiste au relargage
de protéases lytiques. Ce processus prend place a travers la mobilisation des microtubules qui
conduit a la libération, dans 1’espace de la synapse immunologique (jonction entre la cellule NK
et la cellule cible), de la perforine, les granzymes et la granulysine. Ces médiateurs cytotoxiques
vont aller s’introduire dans la cellule cible soit par 1’action de la perforine, soit par le récepteur
MPR (Mannose 6-Phosphate Receptor) et induire 1’apoptose indirectement ou directement par
la cascade des caspases ou par la voie mitochondriale 3*%. En laboratoire, cette action est
caractérisée par 1’expression de la glycoprotéine transmembranaire lysosomiale CD107a a la

surface de la cellule NK 3%,

L’autre principale voie de cytotoxicité induite par les cellules NK est 1’interaction avec des
récepteurs de mort cellulaire appartenant a la superfamille des TNF exprimés sur les cellules
cibles. En réponse a une activation, les cellules NK expriment TRAIL (Tumor-necrosis-factor
related apoptosis inducing ligand) et FASL et par conséquent, les cellules cibles qui expriment
les récepteurs de mort cellulaire TRAIL-R1 (DR-4) ou TRAIL-R2 (DR-5) et FAS (CD95)
respectivement, sont susceptibles a la lyse induite par les cellules NK *3°-332, Effectivement, il a

¢été démontré que TRAIL est impliqué dans la lyse des cellules tumorales qui expriment les
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récepteurs DR-4 ou DR-5 par les cellules NK activées 3. Cette interaction va induire le
recrutement de FADD (Fas-associated death domain) qui active la cascade apoptotique >*2. La
caspase-8 va ensuite soit interagir avec d’autres procaspases pour induire 1’apoptose, soit
hydrolyser des protéines pro-apoptotiques comme BID qui va aller endommager la membrane
mitochondriale et causer la libération du cytochrome-C ***. De maniére similaire, 1’interaction
de FASL (CD178) avec son récepteur FAS sur les cellules cibles va induire 1’apoptose

directement ou indirectement via la cascade apoptotique 2%,

3.1.3.2  Fonction de production de cytokines

Tel que mentionné précédemment, les cellules NK CD56"€" ont des propriétés intrinséques qui
leur permettent de produire des cytokines immunomodulatrices comme I’IFNy, le TNFf, L’IL-
10, L’IL-13 ainsi que le GM-CSF, CCL-3 et d’autres cytokines qui jouent un role important
dans la réponse contre I’infection ou contre les cellules tumorales *%. De plus, les cellules NK
interviennent dans la maturation et la régulation des cellules dendritiques ainsi que la
modulation de I’immunité adaptative a travers la production d’IFNy qui va promouvoir le

caractére cytotoxique des lymphocytes T 3.

3.1.4 La régulation des cellules NK

Une grande panoplie de cytokines est capable de réguler I’homéostasie des cellules NK.
Il n’est donc pas surprenant que plusieurs traitements anti-tumoraux utilisent des cytokines pour
améliorer la réponse a I’immunothérapie en augmentant le nombre, 1’activation ainsi que la
persistance des effecteurs immunitaires. Ceci consiste soit en administrant directement des
cytokines, soit en réalisant des transferts adoptifs de cellules NK prétraitées avec, entre autres,
des cytokines. L’IL-2, I’'TL12, I'IL-15, ’'IL-18, I’'TL-21 et ’'IFN de type I sont des cytokines qui
influencent la fonction, la prolifération ainsi que la maturation des cellules NK %7,

L’IL-2 est I'une des cytokines les plus utilisées en clinique afin d’augmenter le nombre

et I’activation des cellules NK 3383%

. Outre une amélioration modeste de la survie, cette
cytokine est non seulement mal tolérée due a une grande toxicité, il est aussi de plus en plus

admis qu’elle ne produit pas toujours les effets attendus. C’est aussi le cas dans le NB ou une
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récente ¢tude a permis de démontrer que I’IL-2 n’améliore pas I’efficacité de I’'immunothérapie
anti-GD2 3*0. A cet effet, I'IL-15 a été adoptée comme alternative a I’IL-2 puisqu’elle est plus
efficace dans I’expansion des cellules NK et n’induit pas la prolifération des cellules T
régulatrices qui peuvent en retour réprimer les fonctions effectrices des cellules NK 34!,
Plusieurs essais cliniques témoignent de la tolérance de I'IL-15 et de son effet dans
I’amélioration de la survie des patients >**-**. Par ailleurs, L’IL-12 et I’IL-18 auraient des
actions similaires sur les cellules NK. Elles ne possédent pas une action directe dans 1’activation
des cellules NK mais induisent plutot la production de cytokines tel que I’IFNy ainsi que la
costimulation de I’activité cytotoxique *#*34’. Avec une toxicité relativement moindre que I’IL-
2, I'IL-21 serait quant a elle caractérisée par son role dans la prolifération des cellules NK 348,
Plusieurs essais cliniques sont en cours afin d’examiner 1’effet de I’'IL-21 en combinaison avec

d’autres agents thérapeutiques (NCT01629758, NCT01489059).

La famille des interférons de type I (IFN type I) secrétées par les cellules dendritiques
sont également de puissants activateurs des fonctions cytotoxiques des cellules NK. Les cellules
NK peuvent étre stimulées par contact direct avec les cellules dendritiques et/ou par un ensemble
de cytokines proinflammatoires secrétées par ces dernicres (IL-12, IL-15, IL-18 et IFN type I)
337 En réponse a une infection virale, plusieurs types de cellules peuvent secréter les IFN de
type I. Cependant, les cellules dendritiques plasmacytoides, un sous type de cellules
dendritiques, sont spécialisées dans la production d’IFN de type I. En réponse aux IFN de type
I, Pactivité cytotoxique et la production de cytokines des cellules NK augmentent ainsi que

I’expression de TRAIL a leur surface 33!,

3.1.5 Les cellules NK dans Pimmunothérapie du NB

Comme mentionné dans le chapitre 1 (Section 1.5 Traitements du NB), I’efficacité de
I’immunothérapie anti-GD2 repose sur la toxicit¢ médiée par le complément (CMC) ainsi que
la cytotoxicité cellulaire médiée par les anticorps (ADCC). Les effecteurs cellulaires de I’ ADCC
sont les cellules NK et les granulocytes. Les cellules NK sont les lymphocytes du systeme
immunitaire inné et sont capables d’une réponse cytotoxique puissante vis-a-vis des cellules

cancéreuses ou infectées, sans une reconnaissance antigene-spécifique de leur cible. L’ADCC
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médiée par les cellules NK implique la reconnaissance du fragment Fc de I’anticorps engagé sur
la cible par le récepteur CD16a (FcRIlla). L’engagement du récepteur CD16 induit la libération
de granules cytotoxiques et la production de cytokines proinflammatoires comme I’IFNy

conduisant a la lyse de la cellule cible 3%

Les patients atteints de NB a haut risque sont traités par immunothérapie anti-GD2
environ 3 mois apres leur transplantation de cellules souches autologues. Ce temps de latence
est nécessaire pour une reconstitution hématopoiétique optimale. Il est clairement établi que les
cellules NK sont les lymphocytes qui se reconstituent le plus rapidement apres la transplantation
392353 En conséquence, les cellules NK sont les médiateurs principaux de I’efficacité de

I’immunothérapie anti-GD2.

Par ailleurs, d’autres immunothérapies basées sur les cellules NK ont montré une activité
anti-tumorale en clinique. Celles-ci incluent la stimulation in vivo des cellules NK par
I’administration de cytokines telles que I’IL-2 et I’[L-15 ou encore le transfert adoptif des
cellules NK autologues ou allogéniques a la suite de leur activation ou expansion '*’. En effet,
une augmentation de la survie des patients atteints de NB a été associée a la présence d’un

mismatch KIR/HLA lors de transferts adoptifs de cellules NK 203311354,

Aussi, les immunocytokines ont pour réle de potentialiser la réponse immunitaire en
combinant I’effet généré par un mAb (ADCC et CDC) et la stimulation des effecteurs
immunitaires grace une cytokine telle que I’IL-2. Hul4.18-1L2 (fusion de I’'mAb anti-GD2 avec
I’IL-2) a également fait I’objet d’investigations au cours d’un essai clinique pour traiter le NB
en rechute. Bien que certains patients aient eu une réponse partielle, ceux qui présentaient une

masse tumorale n’ont montré aucune régression de la maladie 3%°.

3.2 Les cellules dendritiques plasmacytoides

3.2.1 Phénotype et fonctions des pDC

Les pDC sont un sous-type de cellules dendritiques qui détectent les pathogenes et

initient les premieres phases de la réponse immunitaire innée et adaptative. Les cellules pDC
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sont considérées comme des cellules spécialisées dans la production d’IFN de type I (IFNa et
B) en réponse a la stimulation de leurs récepteurs intracellulaires TLR (7oll like receptor) par
I’ADN ou I’ARN viral. La quantité d’IFN de type I secrétée est mille fois plus abondante
comparée aux autres cellules immunitaires grace a la présence d’une boucle autocrine qui
permet d’augmenter la production d’IFN de type 1 3. Les pDC sont également en mesure de
produire plusieurs cytokines et chemokines proinflammatoires comme le TNFa, I’IL-6, CXCLS8
(CXC-chemokine ligand-8), CXCL10, CCL3 et CCL4. Elles jouent par conséquence un role

essentiel dans ’initiation et la régulation des réponses immunitaires innées et adaptatives >>’.

Phénotypiquement, les pDC n’expriment pas les marqueurs de lymphocytes T, B et NK,
a savoir CD3, CD19, CDI14, CD16 et CD11c mais expriment cependant BDCA2 (CD303),
HLA-DR et la chaine alpha du récepteur a I’'IL-3, CD123 33%3° Les pDC ont autrefois été
considérées comme des cellules spécialisées dans la production d’IFN de type I, sans capacité a
présenter les antigénes. Récemment, des expériences de séquencgage unicellulaire ont permis de
mieux redéfinir ’identité des pDC et leurs fonctions. Ces recherches ont montré que certaines
cellules sont capables de se différencier en CPA et sont incapables de production massive d’IFN

de type 360362

3.2.2 Signalisation des récepteurs TLR

Situé¢ dans le compartiment endosomal, le TLR-7 et TLR-9 sont les deux principaux
récepteurs qui détectent les séquences d’acides nucléiques virales internalisées dans les pDC.
Le TLR-7 reconnait les séquences ARN virales et endogenes ainsi que les oligoribonucléotides
synthétiques (ORN) tandis que le TLR-9 reconnait les séquences dinucléotides non-méthylées
CpG associées a I’ADN viral, ’ADN endogeéne ainsi que les oligodeoxyribonucléotides
synthétiques (CpG-ODN). Une fois que la séquence virale ou endogene est transportée dans le
compartiment endosomal, les récepteurs vont induire la production d’IFN de type I médiée par
I’activation du facteur de transcription IRF7 (Interferon regulatory factor 7) de la voie MYD88-
IRF7 (Myeloid differentiation primary response protein 88) et/ou la production de cytokines et
chemokines proinflammatoires (TNFa, I’IL-6 et I’'IL-8) médiée par la voie MYD88-NF-xB
(Nuclear Factor-kappa B) 3% La présence de récepteurs a I’IFN a la surface des pDC permet

une amplification de la sécrétion de I’IFN de type I grace a une boucle autocrine. En plus de
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I’TFN de type I, la stimulation du TLR7 et du TLRY induit la production de I’IFN de type III

364,365 K 366,367

qui serait impliqué dans I’augmentation de 1’activité anti-tumorale des cellules N

3.2.3 Les ligands des TLR

Faisant partie des PRR (pattern recognition receptors), les récepteurs TLR sont une
composante clé de la réponse immunitaire innée qui reconnaissent des motifs moléculaires
hautement conservés, exprimés par les pathogénes (PAMP / Pathogen-associated molecular
pattern), ainsi que les molécules de stress endogeénes exprimées par les cellules transformées
(DAMP) 368, Ce sont des glycoprotéines transmembranaires de type I au nombre de 10
récepteurs chez I’humain (TLR1-TLR10) et sont constituées structurellement de trois partie : 1)
un domaine LRR (leucine-rich repeats) responsable de la reconnaissance des PAMP ou DAMP,
2) un domaine transmembranaire et 3) un récepteur cytoplasmique Toll/IL-1 qui permet la
transduction du signal intracellulaire a travers MYDS88 3®. Le TLR2 reconnait les
peptidoglycanes et les lipoprotéines alors que le TLR3 est spécifique aux RNA double brin. Le
TLR 4 est spécifique au LPS et les acides lipotéichoiques, le TLRS reconnait les flagellines

bactériennes tandis que le TLRO est spécifique au CpG (ADN) 37°.

Comme mentionné précédemment, TLR7 et TLR9 sont les seuls TLR exprimés par les
pDC. Le TLR9Y est également exprimé par les lymphocytes B. Plusieurs agonistes synthétiques
des TLR7 (ORN) et TLR9 (CpG-ODN) ont été congus pour les expérimentations en recherche
ainsi que pour des fins thérapeutiques comme immunostimulateur 37!, A I’heure actuelle, il
existe un agoniste synthétique du TLR7 nommé Imiquimode, approuvé par la FDA (US Food
and Drug Administration). Cependant, sa formulation est uniquement destinée a un usage
topique couramment utilisé pour traiter plusieurs types de mélanomes *7?. Toutefois, plusieurs
agonistes du TLRY (SD-101, DV281, CMP001, MGN1703, IMO-2055) ont été développés et
utilisés par voie systémique comme adjuvant dans le traitement de plusieurs cancers >’ ainsi
que pour d’autres maladies infectieuses *’* ou des allergies 3”°. 1l existe trois classes d’ODN :
CpG ODN de classe A induisent une grande production d’IFN de type I et une expression
modérée des molécules de costimulation, alors que les CpG ODN de classe B et C induisent une
activation des lymphocytes B et une sécrétion modeste & modérée de I’'IFN de type I par les

pDC.
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Cependant, due a sa structure phosphodiester, ces ODN sont facilement dégradés par les
nucléases endogeénes. Des travaux ont ét¢ amorcés afin de modifier la structure des ODN qui
. s A r . 4 9 . : : b b 373

leur permettrait d’étre résistants aux nucléases et d’avoir ainsi une demi-vie plus longue °’°.
Malgré une certaine amélioration des réponses aux traitements utilisant les agonistes des TLR
comme adjuvants, plusieurs effets indésirables ont été rapportés au cours des essais cliniques
376 Par conséquent, d’autres progres sont nécessaires afin de développer des agonistes des TLR

stables et plus tolérables.

Une alternative aux agonistes du TLR serait une production de pDC in vitro qui serait
destinée a 1’usage thérapeutique. Ces pDC seraient activées ex vivo avec un agoniste du TLR et
ensuite administrées aux patients par transferts adoptifs. En effet, notre laboratoire a développé
un procédé unique de différentiation et d’expansion de pDC in vitro. Les pDC sont générées a
la suite d’une culture de progéniteurs CD34" provenant de sang de cordon ombilical traités avec
un cocktail de cytokines incluant le FMS-like tyrosine kinase receptor 3 ligand (FLT3-L), I’'IL-
7 et la thrombopoiétine (TPO). Aprés 14 jours de culture, un nombre de ’ordre de 10® de pDC
(triées sur HLA-DR'CD123"gh) est obtenu 3¢°. Cette méthode de production de pDC in vitro
permet surtout de remédier a la faible fréquence des pDC dans le sang périphérique qui
empéchait, jusque-la, leur isolement en nombres suffisants pour les transferts adoptifs en

clinique. *%.

3.3 L’axe pDC-NK

L’induction des fonctions cytotoxiques des cellules NK dépendent de la reconnaissance
des récepteurs activateurs exprimés par la cellule cible et de I’absence des ligands inhibiteurs.
Cependant, des signaux supplémentaires permettent d’augmenter la réponse cytotoxique des
cellules NK vis-a-vis de cibles tumorales. Les IFN de type I et de type III secrétés par les pDC
activées sont de puissants stimulants des fonctions des cellules NK 36637377 En retour, les
cellules NK induisent la maturation des pDC. Les pDC favorisent également la migration des
cellules NK aux sites d’infections ou dans les tumeurs grace a la production de chemokines se
liant aux récepteurs CCRS et CXCR3 *7¥, La proximité des cellules NK et des pDC sur les sites

de Iésions favorise leurs interactions que ce soit par ’action des cytokines ou par contact direct
379,380
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Le transfert adoptif des cellules dendritiques a été utilisé dans plusieurs stratégies de
traitements par les vaccins contre le cancer afin d’induire une réponse T - antigéne spécifique
381382 Une réponse a été observée chez les cellules NK a la suite de transferts adoptifs des
cellules dendritiques myéloides 3. Dans ce sens, notre approche est unique puisqu’elle vise a
activer le potentiel anti-tumoral des cellules NK in vivo par le transfert adoptif de pDC activées.
En effet, les pDC générées in vitro par notre laboratoire ont fait 1’objet d’une étude plus
approfondie ou I’on a investigué leur réle en reproduisant notre approche (pDC-NK) dans le
traitement de la leucémie lymphoblastique aigu€ (LAL). Effectivement, j’ai également participé
a la génération des résultats de cette étude qui a pris la forme d’une publication jointe a la
présente thése dans la section Annexe *%°. Comparées aux pDC activées du sang périphérique,
ces pDC induisent une meilleure lyse des cellules de la LAL médiée par les cellules NK et
produisent plus d’IFN de type III. Nous avons également montré que les transferts adoptifs des

pDC activées étaient capables de guérir les souris humanisées de la LAL 3%,

Nos recherches se basent sur I’importance de cet I’axe pDC-NK et de son potentiel dans
la réponse cytotoxique des cellules NK vis-a-vis des cellules du NB lors de I’immunothérapie

anti-GD2.
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Résultats

Les résultats de la deuxieéme partie du projet de recherche (I’immunothérapie basée sur
les cellules NK pour traiter le NB a haut risque) sont inclus dans deux articles. Le premier a été
publi¢ dans le journal PlosOne durant I’année 2016 alors que le deuxiéme est en processus de

soumission au journal Cancer Immunology, Immunotherapy.
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3.4.1 Article 1 | BREAKING THE RESISTANCE OF NEUROBLASTOMA THROUGH

ACTIVATION OF NATURAL KILLER CELLS BY PLASMACYTOID DENDRITIC CELLS

34.1.1 Préface

En raison des fonctions anti-tumorales des cellules NK, plusieurs études ont exploré le
role des cellules NK dans I’éradication des cellules du NB. Les recherches les plus récentes se
sont essentiellement concentrées sur 1’effet 1) des cellules NK haploidentiques post TCSH, 2)
le transfert adoptif de cellules NK stimulées ex vivo ou expandues in vitro et 3) la stimulation
des cellules NK in vivo par I’intermédiaire de cytokines telle que I’IL-2 dans I’immunothérapie

anti-GD2.

Connaissant I’importance de 1’axe pDC-NK dans la régulation des fonctions effectrices
des cellules NK, nous avons émis 1I’hypothése que la stimulation des cellules NK par les pDC
activées avec un ligand du TLR9Y est capable d’induire la lyse des neuroblastes et d’éliminer la
maladie résiduelle. Dans cet article nous avons testé le potentiel de lyse des cellules NK activées
par les pDC contre plusieurs lignées de NB et nous avons caractérisé le phénotype des cellules
NK activées par les pDC. Cette partie du projet qui a été menée par Martine Cordeau, étudiante
a la maitrise. J’ai complété son travail en identifiant les mécanismes impliqués dans la réponse

cytotoxique des cellules NK vis-a-vis des neuroblastes.

3.4.1.2 Contribution des auteurs

A Belounis a effectué¢ et analysé les expérimentations in vitro qui avaient pour but
d’étudier les mécanismes impliqués dans la cytotoxicité des cellules NK contre les cellules du
NB, a savoir les résultats de la figure 4B, 4C ainsi que la figure 5. A Belounis a également

participé a la relecture critique de I’article.

M Cordeau, S Herblot et M Duval ont mis en place le projet et la méthodologie de
recherche, analysé¢ les résultats et écrit 1’article. M Cordeau a effectué¢ les expérimentations,
aidée conjointement par P Cordeiro et M Lelaidier. H Sartelet a effectué¢ une analyse et une

relecture critique de I’article. S Herblot et M Duval ont validé et supervisé le projet de recherche.
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Abstract

High-risk neuroblastoma (NB) remains a major therapeutic challenge despite the recent advent
of disialoganglioside (GD2)-antibody treatment combined with interleukin (IL)-2 and
granulocyte monocyte-colony stimulating factor (GM-CSF). Indeed, more than one third of the
patients still die from this disease. Here, we developed a novel approach to improve the current
anti-GD2 immunotherapy based on NK cell stimulation using toll-like receptor (TLR)-activated
plasmacytoid dendritic cells (pDCs). We demonstrated that this strategy led to the efficient
killing of NB cells. When the expression of GD2 was heterogeneous on NB cells, the
combination of pDC-mediated NK-cell activation and anti-GD2 treatment significantly
increased the cytotoxicity of NK cells against NB cells. Activation by pDCs led to a unique NK-
cell phenotype characterized by increased surface expression of tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL), with increased expression of CD69 on CD56%™ cytotoxic
cells, and strong interferon-y production. Additionally, NB-cell killing was mediated by the
TRAIL death-receptor pathway, as well as by the release of cytolytic granules via the DNAX
accessory molecule 1 pathway. NK-cell activation and lytic activity against NB was independent
of cell contact, depended upon type I IFN produced by TLR-9-activated pDCs, but was not
reproduced by IFN-a stimulation alone. Collectively, these results highlighted the therapeutic

potential of activated pDCs for patients with high-risk NB.

80



Introduction

Neuroblastoma (NB) is a tumor of the sympathetic nervous system and the most frequent
extracranial pediatric solid tumor, occurring mostly in children before 5 years of age [1, 2]. Fifty
percent of NB patients >1 year of age present a high-risk metastatic disease with poor prognosis.
More than one-third of these patients with high-risk NB progress under treatment or relapse
despite aggressive therapeutic regimens [3-7], and most of these children will ultimately die

from this disease [8-10].

Natural killer (NK) cells play important roles in tumor immunity and tumor immune
surveillance [11]. The antitumor functions of NK cells are tightly regulated by the balance of
activating and inhibitory signals [12]. The interaction of NK cell-activating receptors such as
DNAX accessory molecule 1 (DNAM-1) and natural killer group 2D (NKG2D), with their
respective ligands expressed on tumor cells, poliovirus receptor (PVR) and Nectin-2 for
DNAM-1, major histocompatibility complex class I-related chain A/B (MICA/B), and UL16-
binding proteins (ULBPs) for NKG2D, triggers the release of cytolytic granules by NK cells,
leading to tumor cell death. NK cell lytic functions increase following cytokine stimulation or
interaction with activated dendritic cells. These stimulations lead to the expression of ligands
for death receptors such as Fas ligand (FAS-L) and tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) by NK cells and then to apoptosis through death-receptor pathways.
In contrast, NK-cell inhibitory signals are induced by the interaction of inhibitory killer
immunoglobulin-like receptors (KIR) or the heterodimer NK group 2A/CD94 expressed by NK

cells with human leukocyte antigen (HLA) class I molecules expressed by target cells.

Clinically available immunotherapy for NB is based on the use of monoclonal antibodies against

the surface antigen disialoganglioside (GD2) combined with granulocyte/monocyte-colony
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stimulating factor and interleukin (IL)-2 [7]. The efficacy of the anti-GD2 monoclonal
antibodies relies not only upon complement activation, but also on antibody-mediated cellular
cytotoxicity (ADCC) mediated by GM-CSF and IL-2-activated NK cells [13-19]. However, this
approach has limitations. First, the use of IL-2 is associated with severe side effects. Secondly,
IL-2 may not be the best cytokine to activate NK cells in patients as it increases proliferation of
T regulatory cells, which could reduce NK-cell antitumor activity [20]. Additionally, NK-cell
cytotoxicity is negatively regulated by inhibitory receptors recognizing self-HLA molecules on
NB cells [21, 22]. These hindrances can explain why one third of the patients relapse after this
treatment, underlying the need for alternative approaches to increase NK-cell toxicity against

NB.

Tumor relapse and metastasis of NB correlate with the presence of cancer stem cells (CSCs)
within the tumor [23-25]. CSCs possess functional characteristics of stem cells such as self-
renewal, quiescence, and the ability to spread into multiple metastatic tumors. Therefore, CSCs
are usually resistant to chemotherapy that targets actively cycling cells and are responsible for
tumor relapse [26-32]. Thus, targeting CSCs is important when designing a novel NK cell-based
immunotherapy. Encouragingly, CSCs are sensitive to immunotherapy and, in particular, NK
cell-based immunotherapy, due to the expression of NK cell-activating receptor ligands on
CSCs [33-36]. Although NB CSC model is complex, CD133 is a surface marker associated with
the stem cell-like phenotype [37-41]. In particular, we previously demonstrated that CD133"
SK-N-DZ NB cells are enriched in CSCs as assessed by gene expression analysis and orthotopic
xenotransplantation in immunodeficient mice [23, 42, 43] Although not specific of NB CSCs,
CD133 is thus currently the best available surface marker associated with NB stem cell-like

phenotype.
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Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are a specialized dendritic cell subset that orchestrates both
innate- and adaptive-immune responses following infection challenge. In response to toll-like
receptor (TLR) stimulation by viral RNA or DNA, pDCs produce high concentrations of type I
interferons (IFNs), cytokines and chemokines that are strong activators of NK-cell lytic
functions [44-47]. Therefore, pDCs are an attractive therapeutic tool to initiate NK cell-

mediated antitumor responses.

In this study, we investigated whether TLR-activated pDCs induced NK-cell cytotoxicity
against high-risk NB, including CD133" and GD2™ cells. We explored the combination of
activated pDCs and anti-GD2 antibody and determined the mechanisms of NB lysis by pDC-
activated NK cells. Together, our results supported the hypothesis that patients with high-risk
NB may benefit from NK-cell stimulation by activated pDCs to increase NK-cell lytic functions

against NB cells.

83



Materials and Methods

NB cell lines

SINB-7 cell line was obtained from St. Jude Hospital (Memphis, TN, USA), and SK-N-AS and
SK-N-DZ cell lines were purchased from American Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA). SINB-7 cells were derived from a primary adrenal gland tumor, while SK-N-AS and SK-
N-DZ cell lines were derived from bone-marrow metastases from children with high-risk NB.
All cell lines were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (Wisent Bioproducts, St-
Bruno, Quebec, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Wisent Bioproducts)
in a humidified atmosphere (5% CO2) at 37°C. Passages were performed when confluence

reached 80 to 90%.

Isolation of peripheral blood NK cells and pDCs

NK cells and pDCs were isolated from peripheral blood samples from healthy adult volunteers.
Written informed consent was obtained from all participants in accordance with the Declaration
of Helsinki after CHU Sainte Justine's Institutional Review Board approval. After peripheral
blood mononuclear cell (PBMC) isolation by gradient centrifugation (Ficoll-Paque Plus, GE
Healthcare, Pittsburgh, PA, USA), NK cells and pDCs were purified by negative magnetic
selection (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada) according to manufacturer
instructions. The purity of the selected populations was assessed by flow cytometry and was

always >95%.

NK cell stimulation
Purified NK cells were cultured in RPMI-1640 (Invitrogen, Burlington, ON, Canada)
supplemented with 10% FBS at a concentration of 1 x 10° cells/mL in 96-well round-bottomed

plates for 20 h. NK cells were either unstimulated or stimulated by IL-15 (20 ng/mL; Miltenyi
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Biotec Inc., Auburn, CA, USA), IFN-a (1000 IU/mL; Merck, Kirkland, Quebec, Canada), or
IL-2 (20 IU/mL; Novartis Pharmaceuticals Canada, Dorval, Quebec, Canada). For NK/pDC co-
cultures, purified NK cells and pDCs were mixed at a ratio of 10:1 in the presence of CpG
oligodeoxynucleotides (10 pug/mL; ODN 2216; InvivoGen, San Diego, CA, USA). For trans-
well experiments, NK/pDC co-cultures were performed in 24-well plates using ThinCert inserts
(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany) with a 0.4-um pore size. For type I IFN-
blocking experiments in NK/pDC co-cultures, non-specific binding sites were blocked by
adding 2 pug of mouse IgG2a, followed by the addition of mouse anti-human type I IFN-receptor
chain 2 and anti-human IFN-o antibodies (20 pg/mL each; PBL Assay Science, Piscataway, NJ,

USA).

NK cell-mediated cytotoxicity assays

NK cell-mediated cytotoxicity assays were performed by flow cytometry as described
previously [48]. Briefly, NB cell lines were labeled with carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE) or 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide(s), and 10,000 labeled cells/well were plated in
96-well flat-bottomed plates and incubated overnight to allow cells to adhere. For ADCC
experiments, anti-GD2 ch14.18 chimeric monoclonal antibody (mAb; 1 pg/mL; National
Cancer Institute, Rockville, MD, USA) was added to NB target cells before the addition of NK
cells. For blocking experiments using monoclonal antibodies against TRAIL and DNAM-1,
non-specific binding sites on NK cells were blocked using mouse isotype-matched IgG before
the addition of anti-human TRAIL and/or DNAM-1 monoclonal antibodies (30 pg/mL; BD
Biosciences, Mississauga, ON, Canada). Unstimulated and activated NK cells were incubated

in triplicate with target NB cells at different effector:target (E:T) ratios (1:1, 2.5:1, 5:1, and
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10:1). After a brief centrifugation to ensure contact between effectors and targets, the plates
were incubated at 37°C for 3 h. NB cells were then trypsinized and collected, counting beads
and propidium iodide (PI; Invitrogen) were added to each sample, and viable NB cells were
counted by flow cytometry using the BD Fortessa system (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). SK-N-DZ cells were stained with an anti-CD133-conjugated antibody (Miltenyi Biotec,
Auburn, CA, USA). Data analyses were performed using the FlowJo program (Tree Star,
Ashland, OR, USA), and the percentages of specific cell lysis were calculated using the

following formula:

[(Absolute number of CFSE" PI” cells in the control — Absolute number of CFSE" PI” cells in

the sample) / (Absolute number of CESE™ PI cells in the control)] x 100 = % of lysis

Phenotypic analysis of NB cell lines and activated NK cells

The phenotypes associated with SINB-7, SK-N-AS and SK-N-DZ cell lines were assessed by
flow cytometry using the following conjugated antibodies: HLA-ABC-phycoerythrin (PE) (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), TRAIL-R1 (DR4, CD261)-allophycocyanin (APC), TRAIL-
R2 (DRS5, CD262)-PE (BioLegend, San Diego, CA, USA), CD95 (Fas/Apo-1)-fluorescein
isothiocyanate (FITC) (BD Biosciences, San Jose, CA), CD178 (FAS-L, CD95L)-PE (Caltag,
Burlington, ON, Canada), CD155-PE (PVR; BioLegend), Nectin-2-PE (CD112; BioLegend),
MICA/B-PE (BioLegend), and ULBP-2-PE (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Dead

cells were excluded by 7-AAD) staining (BD Pharmingen, Mississauga, ON, Canada).

Following overnight stimulation, NK cells were labeled with the following antibodies: CD69-
FITC, CD95 (Fas)-FITC, CD16-FITC (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), CD56-FITC,

CD336 (NKp44)-PE (BioLegend), CD253 (TRAIL)-PE, CD178 (FAS-L)-PE, CD314
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(NKG2D)-PE, CD16-PE/Cy7 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), CD56-APC, CD335
(NKp46)-Brilliant Violet 421, CD337 (NKp30)-Alexa Fluor 647 (BioLegend), CD96-PE/V770
(Miltenyi), DNAM-1-PE (CD226, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), and dead cells were
excluded using 7-AAD staining. For perforin and granzyme intracellular staining, NK cells were
first stained with the CD56-APC antibody, then fixed and permeabilized with Cytoperm/Cytofix
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Perforin-FITC and granzyme B-PE antibodies (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) were then incubated according to manufacturer instructions.
All acquisitions were performed on a Fortessa cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),

and data analysis was performed using the FlowJo program (Tree Star).

NK cell-degranulation assay

Degranulation assays were performed as previously described [49]. Briefly, activated NK cells
and target cells were mixed at a 1:1 ratio in the presence of the CD107a-PE antibody (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) and incubated for 1 h at 37°C. GolgiStop (6 pg/mL; BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) was then added, and cells were incubated for an additional 4
h at 37°C. When required, NB target cells were first incubated with ch14.18 anti-GD2 mAb (1
pg/mL) before the co-culture with NK cells. After staining with CD56-APC antibody and
addition of 7-AAD, surface expression of CD107a was assessed using a Fortessa cytometer (BD

Biosciences), and data analysis was performed using the FlowJo program (Tree Star).

Statistical analysis
One-way analysis-of-variance tests were used for multiple-group comparisons of paired data,
and paired ¢ tests were used for single-data comparisons. A p < 0.05 (*) was considered

significant with a confidence interval of 99% (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Results

NK cells stimulated with activated pDCs kill both CD133* and GD2™ NB cells

NB are heterogeneous tumors with various phenotypes as exemplified by the diversity of GD2
and CD133 expression on NB cell lines derived from patients with high-risk NB (Fig 1A). We
selected three NB cell lines (SK-N-DZ, SK-N-AS, and SINB-7) that differed in their expression
of GD2 and CD133 surface markers. We tested the ability of unstimulated or pDC-activated NK
cells to kill these NB cell lines using in vitro cytotoxicity assays. In the absence of NK-cell
activation, all three NB cell lines were resistant to NK cell-mediated lysis. Co-culture of NK
cells with TLR-9-activated pDCs significantly increased the killing of NB cell lines, including
GD2™ SINB-7 cells (Fig 1B). Within the SK-N-DZ cells, CD133" CSCs exhibited similar
sensitivity levels as those observed in CD133™ cells to NK cell-mediated lysis when NK cells
were stimulated by activated pDCs (Fig 1C). These results demonstrated that, following co-
culture with TLR-9 stimulated pDCs, NK cells acquired the capacity to eradicate NB cells,

including CSCs and GD2-negative cells.

Fig 1: NB resistance to NK cell-mediated Kkilling is overcome by NK-cell stimulation with
TLR-9-activated pDCs.
A — Phenotypic characteristics of selected NB cell lines. CD133 and GD2 expression were

assessed by flow cytometry.

B — In vitro cytotoxicity assays were performed against SK-N-DZ, SK-N-AS, and SINB7 NB
cell lines. NK cells and pDCs were purified from peripheral blood samples, and NK cells were

stimulated with TLR9-stimulated pDCs for 18-24 h prior to the assays. Graphs represent the
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mean of specific lysis observed in three to five experiments, with error bars representing the

standard error of the mean.

C — To determine the sensitivity of CSCs to NK cell-mediated killing, SK-N-DZ cells were
stained with the anti-CD133 mAb after a 3-h incubation with activated NK cells. Specific lysis
of CD133" and CD133~ SK-N-DZ cells was determined. Graphs represent the mean of specific
lysis observed in three to five experiments, with error bars representing the standard error of the
mean.

Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance. * p <0.05, **p < 0.01,
**%kp <0.001.

CD, cluster of differentiation; CSC, cancer stem cell; GD2: disialoganglioside; NB,

neuroblastoma; NK, natural killer; pDC, plasmacytoid dendritic cell; TLR, toll-like receptor.

The additive effect of activated pDCs and anti-GD2/IL-2 on NK cell-mediated killing of
NB cells in the presence of heterogeneous expression of GD2

Using cytotoxic and degranulation assays, we next compared anti-GD2-targeted ADCC
mediated by IL-2-stimulated NK cells with the cytotoxicity levels initiated by pDC-activated
NK cells. pDC-activated NK cells and anti-GD2-targeted ADCC were equally efficient at killing
GD2-expressing SK-N-DZ cells (Fig 2A). The combination of anti-GD2 mAb with pDC-
mediated activation of NK cells did not increase SK-N-DZ lysis, although there was an additive
effect of GD2/IL-2- and pDC-activation on granule release against SK-N-DZ cells as measured
by CD107a expression on NK cells (Fig 2B). As expected, anti-GD2-mediated ADCC was

inefficient at killing GD2-negative SINB-7 cells, and these cells did not induce granule release
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by NK cells. Interestingly, these GD2-negative cells were killed by pDC-stimulated NK cells,

thereby inducing cytotoxic granule release by pDC-activated NK cells (Fig 2A and 2B).

Finally, we compared anti-GD2-mediated ADCC, pDC activation, and their combination in the
killing of SK-N-AS cells, a NB cell line exhibiting heterogeneous expression of GD2 (Fig 2A).
The efficacy of anti-GD2-mediated ADCC was much lower than that observed on GD2-positive
cells, and SK-N-AS cells were sensitive to NK cells stimulated by activated pDCs. Interestingly,
we observed increased killing of SK-N-AS cells by the combination of anti-GD2-mediated
ADCC and pDC-mediated NK-cell activation (Fig 2A). This additive effect of ADCC and pDC-
mediated NK-cell activation was associated with an increased release of cytotoxic granules (Fig
2B). Therefore, our results demonstrated that activated pDCs and anti-GD2-targeted ADCC
exert an additive effect for the killing of a cell line with heterogeneous expression of GD2,

leading to NB cell death comparable to that observed in a GD2-positive cell line.

Fig 2: Additive effects of anti-GD2 mAb, ADCC, and pDC-activated NK-cell cytotoxicity
against NB cells.

A — Cytotoxicity assays were performed against SK-N-DZ, SINB-7, and SK-N-AS cell lines in
the presence or absence of prior incubation of target cells with the anti-GD2 mAb. Effectors
were either unstimulated NK cells (NS), NK cells stimulated by overnight incubation with TLR-
9-activated pDCs (a-pDC), or NK cells stimulated by low doses of IL-2 alone (IL2/GD2 mAb)
or in combination (IL2/GD2 mAb+a-pDC). Graphs present the specific lysis means of three

independent experiments, with error bars representing the standard error of the mean.

B — NK cell-degranulation assays were performed against SK-N-DZ, SINB7, and SK-N-AS

cells. Unstimulated NK (NS) and stimulated NK cells (a-pDC, IL2/GD2 mAb, or IL2/GD2
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mAb+a-pDC) were incubated with target cells at a 1:1 ratio and stained with the anti-CD107a
antibody. Graphs represent the means of CD107a MFIs on NK cells (gated on CD56"CD3") in

three independent experiments.

Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance. *p < 0.05, **p <0.01,

w57 < 0,001

ADCC, antibody-dependent cellular cytotoxicity; CD, cluster of differentiation; GD2:
disialoganglioside; IL, interleukin; mAb, monoclonal antibody; MFI, mean fluorescence
intensity; NB, neuroblastoma; NK, natural killer; pDC, plasmacytoid dendritic cell; TLR, toll-

like receptor.

Activated pDCs induce CD69 and TRAIL expression, as well as IFN-y production in NK
cells

To determine the mechanisms responsible for NK cell-mediated lysis of NB tumors, we assessed
the phenotype of NK cells stimulated by either TLR-9-activated pDCs, IFN-a., or IL-15. Here,
we used IFN-a concentrations (1000 IU/mL) expected to be produced by activated pDCs (4 %
10* cells) in the corresponding experiments [50]. We observed that the upregulation of the
CD69-activation marker was significantly enhanced following NK-cell stimulation with TLR-
9-activated pDCs as compared to that observed following IFN-a or IL-15 stimulation (Fig 3A).
Interestingly, this upregulation of CD69 expression was observed in all CD56%™, but not in
CD56"e" NK cells, whereas CD69 expression was upregulated in only a fraction of CD56%™
(30-70% of cells, depending on the donors) and all CD56*¢" NK cells upon IFN-a. and IL-15

stimulation (Supplemental Fig S1).

91



TLR-9-activated pDCs induced a significantly higher expression of TRAIL on NK cells as
compared with that observed following stimulation with IFN-a or IL-15 (Fig 3B). FAS-L was
not expressed on pDC-activated NK cells (Supplemental Fig S2), and natural cytotoxicity
receptors (NKp44, NKp46, or NKp30), NKGD2, granzyme B and perforin were not upregulated

(Fig 3C and Supplemental Fig S2).

Finally, we observed increased production of IFN-y by NK cells stimulated by TLR-9-activated
pDCs, while IFN-a stimulation did not induce IFN-y secretion by NK cells (Fig 3D).
Collectively, these results indicated that the co-culture of NK cells with TLR-9-activated pDCs
induced a unique activated phenotype that cannot be reproduced by IFN-a or IL-15 stimulation
alone and is characterized by increased secretion of IFN-y, high levels of CD69 expression on

CD56™ cells, and high levels of surface expression of TRAIL on both CD56¢ and CD564™

cells.

Fig 3: TLR9-stimulated pDCs induce a unique NK-cell phenotype and IFN-y production.
A—C — Phenotype analysis of NK cells following overnight stimulation with IL-15, IFN-a, or
co-culture with TLR9-stimulated pDCs. Graphs represent the means of MFIs for (A) CD69, (B)
TRAIL, and (C) NKG2D immunostaining, with error bars representing the standard error of the

mean from five to eight experiments on NK cells from different donors.

D — IFN-y production was measured by ELISA in the supernatant of NK-cell cultures following
overnight stimulation. The means of four to six independent experiments are represented, with

error bars representing the standard error of the mean.

Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance. *p < 0.05, **p <0.01,

w57 < 0,001
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CD, cluster of differentiation; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; IFN, interferon;
IL, interleukin; MFI, mean fluorescence intensity; NK, natural killer; NKG2D, natural killer
group 2D; pDC, plasmacytoid dendritic cell; TLR, toll-like receptor; TRAIL, tumor necrosis

factor-related apoptosis-inducing ligand.

NK-cell activation by TLR-9-activated pDCs is independent of cell contact

We next explored whether soluble factors secreted by activated pDCs or cellular contact
between activated pDCs and NK cells was required for NK-cell activation. Levels of NB cell
lysis were similar when NK cells and pDCs were cultured in contact or separately in trans-well
experiments (Fig 4A). This result indicated that soluble factors secreted by TLR-9-activated

pDCs are responsible for NK cell-mediated cytotoxicity against NB.

NK-cell lytic activity against NB depends upon IFN-a production by TLR-9-activated
pDCs, but is not reproduced by IFN-o stimulation alone

We then determined the role of type I IFNs in NK-cell stimulation by TLR-9-activated pDCs.
We blocked type I IFN signaling using a combination of blocking antibodies against IFN-a and
type I IFN receptors. Type I IFN blockade completely abrogated NB cell lysis by pDC-activated
NK cells (Fig 4B). To investigate whether NB killing by NK cells was entirely due to IFN-
o production by pDCs, we stimulated NK cells with the amount of IFN-a expected to be
produced by the 4 x 10* pDCs used in the control experiments. Under these conditions, we
observed that NB cell lysis was lower when NK cells were directly activated by IFN-o (Fig
4C). These results indicated that NK-cell lytic activity against NB depends upon type I IFN

produced by TLR-9-activated pDCs, but is not reproduced by IFN-o stimulation alone.
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Fig 4: NK-cell activation is independent of contact with pDCs, but depends upon type I
IFN production by activated pDCs.
A — Analysis of NK-cell cytotoxicity following NK-cell activation with TLR9-stimulated pDCs

in contact or in trans-wells. Graphs are representative of three independent experiments.

B — Blocking of type I IFN signaling was performed using specific blocking mAbs against IFN-
a and type I IFN receptor in NK/pDC co-cultures, followed by cytotoxicity assays performed
against SK-N-DZ cells. The graph represents the means of three independent experiments, with

error bars representing the standard error of the mean.

C — Analysis of NK-cell cytotoxicity following NK-cell activation with TLR9-stimulated pDCs
(a-pDC) or IFN-a (1000 TU/mL). The IFN-a concentration was comparable to that estimated
under both conditions. Specific lysis of SK-N-DZ, SK-N-AS, and SINB-7 cells are presented

for an E: T ratio of 5:1.

Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance. *p < 0.05, **p < 0.01,

wx%p < 0,001,

E:T, effector against target; IFN, interferon; IL, interleukin; mAb, monoclonal antibody; NK,

natural killer; pDC, plasmacytoid dendritic cell; TLR, toll-like receptor.

The TRAIL and DNAM-1 pathways are involved in NB killing by pDC-activated NK cells
We investigated the role of NK cell-activating receptors, DNAM-1 and NKG2D, as well as
death receptor-mediated apoptosis in NK cell-mediated lysis of NB cells using blocking

experiments. We observed that all three NB cell lines expressed high levels of DNAM-1 ligands
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(PVR and Nectin-2) (Fig SA—C). Accordingly, blocking the interaction between DNAM-1 and
its ligands abrogated NK cell-mediated killing of SK-N-AS and SINB7 cells (Fig 5A and B)

and significantly decreased SK-N-DZ cell lysis (Fig 5C).

All three cell lines expressed high levels of both TRAIL receptors, TRAII-R1 and TRAIL-R2
(Figure 5). We observed that blocking TRAIL interaction with TRAIL-R1 and TRAIL-R2
abrogated NK cell-mediated killing of SK-N-AS and SINB?7 cells and significantly decreased
SK-N-DZ cell lysis (Fig SA-C). Additionally, NKG2D ligands (MICA/B and ULBP2) were
expressed at low levels on SK-N-DZ and SINB7 cells and were almost absent on SK-N-AS
cells. Although NKG2D blockade alone did not decrease SK-N-DZ killing, the complete
inhibition of cell lysis required blockage of TRAIL, DNAM-1, and NKG2D. Therefore, our
findings suggested that multiple lytic pathways are engaged by pDC-activated NK cells to kill
NB tumors, and that the relative role of each pathway depends upon the expression of NK-

receptor ligands on target cells.

Fig 5: The TRAIL and DNAM-1 pathways are involved in NB Kkilling by pDC-activated
NK cells.

Cytotoxicity assays against (A) SK-N-AS, (B) SINB-7, and (C) SK-N-DZ cells were performed
in the presence of DNAM-1-, TRAIL-, or NKG2D-blocking antibodies alone or in combination.
Bar histograms represent the mean of three independent experiments, with error bars
representing the standard error of the mean. The expression of DNAM-1 ligands (PVR and
Nectin-2), TRAIL receptors (TRAIL-R1/R2), and NKG2D ligands (MICA/B and ULBP2) was
investigated by flow cytometry, and representative histograms are presented for (A) SK-N-AS,

(B) SINB-7, and (C) SK-N-DZ cells.
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Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance. *p < 0.05, **p <0.01,

w57 < 0,001

DNAM-1, DNAX accessory molecule 1; MICA/B, major histocompatibility complex class I-
related chain A/B; NB: neuroblastoma; NK, natural killer; NKG2D, natural killer group 2D;
pDC, plasmacytoid dendritic cell; PVR, poliovirus receptor; TRAIL, tumor necrosis factor-

related apoptosis-inducing ligand; ULBP: UL16-binding protein.
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Discussion

Our study revealed that TLR-9-activated pDCs induced NK cell-mediated killing of NB cells.
We demonstrated that both CD133" CSCs and GD2-negative NB cells are sensitive to pDC-
activated NK cell-mediated lysis. We also revealed an additive effect of NK-cell stimulation
with activated pDCs and anti-GD2 ADCC for the killing of NB tumors expressing low levels of
GD2. NK-cell lytic activity against NB was independent of cell contact, depended upon type 1
IFN produced by TLR-9-activated pDCs, but was not reproduced by IFN-o stimulation alone.
Finally, our results indicated that both cytolytic granule release via NK cell-activating receptors

and TRAIL-mediated apoptosis are involved in NB killing by pDC-activated NK cells.

NB may still relapse after multimodal therapy, including aggressive chemotherapy,
hematopoietic stem cell transplantation, and anti-GD2 immunotherapy. CSCs are responsible
for the long-term maintenance of tumor growth and metastasis due to their self-renewal
properties and resistance to chemotherapy [23-32]. Given that immunotherapy is effective on
low-cycling cells, CSCs from several cancer types are sensitive to immunotherapy and, in
particular to NK cell-based therapy. The sensitivity of CSCs to NK cell-mediated killing is
correlated to the expression of stress-induced ligands on CSCs that are recognized by the
NKG2D-activator receptor expressed by NK cells [33-36]. Although the concept of CSC has
been a matter of debate for NB, CD133 appears to be the best available surface marker
associated CSC-like phenotype in NB, CD133" NB cells being enriched in cells with a CSC-
like phenotype [37-41]. Here, we showed that CD133" NB cells are efficiently killed by pDC-
activated NK cells. Our results are in line with data in other cancers underscoring the role of the

activating receptor NKG2D in CSC killing [34, 35]. Indeed the killing of the SK-N-DZ cell line
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(70% CD133") by activated NK cells depended upon NKG2D, while the role of NKG2D was

less important to the killing of the CD133™ NB cell lines, SK-N-AS and SINB7.

Our results indicated that the combination of anti-GD2 immunotherapy and NK-cell stimulation
with activated pDCs has the potential to eradicate NB tumors exhibiting heterogeneous
expression of GD2 and to decrease the potential risk of tumor escape by GD2 downregulation.
Indeed, GD2™ NB cells were efficiently killed by pDC-activated NK cells, and we observed an
additive cytotoxic effect associated with pDC-mediated NK-cell activation and anti-GD2
ADCC against a NB cell line exhibiting heterogeneous expression of GD2. These results suggest
that NK cell stimulation with activated pDCs could improve the survival rates of patients with

high-risk NB treated with anti-GD2 immunotherapy.

Our results showed that efficient killing of NB cells by activated NK cells was dependent upon
both DNAM-1-dependent release of cytotoxic granules and TRAIL-mediated apoptosis. These
results confirmed the important role of DNAM-1 in NB killing by NK cells, exemplified by the
prognostic value of DNAM-1-ligand expression on NB tumors [51, 52]. These findings are in
agreement with those reported by Sheard et al [44], showing that membrane-bound TRAIL
plays an important role in NK cell-mediated cytotoxicity against NB cells and complements the
release of cytotoxic granules. While DNAM-1 is constitutively expressed on NK cells, the
expression of TRAIL is induced by NK-cell stimulation [53, 54]. Importantly, high levels of
TRAIL are expressed on NK cells upon stimulation by TLR-activated pDCs. This feature is
unique to pDC-mediated NK-cell activation and could not be reproduced by IFN-a or IL-15

stimulation alone. This characteristic allows for the engagement of both the TRAIL-induced
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apoptosis pathway and DNAM-1-mediated release of cytotoxic granules by activated NK cells

against NB cells.

The phenotype of NK cells activated by pDCs is characterized by two other features. First, the
expression of the activation marker CD69 by CD56%™ cells signals activation of this cytolytic
subset [56]. Secondly, pDC-activated NK cells secrete high levels of IFN-y that synergize with
TRAIL/death-receptor pathways. Indeed, IFN-y promotes TRAIL-mediated cleavage of
caspase-8 in NB cell lines [57, 58]. Furthermore, IFN-y can serve as a link to adaptive immunity,
given that 5 days of systemic IFN-y therapy increased T cell trafficking into tumor-biopsy

specimens from patients with high-risk NB [59].

Additionally, we showed that the activation of NK cells by pDCs was dependent upon soluble
factors secreted by pDCs. From a therapeutic viewpoint, it is, therefore, important to determine
whether the effect of activated pDCs on NK cells can be reproduced by a single cytokine, as its
administration would be simpler and more affordable than adoptive cell therapy. Because pDCs
are specialized cells that produce large amounts of type I IFN in response to stimulation, the
best candidate among pDC-secreted cytokines is [IFN-a [60]. Accordingly, we found that type I
IFN blockade completely abrogated NK-cell activation and cytotoxicity against NB, indicating
that type I IFNs are required for pDC-induced NK-cell activation. However, NK-cell activation
and cytotoxicity against NB were not reproduced by IFN-a stimulation alone, even at a dosage
corresponding to that secreted by the number of pDCs used in these experiments. Therefore, we
hypothesized that pDC-induced NK-cell stimulation is due to a combination of type I IFNs or
that several other pro-inflammatory cytokines are involved. The dependency on type I [IFNs may

also be explained by the blockade of the IFN-a autocrine positive feedback loop needed for
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pDC activation [61]. Thus, it is unlikely that the administration of a single cytokine could
reproduce the effect of activated pDCs on NK cell-mediated NB killing. Experiments are

currently underway to test this hypothesis.

Our results contrast with those published by Perez-Martinez ef al. showing that blood dendritic
cells, including pDCs, suppressed NK cell functions and increased the risk of leukemia relapse
after hematopoietic stem cell transplantation [55]. This discrepancy could be explained by
several experimental differences between our study and that of Perez-Martinez et al. Indeed, we
used the physiological NK:pDC ratio of 10:1 in our experiments, while a ratio of 2:1 was used
in Perez-Martinez’ study. Moreover, we used negative selections for both pDC and NK cell
purification to avoid alteration of their properties. Since our results are in good agreement with
the pDC-induced NK cell activation previously described [44], we are confident that NK-cell

stimulation by activated pDCs constitutes a unique therapeutic strategy to fight NB cells.

pDC activation can be induced in vivo by the administration of clinical-grade TLR-ligands [62].
However, the efficacy of this approach depends upon the number and function of pDCs in
patients. We showed that, following cord-blood or allogeneic bone-marrow transplantation,
pDC numbers or functions are altered for several months [50]. Whether aggressive
chemotherapy, followed by autologous hematopoietic stem cell transplantation, affects pDC
function and numbers in patients with high-risk NB remains to be determined. Alternatively,
activated pDCs may be adoptively transferred to induce NK-cell responses. We recently
developed a unique method of human pDC expansion from CD34" hematopoietic stem cell
progenitors [47, 50]. These in vitro differentiated pDCs are as efficient as peripheral blood pDCs
at inducing NK-cell antitumor activity in vitro. We further demonstrated that adoptive transfers

of in vitro differentiated and activated pDCs control the development of acute lymphoblastic
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leukemia in humanized mice, proving the feasibility of this therapeutic approach [47].
Experiments are underway to determine whether similar therapeutic efficacy can be obtained

against NB.

Our novel approach of NK-cell stimulation by activated pDCs led to the efficient killing of both
CSCs and GD2™ NB cells and increased the efficacy of anti-GD2-mediated ADCC for NB
tumors exhibiting heterogeneous expression of GD2. These results pave the way for novel
immunotherapeutic strategies combining anti-GD2 mAb with pDC-mediated activation of NK

cells in patients with high-risk NB to reduce the risk of relapse.
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Legends of supplemental figures

Supplemental Fig 1: Flow cytometry analysis of NK cell phenotype following overnight
stimulation. Representative dot plot analysis of immunostaining with anti-CD56, anti-CD69,

anti-TRAIL antibodies (gated on CD3" cells).

Supplemental Fig 2: NK cell phenotype was analyzed by flow cytometry following
overnight stimulation with IL-15, IFN-a or activated pDCs. Box plots represent the
distribution of the median fluorescence intensity (MFI) of the indicated markers (NKp30,
NKp46, NKp44, Fas-L, Perforin and Granzyme B). Statistical analyses were performed using

one-way analysis of variance. * p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001.
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Figure 1.2
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Figure 1.3
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34.1.3 Reprint permission

PLOS applies the Creative Commons Attribution (CC BY) license to works we publish.

Under this license, authors retain ownership of the copyright for their content, but they
allow anyone to download, reuse, reprint, modify, distribute and/or copy the content as

long as the original authors and source are cited.

Tiré de: https://www.plos.org/license
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3.4.2 Article 2 | STIMULATION OF PATIENT’S NATURAL KILLER CELLS BY
ACTIVATED PLASMACYTOID DENDRITIC CELLS INCREASES EFFICACY OF

IMMUNOTHERAPY AGAINST NEUROBLASTOMA

3.4.2.1 Préface

Les résultats obtenus dans le premier article montrent que [Defficacité de
I’immunothérapie anti-GD2 est augmentée lorsque les cellules NK sont stimulées par les pDC
activées. En effet, la stimulation par les pDC induit un phénotype unique des cellules NK
caractérisé par une forte expression de CD69 et de TRAIL. Ces résultats nous permettent
d’envisager une nouvelle approche thérapeutique pour stimuler les fonctions anti-tumorales des
cellules NK. Cette approche consiste a combiner 1’administration de mAb anti-GD2 avec des
transferts adoptifs de pDC activées. La possibilité d’obtenir de grandes quantités de pDC a

usage thérapeutique a partir de précurseurs du sang de cordon rend cette approche réalisable
365

Dans le but de confirmer la pertinence clinique de cette approche, nous avons reproduit
les résultats obtenus avec des cellules NK provenant de patients atteints de NB prélevées au
cours de I'immunothérapie anti-GD2. Afin de tester la fonctionnalité de I’axe pDC-NK chez
les patients, nous avons examiné la reconstitution qualitative et quantitative des cellules NK et
des pDC post-TCSHA et durant I’immunothérapie. Nous avons également étudié la réponse des
cellules NK a une stimulation par des pDC activées. Enfin, nous avons testé la cytotoxicité des

cellules NK du patient vis-a-vis des cellules de NB dérivées de sa propre tumeur.

3.4.2.2 Contribution des auteurs

A Belounis, S Herblot et M Duval ont mis au point le concept et la méthodologie de
recherche ainsi que la validation des résultats et I’écriture de 1’article. A Belounis a effectué les
expérimentations, aidée conjointement par M Ayoub, S Herblot et P Cordeiro. W Lemieux a
dérivé la lignée primaire SJ-N-TQ42. P Teira et E Haddad ont participé a ’analyse critique des
résultats ainsi que la relecture de I’article. S Herblot et M Duval ont supervisé le projet de

recherche.
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Abstract

Targeted immunotherapy has improved the outcome of patients with high-risk neuroblastoma
(NB). However, immune escape of tumor cells still occurs and about 40% of NB patients
relapse and die from their disease. We previously showed that Natural Killer (NK) cell
stimulation by Toll-like receptor (TLR)-activated plasmacytoid dendritic cells (pDC) increases
the efficacy of dinutuximab-based immunotherapy against NB cell lines via the TRAIL death-
receptor pathway. With the aim to translate our findings into a novel adoptive therapy of TLR-
activated pDC, we investigated the pDC/NK cell axis in NB patients undergoing dinutuximab-
based immunotherapy. We show that pDC counts were low at the beginning of immunotherapy
but reached normal levels over time. Blood NK cell counts were normal in all patients, although
a high proportion of CD56" CD16!°"" cells was observed. The stimulation of patient’s blood
cells with a TLR9 ligand led to IFN-a production by pDC, and TRAIL expression on NK cell
surface. Patient’s NK cells expressed high levels of CD69 and TRAIL after stimulation with
activated pDC. Both CD56#" CD16'°%- and CD56%™ CD16" NK cells degranulated against
autologous target cells in the presence of dinutuximab. Importantly, pDC-induced NK cell
activation increased the dinutuximab mediated autologous killing of patient-derived NB cells.
Altogether, our study demonstrates that TLR-activated pDC strongly increase the cytotoxic
functions of NK cells in high-risk NB patients undergoing immunotherapy. These results,
therefore, support pDC adoptive immunotherapy as a novel approach to decrease the risk of

relapse in patients with high-risk NB.

Keywords: Neuroblastoma, immunotherapy, anti-GD2 antibody, dinutuximab, natural killer

cells, plasmacytoid dendritic cells.
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Background

Neuroblastoma (NB) is a pediatric embryonal malignancy of the sympathetic nervous system
occurring mostly in children under 5-year old [1]. Despite aggressive multimodal treatments,
patients older than 18 months with a stage IV metastatic NB still have a poor survival rate and
about 40% of them relapse and die from their disease [2, 3]. The current therapy comprises an
induction treatment with multi-agent chemotherapy and surgery, a consolidation with high-dose
chemotherapy followed by bone marrow rescue with autologous hematopoietic stem cell
transplantation (aHSCT), radiotherapy of the primary tumor and finally differentiating therapy
with isotretinoin (cisRA) [2, 4]. The addition of anti-GD2 (dinutuximab) immunotherapy
significantly increased the survival of high-risk NB patients and dinutuximab-based
immunotherapy has become a standard of care in high-risk NB patients, albeit with limited
efficacy and considerable toxicity [3, 5]. To maximize the efficacy of anti-GD2 targeted
immunotherapy, NB patients receive a concomitant immune stimulation with IL-2 and GM-
CSF that increases antibody-mediated cellular cytotoxicity (ADCC) mediated by NK cells and
granulocytes respectively [3, 6]. However, IL-2 treatment is associated with considerable
toxicity including pain, flu-like syndrome, fever and capillary leak syndrome [7]. A recent
randomized Phase III clinical trial by Ladenstein ef al. further underscored that IL-2 treatment
is associated to greater toxicity than dinutuximab alone and indicated that IL-2 may not be
required for patients who had responded to induction and consolidation treatments [8].
Moreover, IL-2 could also induce apoptosis of NK cells due to over-activation and may induce
T regulatory cell proliferation that might dampen the NK cell cytotoxic activity [9]. Treatment
failure and relapse after anti-GD2 immunotherapy have also been attributed to low or

heterogeneous expression of the targeted antigen [10, 11], as well as genetically driven patient-
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to-patient differences in immune responses such as the presence of a self-KIR/HLA mismatch
or the expression of FcyRIII variants [12-16]. Collectively, these results highlight the need for
less toxic and more efficient strategies than IL-2 for NK cell stimulation along with
dinutuximab therapy.

NK cells, the lymphocytes of the innate immune system, play a major role in tumor
immunosurveillance and immune killing of infected or transformed cells without prior
sensitization [17]. NK cells are subdivided in CD56%™ CD16" and CD56#" CD16'"""
populations with distinct phenotypic and functional features [18]. The majority of circulating
blood NK cells are CD56%™CD16" and they are considered as effector cells with high cytotoxic
potential, while CD56"€"" CD16!°%- subset represents less than 10% of blood NK cells and
deems to be mainly involved in cytokine production and immune regulation [19]. However, the
cytolytic functions of CD56° CD16!°"" cells can be increased upon cytokine stimulation [19,
20]. The effector functions of NK cells are orchestrated by the balance between activating and
inhibitory signals triggered by receptors at the surface cell [21, 22]. Activating signals include
the recognition of tumor associated stress-induced molecules expressed on tumor cells by NK
cell activating receptors such as DNAM-1, NKG2D and Natural killer cell receptors (NCR).
Inhibitory signals are triggered by the interaction of NK cell inhibitory receptors such as killer
immunoglobulin-like receptors (KIR) with human leukocyte antigen (HLA) class I molecules
expressed on tumor cells. When the balance between activating and inhibitory signals leans
toward cytotoxicity, NK cells release cytotoxic granules and kill target cells via the
perforin/granzyme lytic pathway. In addition, the expression of ligands for death receptors such

as the TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) or FAS-ligand on activated NK cells
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induces the apoptosis of target cells expressing the corresponding death receptors (TRAIL-R1,

TRAIL-R2 or FAS).

Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are type I Interferon (IFN) producing cells that sense viral
RNA and DNA via their Toll-like receptors (TLR)-7 and 9 [23]. TLR-activated pDC are the
natural activators of NK cell lytic functions. We showed that they induce a unique NK cell
activated phenotype characterized by the high expression of TRAIL that could not be
reproduced by cytokine stimulation alone [24-26]. Importantly, we revealed an additive effect
of NK cell stimulation with pDC and anti-GD2 mediated ADCC for the killing of NB tumor
cell lines expressing low or intermediate levels of GD2 [24]. Furthermore, we demonstrated
that TRAIL-mediated apoptosis played a major role in the killing of NB cell lines by pDC-
activated NK cells [24]. These findings uncovered the therapeutic potential of activated pDC

for the treatment of high-risk NB patients.

Since deficient NK cell reconstitution or impaired NK cell lytic function during immunotherapy
could impact the efficacy of both anti-GD2 and pDC therapies [27, 28], we aimed to verify the
functionality of the pDC/NK cell axis in patients receiving anti-GD2 immunotherapy. We
performed a longitudinal study of blood pDC and NK cell counts and we evaluated their
function. We founded that despite the high proportion of CD56"¢" CD16'°"" subset, patient’s
NK cells expressed high level of TRAIL upon stimulation with activated pDC and were
cytotoxic against patient-derived NB cells. In addition, NK cell stimulation with activated pDC
strongly increased the efficacy of NK cell-mediated killing of autologous patient-derived NB

cells.
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Methods

Study design and patients

Five consecutive high-risk NB patients treated and followed up at CHU Sainte-Justine were
enrolled for this study between 2017 and 2019. One patient was excluded from the analysis
because of early relapse and subsequent chemotherapy regimen. Patient characteristics are
summarized in Table 1. Research protocol was approved by the Institutional Review Board
(IRB) of the CHU Sainte-Justine (Montreal, Canada) (#2016-976) and informed written consent
was obtained from patient’s guardians. Immunotherapy was initiated around day 100 after
aHSCT and comprised five courses of dinutuximab (United Therapeutics, Silver Spring, MD),
a therapeutic anti-GD2 antibody, in combination with alternating GM-CSF and IL-2 (COG
protocol as described in [3]). A schematic diagram of the anti-GD2 immunotherapy timeline is
shown in Supplemental Fig. S1. POO1 refused to receive IL-2 because of anticipated side
effects received treatment with GM-CSF for all 5 courses. Patients were also treated with five
cycles of cisRA as differentiating agent concomitant to immunotherapy. Patients’ blood
specimens were sampled at twelve time points before and along the anti-GD2 immunotherapy
(days 0, 3, 6, 27, 56, 59, 62, 87, 90, 97, 112, 115, and 118). Blood samples from healthy
volunteers were obtained after informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki

and CHU Sainte-Justine IRB approval and used as controls for each experiment.

Cell line
SJ-N-TQ42 is a primary cell line established from NB bone-marrow metastases of patient P004
at the diagnosis. Briefly, bone marrow mononuclear cells were isolated by gradient

centrifugation using Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Sweden) and
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cultured in Ham's F-12 medium supplemented with 20% heat-inactivated FBS for 7 days in a
5% CO7 humidified atmosphere at 37°C. Cells were then cultured in Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM, Wisent Bioproducts, St-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% heat-

inactivated FBS. Passages were performed when confluence reached 80 to 90%.

in vitro pDC expansion and differentiation from purified CB CD34

Human pDCs were generated from purified cord blood (CB) CD34" progenitors as previously
described [29]. Briefly, CB units were obtained from the CHU Sainte-Justine Research Center
cord blood bank with IRB approval. Mononuclear cells were isolated by gradient centrifugation
using Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Sweden), and CD34" cells
were positively selected using magnetic beads (Miltenyi Biotec, San Diego, CA, USA). Purified
cells were seeded at in serum-free expansion medium (StemSpan™ SFEM, StemCell
Technologies, Vancouver, BC, Canada), complemented with recombinant human stem cell
factor SCF (10 ng/mL), thrombopoietin (TPO) (50 ng/mL), FMS-like tyrosine kinase receptor
3 ligand (FLT3-L) (100 ng/mL) (all from R&D System, Minneapolis, MN, USA; or Miltenyi
Biotec) and StemRegenin (SR1) (1 uM, Selleckchem, Houston, TX, USA). Every 2-3 days,
culture medium was refreshed and after 7 days of culture, culture medium was replaced by
StemSpan medium supplemented with human IL-7 (10 ng/mL, Miltenyi Biotech), TPO, FLT3-
L, and SR1. Cultures were maintained for 14 days at 37 °C in a humidified incubator with 5%
COa. In vitro differentiated pDC were then purified by flow cytometry after staining with the
following antibodies: phycoerythrin-indotricarbocyanine (PE/Cy7)-anti-human HLA-DR and
allophycocyanin (APC)-anti-human CD123, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Dead cells
were excluded using Sytox Blue dye. Cell sorting was performed on an Aria cell sorter (BD

Biosciences). Sorted pDC (HLA-DR'/CD123he" Sytox™®) were then resuspended in
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RPMI1640 medium (Wisent) supplemented with 10% of heat-inactivated serum and used for

NK cell stimulation experiments.

NK cell isolation and stimulation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by density gradient centrifugation
using Ficoll-Paque Plus. Fresh PBMC were used to isolate NK cells by negative selection using
magnetic beads (EasySep® enrichment kit, StemCell Technologies) according to manufacturer
instructions. The purity of selected cells was assessed by flow cytometry and was each time
above 95%. Purified NK cells were then plated in a 96-well round-bottom plate (2 x 10°
cellsymL) in RPMI 1640 supplemented with 10% inactivated-FBS and 1L-2 (20 IU/mL;
Novartis Pharmaceuticals Canada, Dorval, Quebec, Canada). Low amount of IL-2 was added
in all culture conditions because NK cells were isolated from patients receiving IL-2 (course 2
or/and 4). In vitro differentiated pDC were added in a pDC:NK ratio of 1:10. pDC were
stimulated by adding a TLR9 ligand (CpG-A ODN2216, 10 pg/mL, InvivoGen, San Diego,
CA, USA). Unstimulated and pDC-stimulated NK cells were incubated for 20h at 37 °C and

5% CO; atmosphere.

Phenotype analysis using flow cytometry

The phenotype and absolute counts of NK cells and pDC were assessed on whole blood samples
after red blood cell lysis using flow cytometry. For NK cells, we used the following conjugated
antibodies: APC-anti-human CD56, fluorescein isothiocyanate (FITC)-anti-human CD3, and
PE/Cy7-anti-human CD16 (NK population was defined as CD56"/CD3"). For pDC, we used
FITC-anti-human Lineage (CD3/14/16/19/20/56), PE-anti-human CD1 1¢, PE/Cy7-anti-human

HLA-DR, APC-anti-human CD123 and PE-anti human BDCA?2 antibodies (pDC were defined
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as Lin"¢/CD11c¢™¢/HLA-DR*/CD123"e" or Lin"¢ BDCA2"). Counting beads were added to
each sample to allow for pDC and NK cell counting in whole blood samples.

NK cell activation was measured after overnight stimulation of whole blood samples or purified
NK cells with TLROL (CpG-A ODN2216) or CB derived TLR9L-activated pDC, respectively.
Cells were harvested, washed, and then stained with conjugated antibodies: APC-anti-human
CD56, PE/Cy7- or FITC-anti-human CD3, FITC- or APC-fire750-anti-human CD69, and PE-
anti-human TRAIL.

The phenotype of SJ-N-TQ42 cells was assessed by flow cytometry using the following
conjugated antibodies: PE-anti-human GD2, APC-anti-human CD133, PE-anti-human HLA-
ABC, PE-anti-human MICA/B, PE-anti-human ULBP1, APC-anti-human ULBP2, PE-anti-
human CD155 (PVR), PE-anti-human CD112 (Nectin-2), APC-anti-human TRAIL-R1 (DR4,
CD261), PE-anti-human TRAIL-R2 (DRS5, CD262), and PE-anti-human FAS.

In all experiments, dead cells were excluded using 7-AAD staining. All acquisitions were
performed on a BD FACS Canto™ II (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), and data analysis
was performed using the FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR, USA). All conjugated

antibodies were purchased from BD Biosciences or Biolegend (San Diego, CA, USA).

NK cell cytotoxic assay

NK cell-mediated cytotoxicity assays were performed by flow cytometry as previously
described [24]. Briefly, target SJ-N-TQ42 cells were labelled with 3,3'-dihexyloxacarbocyanine
iodide(is) (DiOC;s), 10* cells per well were plated in 96-well flat bottomed plates and incubated
overnight to allow adherence. For ADCC experiments, anti-GD2 ch14.18 mAb (1 pg/mL;
dinutuximab, United Therapeutics, MD, USA) was added or not to NB target cells prior to the

addition of NK cells.
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Unstimulated and activated NK cells were incubated in triplicate with target NB cells at
different effector:target (E:T) ratios (2:1 and 5:1). After a brief centrifugation to ensure contact
between effectors and targets, plates were incubated at 37°C for 4h. NB cells were then
trypsinized and collected. Dead cells were stained with propidium iodide (PI; Invitrogen), and
viable NB cells were counted by flow cytometry using the BD™ High Throughput Sampler
(HTS) Fortessa system (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Data analyses were performed
using the FlowJo software (Tree Star), and the percentages of specific cell lysis were calculated
using the following formula: = [(#absolute live cells — #experimental live cells)/(#absolute live

cells)] x 100.

NK cell-degranulation Assay

Degranulation assays were performed as previously reported [30]. Briefly, activated NK cells
and target cells were co-cultured at a 1:1 ratio at 37°C for 1h. GolgiStop (6 pg/mL; BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) was then added, and cells were incubated for an additional
4h at 37°C. When necessary, NB target cells were incubated with anti-GD2 ch14.18 mAb (1
ug/mL) before the co-culture with NK cells. After staining with APC-anti-human CD56
antibody and PE/Cy7-anti-human CD3, surface expression of CD107a was assessed using a
Canto II cytometer (BD Biosciences), and data analysis was performed using the FlowJo

software (Tree Star).

IFN-a quantification using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Following overnight stimulation of 1 mL of whole blood samples with TLRIL (CpG-A

ODN2216), supernatants were collected and stored at -80 °C. IFN-a quantification was
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performed by ELISA following the manufacturer’s protocol (PBL InterferonSource,

Piscataway, NJ, USA).

Statistics
One-way analysis-of-variance tests were used for multiple-group comparisons of paired data,
and paired #-tests were used for single-data comparisons (Mann-Whitney test or Wilcoxon

matched-pairs test GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Results

NK cell counts and phenotype at the time of anti-GD2 immunotherapy

We and others described that post-transplant NK cell reconstitution occurs within 3-4 weeks
and NK cell counts reach normal levels by one month after allogeneic transplantation in patients
with leukemia [31]. However, NK cell reconstitution following autologous HSCT in NB
patients is less documented, and there is no data available about NK cell counts during
immunotherapy [28]. We therefore performed a quantitative and phenotypic analysis of blood
NK cells before and along the course of anti-GD2 immunotherapy in NB patients from our
clinic. Five patients were enrolled between October 2017 and March 2019. One enrolled patient
was subsequently excluded because of early relapse and subsequent chemotherapy and one
patient refused to receive IL-2 because of expected side effects (Table 1). Absolute NK cell
counts were measured on whole blood specimens sampled along the 5 courses of dinutuximab
therapy (Supplemental Fig. S1). We observed that NK cell counts were similar to those
measured in healthy controls (mean 78 cells/uL at the beginning of immunotherapy) and that
they tended to increase during IL-2 treatment for 2 patients out of 3 that received IL-2 (Fig.
1A). We assessed the phenotype of NK cells using CD56 and CD16 staining and we observed
a higher proportion of CD56"¢"CD16'°" NK cells in patients throughout immunotherapy as
compared with healthy controls (mean 38% 4 15.1 SD versus 6.1% =+ 2.6 SD of total NK cells
respectively) (Fig. 1B and 1C). Collectively, these results indicated that blood NK cells counts
were normal in patients receiving dinutuximab immunotherapy after aHSCT. However, the
high proportion of CD56€"CD16 V- cells raised the question of their capacity to mediate

efficient anti-GD2-dependent ADCC since they are expected to be mainly cytokine-producing
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cells and CD16 is the receptor for the Fc fragment of immunoglobulins and therefore a main

controller of NK cell-mediated ADCC [18, 19].

Normal pDC counts and function during dinutuximab immunotherapy

We assessed the numbers and the function of blood pDC before and along immunotherapy
courses. pDC counts were low before and at the beginning of immunotherapy (courses 1 and 2)
but reached normal levels during courses 3, 4, and 5 (Fig. 2A). Whole blood cells from patients
and healthy volunteers were stimulated overnight with a TLR9 ligand (ODN CpG2216) and
IFN-a production was measured in the supernatant by ELISA. IFN-a production was induced
by TLRY stimulation for all patients and controls (Fig. 2B). We verified that pDC were the
main IFN-a producing cells among whole blood cells in response to TLR9 stimulation. Using
[FN-a intracellular staining and flow cytometry analysis, we observed that about 90% of IFN-
a positive cells were pDC and that about 7 % of pDC produced IFN-a (Supplemental Fig.
S2). Finally, we measured the NK cell response to TLR9-stimulated pDC, using TRAIL
expression as a marker of pDC-induced NK cell activation [24]. We observed a significant
increase of TRAIL surface expression on NK cells upon TLR9 stimulation as compared with
unstimulated samples in all patients (Fig. 2C). Collectively, these results demonstrate that the
pDC/NK cell axis is present and functional in high-risk NB patients at the time of dinutuximab

immunotherapy.

In vitro differentiated pDC induced strong patient’s NK cell activation
We have demonstrated that in vitro differentiated pDC from CB-derived progenitors are strong
inducers of NK cell activation and lytic functions [25]. We used these in vitro differentiated

pDC to test whether NK cells isolated from high-risk NB patients undergoing anti-GD2
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immunotherapy can be activated to the same extend as NK cells from healthy volunteers. We
purified NK cells from patients and healthy controls using magnetic depletion and co-cultured
them overnight with or without in vitro differentiated pDC and a TLRY ligand (ODN
CpG2216). We chose CD69 and TRAIL surface expressions as NK cell activation markers
since we have previously showed that Natural Cytotoxic Receptors, DNAM-1 and NKG2D
activating receptors were not upregulated by NK cells following activated pDC stimulation
[24]. The surface expression of CD69 and TRAIL was increased on pDC-stimulated NK cells
from all patients, to the same extend as on NK cells from healthy volunteers (Fig. 3A-B).
Since a high proportion of patient’s NK cells were CD56"€" CD16/°V", casting a doubt on their
capacity to induce target lysis, we examined the expression of TRAIL on CD56"€" and
CD56%™ NK cell subsets after culture with or without pDC (Fig. 3C). In the absence of
stimulation, patient CD56"€" CD16'°%- NK cells displayed higher levels of TRAIL when
compared with CD56%™ CD16" NK subset (MFI mean 427 + 124 vs 123 + 25 respectively,
n=8) or control CD56°¢" CD16"°%~ NK cells (MFI mean 427 + 124 vs 182 + 84, n=8). After
co-culture with activated pDC, TRAIL expression on CD56€" CD16°"" NK subset was
strongly upregulated in patients and controls (MFI mean 3336 + 705 and 2114 + 685
respectively, n=8). TRAIL surface expression also increased on CD56%™ CD16" NK subset of
both patients and controls after co-culture with activated pDC (MFI mean 123 + 25 vs 1432 +
800 for patients and 94 + 30 vs 1091 + 682 for controls, n=8).

As opposed to TRAIL expression, CD69 expression did not increase on CD56&" CD16'0%-
NK cells from healthy controls in agreement with our previously published results [24].
However, we observed an increase of CD69 expression on CD56€" CD16°~ NK cells from

NB patients following stimulation with activated pDC (Supplemental Fig. S3). The proportion
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of CD69" CD56¢M cells was though variable among NB patients and sample time. We
constituently observed an increased expression of CD69 on CD56%™ CD16* NK cells from NB
patients and healthy controls.

These results indicate that despite the high proportion of CD56€" CD16'°"" subset, patients’
NK cells behave like healthy volunteers’ NK cells in response to TLR9-activated pDC for the
up-regulation of TRAIL. The high expression of TRAIL on both CD56%™CD16™ and CD56right
CD16""- NK populations upon pDC-stimulation suggests that both NK cell subsets are

cytotoxic against TRAIL receptor expressing tumor cells.

Activated pDC increased NK cell lytic function against patient’s NB cells

We isolated primary neuroblasts from bone marrow metastases of patient P004. Bone marrow
mononuclear cells were cultured and adherent cells were passaged until the establishment of a
pure NB cell line named SJ-N-TQ42. The phenotype of these cells was determined by flow
cytometry. SJ-N-TQ42 cells expressed GD2 with a large spectrum of intensity at the surface
(Fig. 4A). They were negative for CD133. They expressed low levels of NKG2D ligands
(MICA/B, ULBP1 and ULBP2), and high levels of DNAMI1 ligands (PVR and Nectin-2), death
receptors (TRAIL-R1 and -R2, FAS) and HLA-ABC (Supplemental Fig. S4).

The availability of SJ-N-TQ42 cells gave us the opportunity to test the cytotoxic activity of
P004’s NK cells against his own tumor. Isolated NK cells were co-cultured overnight with or
without TLR9-activated pDC. In vitro cytotoxic assays were performed against SJ-N-TQ42 in
the presence or in the absence of anti-GD2 mAb with unstimulated or pDC-activated NK cells.
In the absence of anti-GD2 mAb, SJ-N-TQ42 cells were resistant to NK cell mediated lysis (<
5% specific lysis at E:T ratio 2:1 or 5:1, Fig. 4B). Both incubation with anti-GD2 mAb and

pDC-induced NK cell stimulation increased patient NB sensitivity to NK cell mediated lysis
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(34 % and 64% specific lysis at E:T ratio 5:1, respectively). The association of anti-GD2 mAb
and pDC-induced NK cell stimulation further increased NK cell killing up to 69% at a E:T ratio
5:1 (Fig. 4B). These results indicate that pDC stimulation of NK cells overcome the resistance
of patient’s tumor cells to NK cell-mediated lysis. Importantly, we confirm the additive effect
of dinutuximab and NK cell stimulation with activated pDC using NK cells from a NB patient
against his own tumor cells.

Although we showed that patients’ CD56°€" CD16'°%~ NK cells expressed high levels of
TRAIL upon stimulation by activated pDC, concern may remain about their ability to kill NB
target using other pathways. Since pDC-stimulated NK cells do not express high levels of FAS
ligand [24], we did not explore this pathway despite the high expression of FAS on SJ-N-TQ42
cells. We nonetheless explored the cytotoxic granule release against their own tumor cells in
the presence or in the absence of anti-GD2. NK cells were isolated from patient PO04 and
cultured with or without activated pDC as above. As assessed by CD107a surface expression
on CD56%™ CD16" NK cells, cytotoxic granule release was low in the presence of target cells,
and increased after incubation with dinutuximab, but not after NK cell stimulation with
activated pDC (Fig. 4C). In contrast, cytotoxic granule release by CD56*#" CD16'°"- NK cells
was spontaneously higher in the presence of target cells, and further increased both after
incubation with dinutuximab and after NK cell stimulation with activated pDC (Fig. 4C).
Cytotoxic granule release was even higher when incubation with dinutuximab was associated

with NK cell stimulation with activated pDC.
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Discussion

The present study reveals that the pDC/NK cell axis is functional after aHSCT in high-risk NB
patients opening the way for a novel therapeutic approach to reinforce dinutuximab-based
immunotherapy. We show that blood pDC counts were low at the beginning of immunotherapy
but reached normal levels within 4 to 5 months. NB patients had normal blood NK cell counts
from the beginning of the immunotherapy courses, although a high proportion of CD56°1eht
CD16""" was observed in all patients. Patient’s NK cells responded to pDC stimulation by
CD69 and TRAIL up-regulation. Importantly, pDC-induced NK cell activation increased the
autologous killing of patient-derived NB cells.

Several strategies are currently explored to enhance the efficacy of anti-NB consolidation
immunotherapy, each of them having its own limitations. These strategies include the adoptive
transfers of haplo-identical NK cells after aHSCT and the development of T or NK cells
expressing anti-GD2 specific chimeric antigen receptors (CAR). Recent Phase I clinical trials
showed the feasibility and relative safety of haplo-identical NK cell infusions at the time of
immunotherapy [6, 32, 33]. However, some limitations still need to be addressed, such as the
limited amount of transferred NK cells and their low persistence. A dose of 5 x 10° / kg was
feasible in only 67% of the cases due to NK cell lost during selection and activation.
Furthermore, no circulating NK cells could be detected 7 and 14 days after infusion in the
majority of patients [6]. NK cell expansion prior to transfer has been proposed to address the
dosage limitation but exhaustion and post-transfer apoptosis may limit the efficacy of this
approach [34]. CAR-T cell therapy is being extensively developed, in particular for
hematological cancers. However, for NB patients, the low persistence of anti-GD2 CAR-T cells

due to rapid exhaustion has been shown to be the major limitation of this approach [35]. Indeed,
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the self-aggregation of anti-GD2 CAR at the surface of transduced T cells and the subsequently
signaling in the absence of antigen induces cell exhaustion and limits their survival after their
infusion in the patient [36]. In addition, the side effects of anti-GD2 CAR might be even worse
than anti-GD2 mAb, notably for neurological pain induced by the recognition of GD2 on
peripheral nerves. Finally, data suggest that NB can escape anti-GD2 therapy by
downregulating GD2 cell surface expression [10, 11]. CAR immunotherapy therefore requires
the identification of novel NB-specific target antigens that are not expressed on normal nervous
tissues and for which corresponding CAR does not induce immune effectors exhaustion.

As an alternative immunotherapeutic approach, we investigated the stimulation of patients’ own
immune system to increase the efficacy of anti-GD2 immunotherapy using the natural activators
of NK cells, i.e. pDC. This approach takes advantage of the continuous production of NK cells
from hematopoietic stem cells and, therefore, limits the risk of cell exhaustion usually observed
with ex vivo expanded immune effectors. Indeed, we have shown that TLR-activated pDC
enhance NK cell lytic functions against NK cell resistant tumors such as leukemia and NB cells
lines [24-26]. In particular, we demonstrated the additive effect of pDC-induced NK cell
activation and anti-GD2 mediated ADCC against NB cell lines expressing low or heterogeneous
levels of GD2 [24]. We further showed that NB killing by pDC-stimulated NK cells involved
several cytolytic pathways including TRAIL-mediated apoptosis, DNAM1-induced cytotoxic
granule release, and ADCC in the presence of anti-GD2 mAb [24]. The involvement of at least
three complementary cytolytic pathways is an important asset to prevent the immune escape of
target cells and contrasts with the single-target CAR-T cell approach. Indeed, our recent study
of GD2 expression of NB patients’ specimens revealed that anti-GD2 immunotherapy failure

is more frequent in patients with heterogeneous GD2 expression on NB cells [10], in line with
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our findings that NB cells expressing low levels of GD2 are resistant to dinutuximab induced
ADCC [10, 24]. Using high-risk NB patient’s blood samples, we showed here that NK cell
stimulation with activated pDC increases NK cell cytotoxicity against autologous NB cells,
further paving the way to the use of this approach to enhance dinutuximab efficacy in patients.
In the present study we assessed the blood cell counts and the function of NK cells in NB
patients undergoing anti-GD2 immunotherapy. We show that, despite recent aHSCT, patients’
NK cell counts were in the same range than that observed in controls and that patients’ NK cells
respond to TLR-activated pDC. Nassin et al. have reported a low NK cell counts at the
beginning of immunotherapy in a series of 34 patients when compared to values in young
children but nevertheless in the range of what is observed in older children and adults [28]. In
that series, NK cell counts at the start of immunotherapy depends on the pre aHSCT
conditioning regimen, and only two patients had received the current standard conditioning
regimen (busulfan-melphalan) [3, 8]. NK cell counts were nonetheless not explored during the
courses of immunotherapy. The authors observed a higher-than-normal proportion of CD56°1€ht
CD16"" cells at the beginning of immunotherapy, reminiscent of what we observed in the
present study and of what we and others observed after allogeneic HSCT [31, 37, 38]. We
further observed that this high proportion of CD56¢" CD16'°"" persisted along the courses of
immunotherapy. Several hypotheses could be proposed to explain the higher proportion of
CD56"eMCD16!°%- NK cells in NB patients. First, the high proportion of CD56"€" could result
from a selective proliferative advantage of this subset over CD56%™ in NB patients. Indeed,
Bari et al. have recently described a CD56°¢"CD16"*TRAILME"CX3CR1™2 NK cell subset
with high proliferative capacity [39]. Second, chemokine receptor expression on NK cells could

be modulated by NB tumors resulting in the retention of CD56%™CD16" NK cells in the bone
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marrow. Indeed, NB tumors produce high amounts of TGF-B1 that has shown to decrease the
expression of CX3CR1 while increasing the expression of CXCR3 and CXCR4 on NK cells
preventing the release of NK cells in the blood circulation [40]. Further investigations are
nonetheless required to verify these hypotheses in NB patients.

When compared to those of healthy individuals, these CD56"€" CD16'°"" displayed a higher
expression of TRAIL, both at baseline and after stimulation with activated pDC and higher
expression of CD69 activation marker. When exposed to autologous NB cells, these CD56°2ht
CD16"°"" cells were degranulating at levels at least equal to those of CD56%™ CD16" cells.
These results indicates that CD56™€" CD16'°"" NK cells exhibit potent cytotoxic activity
against tumor cells after stimulation. Interestingly, similar results were observed by others upon
NK cell stimulation with IL-15 [20]. However, our previous published data have shown that
TRAIL expression on both CD56°¢" and CD569™ NK cells was only induced upon stimulation
with activated pDC and IFN-a to a lesser extend but not with IL-15 that induces TRAIL
expression only on CD56"#" NK cell subset [24]. These results indicate that activated pDC-
based immunotherapy should be more efficient that mono-cytokine stimulation. Taken
together, the high proportion of CD56”¢" CD16'°" at the time of immunotherapy does not
indicate a lack of cytotoxic potential of patients’ NK cells although NK cells require adequate
stimulation.

Two main approaches could be used to stimulate patients’ NK cells through the pDC/NK cell
axis during dinutuximab immunotherapy: by activating patient’s own pDC through the
administration of TLR ligands, or by adoptive transfers of third-party activated pDC. No TLR9
or TLR7 ligand is currently available for clinical use by systemic route [41]. Furthermore, we

show here that although pDC counts were normal after a few weeks of immunotherapy, they
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were low at the first immunotherapy course. This may due to the recent aHSCT, as we and other
demonstrated that pDC reconstitution is delayed after allogeneic HSCT [29, 37]. To circumvent
these limitations, we have developed a pDC expansion procedure from cord blood progenitors
that allows us to get sufficient amount of activated pDC for clinical use [25]. These in vitro
differentiated pDC induce a strong in vitro and in vivo NK cell activation characterized by a
high expression of TRAIL on NK cells. We have shown that adoptive transfers of such activated
pDC were able to cure mice from acute lymphoblastic leukemia [25, 26]. As opposed to other
DC-based immunotherapies, our data demonstrate that third-party in vitro differentiated
activated pDC does not induce T cell activation and proliferation, and are not killed by
allogeneic T cells or NK cells (manuscript in preparation). We show here that NK cells from
NB patients are responsive to these activated pDC and exhibit enhanced killing activity against
patient’s NB cells in vitro. These results encourage us to propose the combination of adoptive
transfers of activated pDC with dinutuximab immunotherapy for patients with high-risk NB.
Future experiments will allow us to determine whether pDC-induced NK cell stimulation could
replace IL-2 administration and allow for the reduction of dinutuximab dosage to minimize its

toxic side effects, including pain, fever and allergic reactions.

Conclusion

Our data pave the way to harness the pDC/NK axis in order to increase the efficacy of
dinutuximab-based immunotherapy in high-risk NB patients. As these patients experience
considerable side effects, due to the concomitant use of IL-2 to activate NK cells and the off-
target toxicity of dinutuximab, there is also a need for reducing toxicity. Further studies will

delineate the role of this novel approach in the treatment of high-risk NB patients.
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List of Abbreviations

ADCC: Antibody-dependent cellular cytotoxicity

aHSCT: Autologous hematopoietic stem cell transplantation
a-pDCs: TLRY activated pDCs

CB-pDCs: Cord blood derived pDCs

CD: Cluster of differentiation

Ch14.18: Chimeric human-murine monoclonal antibody (anti-GD2)
cisRA: 13-cis-retinoic acid (isotretinoin)

CMC: Complement mediated cytotoxicity

COG: Children Oncology Group
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E:T: Effector against target
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IFN: Interferon
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IU: International unit

KIR: Killer immunoglobulin-like receptor
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NK: Natural killer

ODN: Oligonucleotide
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pDCs: Plasmacytoid dendritic cells

PVR: Poliovirus receptor

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium
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Figures legend

Figure 1. NK cell recovery and phenotype in NB patients receiving dinutuximab therapy.
A — Blood CD56°CD3" NK cell counts from healthy volunteers (CTR, n=38), patient 1 (P001,
n=11), patient 2 (P002, n=8, n=3 during IL-2 treatments), patient 4 (P004, n=9 and n=3, during
IL-2 treatments), and patient 5 (P005, n=9 and n=3 during IL-2 treatments). Each symbol
represents a specimen at different time points. Horizontal bars represent the median of NK cell
counts. A Mann-Whitney test was used to compare NK cell counts in the presence or absence
of IL-2 treatments (*P < .05).

B — Phenotypic analysis of blood NK cells. Whole blood cells from healthy volunteers (CTR)
and patients were analysed by flow cytometry. NK cells were identified as CD56"CD3" (left
panels) and then subdivided in CD56€"D16!°- and CD56%™CD16" subsets (right panels).
Data are representative of 46 independent experiments.

C — High proportion of CD56"#"CD16°"" in NB patients along the anti-GD2 immunotherapy.
Sunburst diagrams are composed of circle levels from centre to the surface corresponding to
blood samples during anti-GD2 immunotherapy at day 0, 3, 6, 27, 56, 59, 62, 87, 90, 97, 112,
115 and 118. Each circle level displays CD56°€"CD167* (dark blue) and CD56%™CD16" (light
blue) proportion at a specific time point (CTR, n=12), (P001, n=11), (P002, n=11), (P004,

n=12), (P005, n=12).

Figure 2. pDC recovery and function during dinutuximab immunotherapy

A — Blood pDC counts along immunotherapy. Whole blood cells from healthy volunteers
(CTR) and patients (P001, P002, P004, PO05) were analysed by flow cytometry. pDC were
defined as LinCD11cHLA-DR'CD123"e" Each symbol represents a specimen at different

time points. Horizontal bars represent median values.
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B — IFN-a production in response to whole blood stimulation with a TLR9 ligand. Whole blood
from healthy volunteers (CTR) and patients were stimulated or not with a TLROL (CpG-A
ODN2216) for 20h. Secreted IFN-a was measured by ELISA in the supernatant. A Wilcoxon
matched-pairs test was used to compare unstimulated to TLRIL stimulated samples (**P < .01;
kP <.001).

D — NK cell response to whole blood cells stimulation with a TLR9 ligand. NK cells from
healthy volunteers (CTR) and patients were identified as CD56"CD3" cells and TRAIL
expression was measured using flow cytometry (median of fluorescence, MFI). Mean of MFI
+ SD are represented (n=27 for CTR, n=11 for P001, n=10 for P002, n=12 for P004, n=12 for
P005). A Wilcoxon matched-pairs test was used to compare unstimulated to TLRIL stimulated

samples (*P < .05; **P <.01; ***P <.001).

Figure 3. In vitro differentiated pDC induce strong activation of NK cells from NB patients
Increased expression of CD69 (A) and TRAIL (B) on NK cells upon co-culture with activated
in vitro differentiated pDC. Isolated NK cells were co-cultured for 20h with (a-pDC) or without
(unst.) in vitro differentiated pDC. NK cells were then identified as CD56"CD3" cells and
stained for CD69 and TRAIL. The means of MFI + SD are represented (CTR, n=10), (P001,
n=1), (P002, n=1), (P004, n=4), (P005, n=4). A Wilcoxon matched-pairs test was used to

compare unstimulated to TLRIL stimulated samples (*P <.05; **P <.01; ***P <.001).

C — High expression of TRAIL on pDC-stimulated CD56"€"CD16!°"" and CD56“™CD16" NK

cell subsets. Histograms are representative of 8 different samples at different time points.

Figure 4. Additive effect of anti-GD2 and stimulation by pDC for NK cell degranulation

and the killing of autologous patient’s neuroblastoma cells.
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A — Large spectrum of GD2 expression on P004’s NB cells. SJ-N-TQ42 cells were stained with
anti-GD2 mAb and analysed by flow cytometry.

B — NK cell cytotoxic assays against autologous patient’s NB cells. Purified NK cells from
P004 were incubated with or without TLR9-activated pDC (a-pDC) for 20h prior to cytotoxic
assays against autologous SJ-N-TQ42 NB cells in the presence or not of anti-GD2 mAb
(ch14.18). Specific lysis of are represented for E:T ratio of 2:1 and 5:1. Due to the low amount
of peripheral blood from very young patient, only two E:T ratios were performed and the results
of one (E:T 5:1) or two (E:T 2:1) experiments are displayed.

C — NK cell degranulation assays against autologous patient’s NB cells. Unstimulated NK
(unst) and stimulated NK cells (a-pDC, anti-GD2 mAb, or anti-GD2 mAb+a-pDC) were
incubated with target cells at a ratio of 1:1 and stained with the anti-CD107a antibody. CD107a

MFI are presented for CD56°¢"CD16'°%- and CD564™CD16" NK cells.

Legends of supplementary figures

Figure S1: Therapeutic and sampling schedule along dinutuximab immunotherapy.

Figure S2: Blood IFN-a producing cells are mainly pDC.

Whole PBMC from healthy volunteers were incubated overnight with a TLRIL (CpG-A
ODN2216) or unstimulated (unst.). Intracellular IFN-a expressing cells were assessed using
fow cytometry after surface staining with CD123, HLA-DR and BDCAZ2 pDC specific markers.

Representative dot plots are presented (n=4).
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Figure S3: CD69 expression is upregulated on both CD56""ight and CD56%™ NK cells from
NB patients.

Representative dot plots of CD69 and CD56 expression are presented for healthy control (CTL)
and several NB patients’ samples. NK cells were purified using magnetic negative selection
and cultured overnight with (a-pDC) or without (unst.) activated pDC. Percentage of cells in

each quadrant are indicated.

Figure S4: SJ-N-TQ42 phenotype assessed by flow cytometry
HLA, human leukocyte antigen; MICA/B, major histocompatibility complex class I-related
chain A/B; ULBP, UL16-binding protein; PVR, poliovirus receptor; TRAIL, tumor necrosis

factor-related apoptosis-inducing ligand; FAS, FS-7-associated surface antigen.
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Table 1 - Characteristics of patients (n=5).

Age, years

Median 4
Range 3.33-15.75

Sex
Male 3
Female 2
Histology
Favorable
Unfavorable 5
unknown
INSS stage
Stage 1
Stage 2
Stage 3
Stage 4 5
Unknown
MYCN status
Non-amplified
Amplified
Unknown

N W

Exclusion criteria

Relapsed patient | 1
(chemotherapy +
Dinutumixmab)
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Figure 2.3
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Figure 2.4
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Figure 2S.1
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Figure 2S.2
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Figure 2S.3

Unst.
w110 058
iB
[
O
L
e L 0,39
:ﬂ’ Il' -I|I“ I -||l
CDeg
w‘izl.i 0,28

T4.8 3,53
P—— T T
L ll’ |:$

a-pDC

o S04 341
"7
O
(gL
=
_ﬂ,; 444 BT
Linbubbbl . | T hl blink |
Ill - tl 4 IQ’
CDEg
=t 1001 =0

L
Y > 658
h P——T T T T
] ¢| ' w.
CD&3

161

CTL

PO02
sample 11

PO04
sample 9

F004
sample 11



Ty

Figure 2S.4

= B L I L . - —
- 1 4 £ ) ] ] H
g i L i L a i o w o
€D133 HLA-ABC
— - — L | 4 - - o -
a W i 1" w “ 3 3 i I
1 - ) il
MICA/E ULEP1 ULBF2
el E e | e I
E: 4 4 - - ] 4 ]
1L L] L L " a " 10 10 L
PVR MNectin-2
o
" ey e = o= b Bk L ¥
4 4 - 1 4 H

TRAIL-R1 (DR4)

&

TRAIL-R2 (DRS)

o L]

162




Discussion

L’immunothérapie anti-GD2 a marqué un tournant majeur dans le traitement contre le
NB au cours des deux derniéres décennies en améliorant la survie des patients atteints de NB a
haut risque. Elle est actuellement 1’approche de traitement adoptée contre la maladie résiduelle
et consiste en I’administration de 1’Ac monoclonal anti-GD2 avec des cytokines qui stimulent
les effecteurs de I’ADCC, combiné a I’acide rétinoique. Néanmoins, cette thérapie est associée
a une toxicité considérable ainsi qu’a une inefficacité observée dans certains cas d’échappement
immunitaire a travers la sous-expression du GD2 par les neuroblastes. Dans la perspective de
conduire notre approche en clinique, nous avons testé 1’hypothése selon laquelle
I’immunothérapie basée sur 1’activation des cellules NK combinée au traitement anti-GD2
pourrait significativement augmenter 1’efficacité de ce dernier et prévenir les rechutes du NB a

haut risque.

Dans un premier temps, nous avons réalisé une preuve de concept in vitro en utilisant
des cellules NK de volontaires sains. Celle-ci a permis d’illustrer la capacité des cellules NK
stimulées par les pDC activées a afficher un phénotype d’activation unique leur conférant le
pouvoir de lyser efficacement les cellules de NB. De plus, les mécanismes de cytotoxicité
employés par les cellules NK stimulées ont été ¢lucidés. En effet, ces mécanismes impliquent
la voie de relargage des granules cytotoxiques médiée par DNAM-1 et I’apoptose induite par

I’expression de TRAIL sur les cellules NK activées par les pDC.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes assurés de la faisabilité de notre approche
en examinant 1’efficacité de notre modele en utilisant des cellules NK de patients au moment de
I’immunothérapie anti-GD2. Notre étude a prouvé la fonctionnalité de I’axe pDC-NK chez les
patients a haut risque lors de I’immunothérapie. Ces patients avaient une reconstitution normale

6°1ight - Ayssi, nous avons

de cellules NK caractérisée par une prédominance de cellules NK CD5
confirmé que la stimulation des cellules NK par les pDC augmente drastiquement I’efficacité
de ’ADCC médiée par I’anti-GD2 dans la lyse des cellules du NB du patient. Ensemble, notre
modele représente une voie prometteuse pour 1’amélioration de I’immunothérapie

conventionnelle et pour la prévention des rechutes.
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Nos résultats ont montré que la voie TRAIL et la libération de granules cytotoxiques
médiée par DNAM-1, sont impliquées dans la lyse des neuroblastes par les cellules NK
stimulées par les pDC activées. Plusieurs études ont déja fait référence au r6le de DNAM-1 dans
la lyse des cellules de NB par les cellules NK 292384 Par ailleurs, il a été démontré que I'IFNa
augmente I’expression de TRAIL sur les cellules NK permettant une meilleure lyse des cellules
tumorales **°. De maniére intéressante, nos résultats ont montré que le niveau d’expression de
TRAIL est plus ¢levé sur les cellules NK stimulées avec les pDC activées que sur les cellules
NK stimulées avec I'TFNa ou I'TL-15 2% Ceci souligne I’avantage de la stimulation des cellules
NK par les pDC leur conférant un profil d’activation optimal pour la lyse des neuroblastes. En
plus, notre étude n’a pas montré une augmentation de I’expression des récepteurs NCR (NKp30,
NKp44 et NKp46) a la surface des cellules NK stimulées avec les pDC activées comparée a une
stimulation a I’'IL-15 qui augmente 1’expression des récepteurs NCR. Par conséquent, ces
données suggerent que les récepteurs NCR ne sont pas impliqués dans la lyse des neuroblastes

par les cellules NK stimulées avec les pDC activées.

Ensuite, nous avons examiné la reconstitution des cellules NK chez les patients lors de
I’immunothérapie anti-GD2. Nos résultats ont démontré que la reconstitution des cellules NK
au moment de I’immunothérapie est normale mais néanmoins caractérisée par une grande
proportion de cellules NK CD56€", Plusieurs études indiquent que les cellules NK sont
normalement présentes dans le sang des patients trés tot aprés la transplantation et ce

352385 'y compris dans la transplantation autologue %6,

indépendamment de la source du greffon
Notre étude vient confirmer ces études pour les patients atteints de NB 33738 Alors que des
investigations plus poussées sont nécessaires afin d’expliquer I’émergence de la population NK
CD56€" 3 ]a suite de la TCSH, les données de certains travaux nous aménent a poser plusieurs
hypothéses. La proportion élevée des cellules CD56 8" pourrait résulter d’un avantage sélectif
de prolifération par rapport aux cellules CD56%™. En effet une étude de Bari et al, décrit une
population CD56™#"CD16°YTRAILME"CX3CR1"¢ avec une capacité proliférative élevée 3%.
L’expression de récepteurs de chemokines a la surface des cellules NK pourrait également étre

modulée par le NB causant la rétention des cellules NK CD56%™ dans la moelle osseuse. Le NB

produit de hauts niveaux de TGF-Bf1 qui résulte en une augmentation de I’expression de
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CX3CRI1 et la diminution de ’expression de CXCR3 et CXCR4 sur les cellules NK CD564™
qui préviendrait leur libération dans la circulation **°. Tel que mentionné précédemment, les
cellules NK CD56#" ont un role d’immuno-modulation et produisent des cytokines en réponse
a la stimulation. Dans cette optique, notre étude a examiné I’efficacité des cellules NK CD56°eht
dans la médiation de I’ADCC lors de I'immunothérapie anti-GD2. Effectivement, dans notre
modele, les cellules NK CD56€" dégranulent efficacement et affichent une forte expression
de TRAIL une fois stimulées avec les pDC activées. Cependant, le nombre bas des cellules NK
isolées en laboratoire ne nous a pas permis de réaliser des tests de cytotoxicité en utilisant

spécifiquement les cellules NK CD56°2ht

afin d’examiner leur potentiel cytotoxique contre les
neuroblastes. Néanmoins, les données que nous avons portent a croire que cette sous population
de cellules NK est aussi capable d’induire une réponse cytotoxique efficace, notamment en
induisant 1’apoptose via les récepteurs de mort reconnaissant TRAIL. D’autres études ont

6bri ght

montré que les cellules NK CD5 peuvent induire une réponse cytotoxique puissante une

fois stimulées avec I’'IL-15 3°!

. Dans notre étude, les cellules NK isolées du patient lysent
efficacement les neuroblastes du patient et améliorent significativement I’ADCC médiée par
I’ Ac monoclonal anti-GD2. Ces données suggerent que la présence d’une population importante
de cellules NK CD56¢" en début d’immunothérapie n’indique pas un potentiel cytotoxique

réduit mais requiert cependant une stimulation adéquate.

Par ailleurs, nous avons montré que les lignées de NB qui présentent une faible
expression de GD2 sont résistantes a I’ADCC médiée par I’anti-GD2. Dans une autre étude,
nous avons également constaté que les patients qui rechutent a la suite de I’immunothérapie
anti-GD2 possédent une expression hétérogéne du GD2 '3 Dans notre étude, nous avons
démontré que les cellules NK activées par les pDC lysent les neuroblastes incluant les cellules
GD?2". En effet, nous avons montré un effet additif de I’anti-GD2 et les cellules NK activées par
les pDC dans la lyse des neuroblastes. Par conséquent cette approche permettrait de renforcer

I’efficacité¢ de I’immunothérapie anti-GD?2 et éviter les rechutes.

Actuellement, les patients atteints de NB recoivent de I'IL-2 et le GM-CSF afin
d’améliorer I’efficacité de ’immunothérapie anti-GD2. Ces derniers augmentent 1’effet ADCC
médié par les cellules NK et les granulocytes, respectivement. Certaines études récentes

remettent en question la pertinence d’utiliser I’'IL-2 comme adjuvant au traitement anti-GD?2.
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Un essai clinique de phase III vient en effet de démontrer que 1’IL-2 ne semble pas améliorer
I’effet de I’anti-GD2 chez les patients atteints de NB **°. En accord avec ce résultat, notre étude
a démontré que I’IL-2 n’induit pas une augmentation du nombre des cellules NK chez tous les
patients et nos essais de cytotoxicit¢é montrent que 1I’IL-2 seule ne permet pas d’augmenter
significativement la cytotoxicité des cellules NK vis-a-vis des cellules de NB. De plus, I’'IL-2
pourrait induire I’apoptose des cellules NK due a une suractivation ou induire la prolifération
des cellules T régulatrices qui inhiberaient en retour 1’activation cytotoxiques des cellules NK
392 Par conséquent, il existe un réel besoin de développer de nouvelles stratégies qui apportent

plus de bénéfices thérapeutiques tout en induisant moins de toxicité.

Au cours de notre projet, nous nous sommes ¢galement intéressés a la reconstitution des
pDC apreés TCSHA chez les patients atteints de NB. Malgré une faible reconstitution des pDC
en début d’immunothérapie, celle-ci atteint des nouveaux normaux au fil du temps et répond a
la stimulation du ligand du TLRY en sécrétant de hauts niveaux d’IFNa. Aussi, ces pDC
induisent une augmentation significative de I’expression de TRAIL a la surface des cellules NK.
Ces observations réveillent I’intérét de 1’utilisation des ligands du TLR9 afin d’activer les pDC
in vivo. Cependant, peu de ligands a usage clinique sont disponibles et la majorité cause
d’importants effets indésirables ***. Le procédé de différenciation et d’expansion de pDC in
vitro développé dans le laboratoire permet d’obtenir suffisamment de pDC pour un usage
thérapeutique *%°. Le transfert adoptif de pDC activées permettra d’une part de pallier le faible
nombre de pDC en début d’immunothérapie et d’autre part évitera les effets secondaires liés a
I’administration systémique d’un ligand du TLR9. Les pDC différenciées in vitro ont démontré
leur efficacité dans notre modéle en induisant une forte expression de TRAIL sur les cellules

NK de patients et en stimulant leur activité cytotoxique vis-a-vis des neuroblastes.

L'ensemble de ces résultats nous incite a proposer la combinaison de transferts adoptifs
de pDC activées et de I”'immunothérapie anti-GD2 chez les patients atteints de NB. Des travaux
en cours dans le laboratoire montrent par ailleurs que les transferts adoptifs de pDC activées
n’induisent pas d’effets indésirables tels que ’activation des lymphocytes T. Par conséquent,
notre approche semble efficace et faisable dans les paramétres actuels de traitement du NB en
comparaison avec d’autres approches telles que la thérapie cellulaire par les lymphocytes T ou

les CAR-T anti-GD?2.
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En effet, plusieurs groupes de recherches s’intéressent au renforcement de
I’immunothérapie basée sur les cellules NK dans le traitement de plusieurs cancers solides et
hématologiques. Ces thérapies visent 1’augmentation du nombre de cellules NK, de leur
prolifération, de leur persistance ainsi que de leur activité cytotoxique. La nouvelle génération
d’immunothérapies basées sur les cellules NK cibleraient quant a elles ’amplification des
signaux activateurs, le blocage des signaux inhibiteurs (immune checkpoint inhibitors) ou
I’augmentation de la migration de cellules NK vers le site tumoral. Ces stratégies thérapeutiques
incluent: 1) I’activation des cellules NK in vivo par des cytokines comme I’IL-2 ou I’'IL-15 ; ii)
le transfert adoptif de cellules NK expandues sur des cellules stimulatrices (feeders) comme les
cellules K562 et/ou pré-activées a I’[L-12, I’IL-15 ou I’IL-18 ; ii1) la manipulation génétique de
cellules NK (CAR-T/NK) et iv) I’utilisation des bispecific and trispecific killer cell engagers,
des molécules congues pour former une synapse immunologique spécifique entre les cellules

NK via le récepteur FcyRIII (CD16) et la cellule tumorale via un antigéne tumoral spécifique
394

Les essais cliniques et précliniques montrent des résultats encourageants mais
comportent toutefois plusieurs limitations. Par exemple, 1’activation des cellules NK in vivo par
I’administrant des cytokines présente non seulement un risque ¢élevé de toxicité¢ mais induit
¢galement I’exhaustion et 1’apoptose des cellules NK. De plus, le nombre de cellules NK
infusées, leur persistance chez le patient ainsi que 1’exhaustion de ces derniers représentent les
inconvénients principaux du transfert adoptif de cellules NK expandues et/ou activées ex vivo.
395396 1 "utilisation des Bispecific and Trispecific Killer Cell Engagers présente quant a elle le
risque de la perte d’expression du CD16 ainsi que la perte d’expression de 1’antigéne tumoral
397398 Bien que des recherches soient en cours afin de développer des CAR-NK, les cellules NK
n’impliquent pas de manipulations génétiques comme celles produites dans les CAR-T/NK dont
les effets a moyens et a longs termes ne sont pas encore connus. Le désavantage des CAR réside
¢galement dans la durée et la complexité de leur processus de fabrication, leur faible persistance
chez le patient due a I’exhaustion des effecteurs et enfin a la résistance des neuroblastes due a

la sous-expression du GD2 !963% De plus, les CAR-T/NK peuvent induire une toxicité
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importante a la suite du relargage de cytokines (cytokine release syndrome) et causer

possiblement une atteinte des nerfs périphériques qui expriment le GD2 166400,

A Tlopposé¢ des stratégies mentionnées ci-haut, notre approche repose sur la
reconstitution des cellules NK tot aprés la TCSH qui permettrait d’éliminer rapidement la
maladie résiduelle comparée a une reconstitution plus longue des lymphocytes T 232, Aussi, dans
un contexte de transplantation allogénique, les cellules NK ne sont pas affectées par les
médicaments immunosuppresseurs administrés aux patients dans le but d’éviter la GVHD #°!-
403, De plus, les cellules NK ne requiérent pas une sensibilisation préalable, ce qui permet son
utilisation chez tous les patients, indépendamment de leur génotype. Les cellules NK vont
spécifiquement cibler les cellules tumorales qui expriment des ligands activateurs (DAMP)
¢vitant ainsi d’attaquer les tissus sains (GVHD). Les cellules NK seraient aussi plus attrayantes
du fait qu’elles ne dépendent pas de I’antigéne tumorale, mais dépendent en revanche d’une
batterie de ligands activateurs et inhibiteurs qui permettent ’activation de plusieurs voies de
lyse. Effectivement, nous avons montré que les cellules NK activées par les pDC impliquent
plusieurs voies lytiques incluant la voie apoptotique dépendante de TRAIL, la libération de
granules cytotoxiques induite par DNAM-1 et I’effet ADCC médié par I’anti-GD2, ce qui réduit

les risques d’échappement immunitaires 20!-202:404,

En résumé, notre nouvelle approche de transfert adoptif de pDC activées comporte
plusieurs avantages. En effet, outre son aspect innovateur, cette approche implique de moindres
couts comparée aux CAR-T/NK, n’induit pas la GVHD (absence d’activation de lymphocytes
T par les pDC activées — manuscrit en préparation) et peut étre réalisée chez tous les patients,
indépendamment de leur génotype. Notre méthode de production de pDC en nombre suffisant
permet la disponibilité d’un outil thérapeutique puissant capable d’activer les cellules NK chez

le patient et d’induire une réponse anti-tumorale.

En conclusion, notre approche basée sur I’axe pDC-NK semble étre une stratégie

thérapeutique trés prometteuse dans 1’état actuel des traitements du NB a haut risque.
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Conclusions et perspectives

Notre étude préclinique réalisée dans le cadre de cette theése a permis de batir les bases
d’une nouvelle approche de stimulation des cellules NK pour éradiquer la maladie résiduelle et
prévenir les rechutes de NB. Cette approche possede un réel potentiel pour améliorer I’effet de

I’immunothérapie anti-GD2 et réduire la toxicité.

En utilisant des cellules NK provenant de volontaires sains ou de patients atteints de NB,
nous avons prouvé I’efficacité de cette approche a la fois contre des neuroblastes ayant une
expression hétérogene du GD?2 et contre les cellules initiatrices de tumeur. Nous avons démontré
que l’axe pDC-NK ¢était fonctionnel chez les patients ayant recu une TCSHA et
I’immunothérapie anti-GD2. Toutefois, I’absence d’un agoniste efficace du TLR9 d’envisager
une stimulation in vivo des pDC du patient. Un procédé unique de différenciation et d’expansion
des pDC in vitro a partir de cellules souches hématopoiétiques provenant de sang de cordon
ombilical nous permet d’envisager le transfert adoptif de pDC activées pour stimuler les cellules
NK du patient. Ces pDC stimulées in vitro avec un ligand du TLR9 ont la capacité d’induire
une meilleure activation des cellules NK que les pDC du sang périphérique. Présentement, la

production de pDC a usage thérapeutique est en développement dans le laboratoire.

Notre approche sera subséquemment proposée pour un essai clinique chez les enfants
atteints de NB a haut risque. Toutefois, a la lumiere des résultats obtenus lors de nos recherches,
certains aspects nécessitent une analyse plus approfondie afin de valider la faisabilité et

I’application de notre approche chez le patient.

Tout d’abord, nous avons montré que la stimulation des cellules NK par les pDC activées
est dépendante de I'IFN de type I, sans toutefois pouvoir suggérer précisément le ou les
médiateurs responsables de cette stimulation. D’un point de vue clinique, il serait effectivement
intéressant d’identifier les facteurs solubles impliqués dans la stimulation des cellules NK par
les pDC activées puisque I’administration d’une cytokine unique directement chez le patient
permettrait d’éviter la complexité que pourrait présenter la thérapie cellulaire. Des études

préliminaires de transcriptome sur des pDC activées au CpG-ODN 2216 ont été réalisées dans
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le laboratoire. Cependant, on n’a pas pu déterminer les molécules responsables de 1’activation
des cellules NK puisqu’un large éventail de molécules semble étre sécrété par les pDC activées.
Actuellement, d’autres avenues de recherches sont en cours de réalisation afin d’identifier ces
molécules. Ce projet inclut également une étude approfondie sur les pDC générées in vitro a
partir de cellules souches hématopoictiques CD34. Effectivement, afin de montrer en partie
I’innocuité de la thérapie cellulaire et avant le passage aux premiéres phases cliniques, il serait
essentiel de caractériser les pDC générées en laboratoire. A cette fin, des études chez la souris
ainsi que des études de séquencage de cellule unique (single cell sequencing) sont en cours de

mise au point.

De plus, plusieurs études ont montré I’émergence précoce de la population NK CD56P"ight
a la suite d’une TCSH indépendamment de la source du greffon. D’autres études ont ¢galement
démontré qu’un microenvironnement immunosuppressif induirait le recrutement de cellules NK
CD56€" qui seraient faiblement cytotoxiques et une diminution des cellules NK CD56%™, Nos
recherches ainsi que d’autres suggérent que cette population de cellules NK est capable
d’enclencher une activité cytotoxique contre les cellules tumorales. Dans cette optique, il serait
trés intéressant de comprendre les fonctions antitumorales que jouerait la population NK
CD56¢" chez les patients atteints de NB que ce soit en réponse a la stimulation par les pDC

activées ou a I’immunothérapie anti-GD2 qui repose sur I’effet ADCC des cellules NK.

Ensuite, I’efficacité de notre approche dépend essentiellement de la capacité des cellules
NK a infiltrer le microenvironnement tumorale et induire la lyse des cellules du NB ainsi que la
capacité des pDC a activer les cellules NK du patient in vivo. Ce sont deux questions
fondamentales dont les réponses permettraient de valider la faisabilité de notre approche en
clinique. En effet, 1’utilisation d’un modéle murin serait nécessaire afin de répondre a ces
questions. Nous avons utilisé un modeéle de souris NSG (Nod/scid/yc”") qui permet la greffe de
tumeurs humaines et d’un systtme immunitaire humain par injection de cellules souches
hématopoiétiques CD34". Nos expérimentations initiales ont montré que les pDC injectées par
intraveineuse chez des souris humanisées étaient retrouvées dans la rate. Cependant, d’autres
manipulations seront nécessaires afin d’identifier les sites de migration des pDC aprées transfert
adoptif. Aussi, nous avons montré que les cellules NK isolées de la rate et de la moelle osseuse

de souris NSG présentent une augmentation de 1I’expression de TRAIL en réponse a 1’injection
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de pDC activées en comparaison au groupe controle **>. Ceci suggére que la présence des pDC
a proximité des cellules NK dans I’environnement tumorale ne semble pas €tre indispensable.
Cette hypothése est appuyée par nos résultats in vitro ou 1’on a montré par des essais de transwell
que la stimulation des cellules NK par les pDC activées ne requiert pas la formation d’une
synapse immunologique (Article 1 - Figure 4). Alors que la stimulation in vivo des cellules NK
par le transfert adoptif de pDC activées semble étre faisable, le défi principale de notre approche
réside dans la capacité des cellules NK activées a infiltrer le microenvironnement tumorale et
d’induire une action antitumorale. Plusieurs groupes de recherches concentrent leurs efforts sur
la capacité des effecteurs immunitaires a infiltrer le microenvironnement tumorale
particuliérement immunosuppressif. Nous avons ainsi mis au point un modele qui reproduit la
maladie résiduelle du NB chez des souris humanisées en utilisant des cellules de NB qui
expriment la luciférase. La progression tumorale sera alors suivie par imagerie bioluminescente.
L’infiltration des cellules NK dans la tumeur pourrait alors étre vérifiée par plusieurs techniques
dont des études immunohistochimiques (IHC) sur les tumeurs développées chez les souris. En
revanche, la difficulté principale qui pourrait étre rencontrée serait I’identification des cellules
NK communément reconnu a ’aide du marqueur CD56. Les cellules de NB expriment
¢galement le marqueur CD56, ce qui rendrait cette analyse plus complexe. De ce fait, une
interprétation morphologique minutieuse ainsi que 1’ajout de plusieurs marqueurs tel que

PHOX2B seront par conséquent nécessaires afin de valider I’étude THC.

Enfin, il serait essentiel de valider I’efficacité de notre approche dans I’élimination de la
maladie résiduelle du NB. Nous avons préalablement montré que le transfert adoptif de pDC
activées est capable de guérir les souris humanisées de la LAL (Annexe 1 — Article 3). La
prochaine étape consistera a tester 1’efficacité de notre approche en comparant la progression
tumorale du NB et la survie des souris traitées par I’anti-GD2, par les pDC activées ou par la
combinaison des deux traitements. Par ailleurs, nous n’avons pas observé de GVHD a la suite
du traitement par les pDC activées chez les souris NSG. Néanmoins, il serait important d’évaluer

et de caractériser les interactions entre les pDC activées et les lymphocytes T in vivo.
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Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is believed to be resistant to NK cell-mediated killing. To
overcome this resistance, we developed an innovative approach based on NK cell stimulation
with Toll-like receptor (TLR)-activated plasmacytoid dendritic cells (pDC). The translation of
this approach into the clinic requires the production of high numbers of human pDC. Herein,
we show that in vitro differentiation of cord blood CD34" progenitors in the presence of aryl
hydrocarbon-receptor antagonists gives rise to clinically relevant numbers of pDC, as about 108
pDC can be produced from a typical cord blood unit. Blocking the aryl hydrocarbon-receptor
pathway significantly increased the yield of pDC. When compared to pDC isolated from
peripheral blood, in vitro differentiated pDC (ivD-pDC) exhibited an increased capacity to
induce NK cell-mediated killing of ALL. Although ivD-pDC produced lower amounts of IFN-
o than peripheral blood pDC upon TLR activation, they produced more IFN-A2, known to play
a critical role in the induction of anti-tumoral NK cell functions. Both TLR-9 and TLR-7 ligands
triggered pDC-induced NK cell activation, offering the possibility to use any clinical grade
TLR-7 or TLR-9 ligands in future clinical trials. Finally, adoptive transfer of ivD-pDC cultured
in the presence of an AHR antagonist cured humanized mice with minimal ALL disease.
Collectively, our results pave the way to clinical-grade production of sufficient numbers of

human pDC for innate immunotherapy against ALL and other refractory malignancies.

Keywords: Natural killer cells; plasmacytoid dendritic cells; in vitro expansion and

differentiation of hematopoietic cells; AHR antagonist
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Précis: This study paves the way toward a novel and innovative immunotherapeutic strategy for
stimulating the anti-leukemia functions of donor-derived NK cells following hematopoietic

stem cell transplantation.

Abbreviations:

AHR: Aryl hydrocarbon receptor

ALL: Acute lymphoblastic leukemia

ATCC: American type culture collection

BSA: Body surface area

CD: Cluster of differentiation

DC: dendritic cells

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay
FBS: Fetal bovine serum

FITC: fluorescein isothiocyanate

Fluc: Firefly luciferase

GFP: Green fluorescent protein

GM-CSF: Granulocyte macrophage colony stimulating factor
HSCT: Hematopoietic stem cell transplantation
IFN: Interferon

IL: Interleukin

IU: International unit

ivD-: In vitro differentiated-
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mo-DC: Monocyte-derived dendritic cells
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NK: Natural killer

NSG: Nod/Scid/yc™”

ODN: Oligonucleotide

PB: Peripheral blood

PCR: Polymerase chain reaction
pDC: Plasmacytoid dendritic cells
PE: Phycoerythrin

PI: Propidium iodide

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium
SR1: Stem regenin 1

TLR: Toll-like receptor

TNF: Tumor necrosis factor

TPO: Thrombopoietin

TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand
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Introduction

In the last decade, immunotherapy has been considered a major breakthrough in the field of anti-
cancer therapy, since this approach demonstrated its efficacy against chemotherapy refractory
cancers. Although many efforts focused on antigen-targeted approaches, harnessing innate
immunity to fight cancer cells has also been proposed and natural killer (NK) cells are
increasingly used to design anti-cancer immunotherapy [1-3].

NK cells recognize and kill infected or transformed cells without prior sensitization [3]. Their
cytotoxicity activity against cancer cells is highly regulated by the balance between activating
and inhibitory signals as well as their education in order to distinguish self and untransformed
cells from cancer and infected cells. Nonetheless, cancer cells can become resistant to NK cell-
mediated lysis by down-regulating ligands for NK cell activating receptors. To circumvent this
resistance, NK cell stimulation is required to increase the cytotoxic functions of NK cells [4].
Interleukin (IL)-2 and IL-15 are the most frequently used cytokines to increase NK cell lytic
functions, but their use in clinics is associated with high toxicity and side effects that can dampen
the efficacy of NK cell mediated cytotoxicity against cancer. Indeed, concentrations over 20,000
IU/mL commonly used in vitro would be highly toxic in patients [5]. Moreover, lower doses of
IL-2 result in Treg expansion that may reduce immune responses including NK cell anti-
leukemia functions [6-8], and recent data revealed that IL-15 promotes B-acute lymphocyte
leukemia (ALL) cell expansion and their invasion of the central nervous system [9,10]. NK cell
functions can also be stimulated by low numbers of activated dendritic cells [11]. In particular,
plasmacytoid dendritic cells (pDC) are an attractive tool to stimulate NK cell functions since
this specialized dendritic subset produces high amounts of type I Interferon (IFN) in response

to stimulation. Moreover, we recently demonstrated that Toll-like receptor (TLR)-activated



pDC induce a unique NK cell phenotype that could not be reproduced by IFN-co. alone [12]. This
phenotype is characterized by a high expression of TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) on the cell surface.

The outcome for relapsed ALL has not significantly improved over the last 2 decades, despite
advances in hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). As we and others showed that
functional NK cells reappear 1 month after HSCT, these innate immune effectors are an
attractive tool to fight residual leukemia early after transplant [13-16]. However, ALL cells are
resistant to NK cell-mediated lysis [17,18]. We recently revealed that co-culture of resting NK
cells with TLR-9-activated pDC overcame the resistance of ALL to NK-cell killing.
Nonetheless, the efficacy of post-transplant administration of a TLR-ligand to activate donor-
derived pDC may be impaired by the defective pDC reconstitution after HSCT [19]. Adoptive
transfer of pDC is therefore a novel therapeutic option to activate NK cells early after HSCT
and to eradicate residual ALL cells. Thus, we used a preclinical model of HSCT to study the
adoptive transfers of pDC and demonstrated that this transfer controlled the development of
human ALL in humanized mice [12]. These findings open new therapeutic options for patients
with refractory ALL.

The principal drawback for adoptive transfers of activated pDC in the clinic is their low
frequency in the peripheral blood, precluding their isolation in sufficient numbers for patient
therapy. However, pDC could be expanded and differentiated in vitro from human
hematopoietic precursors in the presence of fms-like tyrosine kinase receptor 3 ligand (FLT3-
L) and thrombopoietin (TPO) [20,19]. In addition, recent reports showed that aryl hydrocarbon
receptor (AHR) antagonists favored the differentiation toward the dendritic pathway and

increased the numbers of pDC generated from CD34" human progenitors [21]. Nonetheless, the

Vi



capacity of these in vitro differentiated pDC (ivD-pDC) to induce NK cell cytotoxicity against
ALL remains to be determined. We therefore aimed to produce clinically relevant numbers of
ivD-pDC from cord blood CD34" cells in presence of FLT3-L, TPO, and AHR antagonists. We
also aimed to characterize ivD-pDC and to evaluate their capacity to induce NK cell cytotoxicity

against ALL in vitro and in vivo.
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Materials and methods

Cell line

The pre-B ALL cell line, REH, was obtained from ATCC (Manassas, VA, USA) and maintained
in RPMI-1640 medium (Wisent, Saint-Bruno, QC) supplemented with 10% heat-inactivated
FBS (Wisent) at 37°C in a 5% CO atmosphere. This cell line was transduced with a GFP-

expressing retrovirus to obtain REH-GFP cells easily traceable by flow cytometry.

In vitro DC differentiation

Human pDC were expanded and differentiated from purified cord blood-CD34" progenitors as
previously described [19]. Briefly, cord blood units were obtained from the CHU Sainte-Justine
Research Center cord blood bank with the approval from the Institutional Review Board.
Mononuclear cells were isolated by gradient centrifugation using Ficoll-Paque Plus (GE
Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Sweden) and CD34" cells were positively selected using
magnetic beads (Miltenyi Biotec, San Diego, CA). Purified cells were seeded at 0.2 x 10%/mL
in serum-free expansion medium (StemSpan™ SFEM, StemCell Technologies, Vancouver,
BC), complemented with recombinant human stem cell factor (10 ng/mL), TPO (50 ng/mL),
and FLT3-Ligand (100 ng/mL) (all from R&D System, Minneapolis, MN, USA; or Miltenyi
Biotec). When required, AHR antagonists were added: CH223191 (1 uM, Sigma, St-Louis, MO,
USA) or SR1 (1 uM, Selleckchem, Houston, TX, USA). Culture medium was refreshed every
2-3 days and after 7 days of culture, culture medium was replaced by StemSpan medium
supplemented with human IL-7 (10 ng/mL, Cytheris, Issy-les-Moulineaux, France), TPO,
FLT3-L, and CH223191 or SR1. Cultures were maintained for 14 days at 37°C in a humidified

incubator with 5% COz. In vitro differentiated pDC were then purified by flow cytometry after
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staining with mouse anti-human antibodies (HLA-DR-PE/Cy7 and CD123-APC, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) and exclusion of dead cells with Sytox Blue dye. In vitro
differentiated mDC were sorted from the same culture using CD1c-PE and HLA-DR-PE/Cy7
markers. Cell sorting was performed on an Aria cell sorter (BD Biosciences). Sorted DC (pDC:
HLA-DR'/CD123"#" Sytox™¢ mDC: HLA-DR"/CDIlc" Sytox™®) were then resuspended in
RPMI1640 medium (Wisent) supplemented with 10% of heat-inactivated serum and used for

NK cell stimulation experiments.

Monocyte-derived DC were generated by culturing CD14" peripheral blood monocytes in
presence of GM-CSF (50 ng/mL) and IL-4 (10 ng/mL) (both from R&D systems) for 4 days.

Lipopolysaccharide (1pug/mL) was then added for 2 additional days.

NK cell and DC isolation from adult peripheral blood

Peripheral blood samples were obtained from healthy volunteers after written informed consent
was obtained in accordance with the Declaration of Helsinki and CHU Sainte Justine IRB
approval. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were prepared by density gradient
centrifugation using Ficoll-Paque Plus. NK cells, pDC and mDC were purified by negative
selection using magnetic beads (EasySep® enrichment kits, StemCell Technologies). The purity

of NK cells and DCs was assessed by flow cytometry and was always above 95%.

NK cell stimulation

Purified NK cells were plated in a 96-well round bottom plate (2 x 10° cells/mL) and in vitro
differentiated- or adult pDC were added in a NK:pDC ratio of 10:1. pDC were stimulated by
adding a TLR-9 ligand (CpG-A ODN2216, 10 pg/mL, InvivoGen, San Diego, CA, USA) or a

TLR-7 ligand (Imiquimod, 0.8pug/mL, Sigma), and NK/pDC co-cultures were incubated
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overnight at 37°C and 5% COz atmosphere. Similarly, NK cells were co-cultured with mo-DC,
peripheral blood or in vitro generated mDC. mDC and moDC were stimulated by adding a TLR-
3 ligand (poly-IC, 10 pg/mL, Sigma). Unstimulated NK cells or NK cells cultured with
unstimulated pDC were used as negative controls. NK cells stimulated with IFN-a (1,000
IU/mL) were used as a positive control for each experiment. Increasing doses of IL-2 (200 to
20,000 IU/mL; Novartis Pharmaceuticals Canada, Dorval, Quebec, Canada) were also used to
stimulate NK cells. IFN-a signaling neutralization assays were performed by incubating NK
cells and pDC with neutralizing antibodies (anti-IFN-o/p receptor chain2 and anti-IFN-a) (20
pg/mL, MMHAR-2 and MMHA-2, respectively, PBL Assay Science, Piscataway, NJ, USA)
for 30 min prior to the addition of TLR ligands or IFN-a. Blocking antibodies were kept in

culture medium overnight.

Analysis of NK cell activation by flow cytometry

NK cell activation was analyzed after overnight stimulation with IFN-a or activated pDC. Cells
were harvested, washed, and then stained with conjugated antibodies: APC-anti-human CD56,
PE/CyS5-anti-human CD3 to define NK cell population (CD56°CD3"), FITC-anti-human CD69,
and PE-anti-TRAIL. Activated pDC were labeled with anti-human CD123, anti-human HLA-
DR, anti-human CD40, and anti-human CD86 (pDC were defined as HLA-DR*/CD123high) AJl
conjugated antibodies were purchased from BD Biosciences or Biolegend (San Diego, CA,
USA). Samples were analyzed in a LSR Fortessa cytometer (BD Biosciences) and data analysis

was performed with FlowJo software version 10 (Tree Star, Ashland, OR, USA).

NK cell cytotoxic assays



NK cytotoxic assays were performed using flow cytometry. Briefly, 10° target cells (REH-GFP)
and 5x10° NK cells were plated in triplicates (effector:target ratio of 5:1) in a 96-well coned
plates and incubated for two hours at 37°C. Cells were then harvested, dead cells were labeled
with propidium iodide (PI), and counting beads were added to each sample. Flow cytometry
acquisitions were performed on a LSR Fortessa cytometer (BD Biosciences). The absolute
number of live target cells (GFP'PI') was calculated and the percentage of specific lysis was
defined as follows: Specific lysis (%) = [(#absolute live target cells- #experimental live target

cells)/#absolute live target cells] x 100.

IFN-a and IFN-y quantification using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
After NK cell stimulation with IFN-a or activated pDC, culture supernatants were collected and
stored at —80°C. IFN-a and IFN-y quantification was performed by ELISA following the

manufacturer’s protocol (PBL InterferonSource, Piscataway, NJ, USA).

IFN-A quantification using quantitative PCR

Purified peripheral blood pDC or ivD-pDC were stimulated with ODN CpG 2216 for 24 h.
Unstimulated and stimulated cells were harvested and total RNA contents were prepared using
Qiagen RNeasy kit according to manufacturers’ instructions (Qiagen, Hilden, Germany).
Quantitative RT-PCR was performed using QuantiTect Probe PCR Kit (Qiagen, Mississauga,
ON, Canada). Specific primers and FAM probes for f2microglobulin, IL-29, and IL-28 A were
purchased from ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA). For IL-28B, we used custom
primers and FAM  probe (Fw: CAAAGATGCCTTAGAAGAGTCG, Rwv:

TCCAGAACCTTCAGCGTCAG, FAM probe: GCTGAAGGACTGCAAGTGCCQG) [22].
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In vivo control of ALL in humanized mice

Nod/Scid/IL-2Ry" mice were purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) and
maintained in pathogen-free conditions. Humanized mice were generated as previously
described [12]. Protocols for generating humanized mice were approved by our local Animal
Care Committee according to the guidelines of the Canadian Council on Animal Care in
Science. To promote human NK cell differentiation, humanized mice received human IL-15/IL-
15Ra-Fc complex (ALT803, Altor Biosciences, Miramar, FL, USA [23]) once a week for seven
weeks starting six weeks after transplantation. To reproduce human ALL in humanized mice, 5
x 10° REH cells expressing the Firefly luciferase gene (Fluc) were injected intravenously 8
weeks after transplantation, followed 48 h later by infusions of unstimulated or TLR-9 activated
ivD-pDC (10° cells per mouse). pDC injections were repeated once a week for five weeks. A
group of humanized mice injected with REH cells was treated by daily injections of human IL-
2 (20,000 IU) for two weeks. A group of humanized mice injected with REH cells and treated
with saline injection was used as control. Leukemia development was monitored by weekly in
vivo bioluminescence imaging using a custom apparatus from Labeo Technologies Inc
(Montreal, QC, Canada). Briefly, mice were anesthetized and imaged 12 min after
intraperitoneal injection of 150 mg/kg D-luciferin (Caliper Life Sciences, Waltham, MA). Each
mouse was imaged in anterior-posterior prone position using a constant exposure time (500 ms).

Mice were euthanized when overt leukemia signs were observed.

Statistics
One-way ANOVA tests were used for multiple group comparisons of paired data and paired t-

tests were used for single data comparisons. The log rank test was used to compare survival
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curves. A value of p < 0.05 (*) was considered significant with a confidence interval of 99%

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Results

AHR antagonists increase in vitro differentiation of functional plasmacytoid dendritic
cells from CD34+ progenitors

We and others showed that the culture of human CD34" progenitors, in the presence of Flt3-L
and TPO, gave rise to fully differentiated pDC [24,12,20]. Additionally, the presence of AHR
antagonists favored dendritic cell differentiation [21,25]. Since the induction of differentiation
programs may also interfere with the cellular functions of in vitro generated cells, we aimed to
assess the functional properties of human ivD-pDC obtained in the absence or in the presence
of AHR antagonists (CH223191 and StemRegenin-1 — SR1).

Human CD34" progenitors were purified from cord blood samples and cultured for two weeks
with or without AHR antagonists [12]. The presence of AHR antagonists increased both
percentages and absolute numbers of ivD-pDC, and SR1 was superior to CH223191 to induce
pDC differentiation (Figure 1). We were able to obtain an average number of 4 x 10® ivD-pDC
from 10° CD34" cord blood cells.

We next assessed the competence of ivD-pDC to induce NK cell-mediated killing of leukemia.
IvD-pDC were sorted by flow cytometry according to HLA-DR and CD123 surface expression.
Sorted cells were co-cultured with purified peripheral blood NK cells in the presence of a TLR-
9 ligand (A-CpG ODN) at a pDC:NK cell ratio of 1:10. Cytotoxic assays against a pre-B ALL
cell line using unstimulated NK cells or pDC-activated NK cells revealed that NK cell
cytotoxicity against ALL was not affected by the presence of AHR antagonists in pDC culture.
The killing of ALL cells was even significantly higher with ivD-pDC than with pDC isolated
from peripheral blood (PB-pDC), reaching an average of 75% ALL cell killing at a NK:ALL

ratio of 5:1 (Figure 2A).
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At concentrations attainable in humans (200 IU/mL), the stimulation of NK cells with IL-2 was
not able to induce ALL lysis (Figure 2B). High doses of I1L-2 (20,000 IU/mL) induced 55%
ALL cell killing at a NK:ALL ratio of 5:1, but these concentrations would be highly toxic in
patients. We also compared ALL lysis induced by pDC-stimulated NK cells and by mDC-
stimulated NK cells. mDC were either purified from peripheral blood (PB-mDC) or in vitro
generated from cord-blood CD34" cells (ivD-mDC) or monocytes (mo-DC) and stimulated with
the TLR-3 ligand Poly(I:C). NK cell-mediated cytotoxicity against REH cells was similar for
NK cells stimulated with activated PB-mDC and PB-pDC (Figure 2C). Nonetheless, in vitro
generated mDC (either mo-DC or ivD-mDC) were unable to induce NK cell-mediated ALL cell
lysis (Figure 2C).

Although the induction of NK cell cytotoxicity was stronger with ivD-pDC than with PB-pDC,
there were some phenotypic differences between NK cells stimulated by ivD-pDC and by PB-
pDC. TLR-9 activated ivD-pDC induced the up-regulation of CD69 and TRAIL on NK cells,
although this up-regulation was lower than that observed after NK cell stimulation with TLR-
9-activated PB-pDC (Figure 3A). The production of IFN-y by NK cells stimulated with ivD-
pDC was also 4-5-fold lower than by NK cells stimulated with PB-pDC (Figure 3B). TRAIL
and CD69 expression and IFN-y production by NK cells were the same for all ivD-pDC, whether
they were obtained in the presence of AHR or not. Taken together, these results indicate that
ivD-pDC are more potent than PB-pDC to induce NK cell lytic activity against ALL, despite a

lower expression of TRAIL and CD69 on NK cells and weaker IFN-y production.

IvD-pDC produce less IFN-a, but more IFN-A than PB-pDC
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We next assessed the production of IFN-a in response to TLR-9 stimulation of ivD-pDC. We
observed that although ivD-pDC produced appreciable amounts of IFN-a (up to 2000 pg/mL
for 40 000 pDC), these amounts were about 10-fold lower than IFN-a produced by PB-pDC
(Figure 4A). Of note, ivD-pDC obtained in the presence of AHR antagonists produced higher
amounts of IFN-a than ivD-pDC obtained in the absence of inhibitors, and SR1 was superior to
CH223191. We next explored the expression of /IFN-A (IL-284, IL-28B, and IL-29) RNA by
activated ivD-pDC because it has been recently reported that these type III IFN, particularly IL-
28B/IFN-A2, play a major role in NK cell anti-tumoral functions [26-28]. TLR-9 stimulation
increased the expression of type III /FN RNA in both ivD-pDC and PB-PDC. When compared
with activated PB-pDC, activated ivD-pDC expressed as much IL-28A and IL-29, but more /L-
28B/IFN-22 RNA (Figure 4B). These results indicate that the cytotoxic activity of pDC-
activated NK cells against ALL cells does not correlate with the amount of IFN-a produced by

activated pDC in NK/pDC co-cultures and suggest a role for type III IFN in pDC-induced NK

cell activation.

IFN-a signaling is required for NK cell stimulation by ivD-pDC

Since ivD-pDC produce lower amount of IFN-a than peripheral blood pDC in response to TLR
stimulation, we next tested whether type I IFN signaling was required for NK cell response. We
used a combination of blocking antibodies against type I IFN receptor and IFN-a. to block IFN-
o signaling pathway during NK cell stimulation with activated pDC. We verified the efficacy
of the blocking antibodies using STAT1 and phosphorylated-STAT]1 staining and showed that
STATI signaling was abrogated by our combination of blocking antibodies (Figure 4C). We

observed that IFN-o signaling was required for both TRAIL and CD69 upregulation on

XVi



activated NK cells (Figure 4C) and to induce the cytolytic activity of activated NK cells against
ALL (Figure 4D). Therefore, IFN-a production by activated pDC is required for NK cell
stimulation and the lower amount of IFN-a produced by ivD-pDC is sufficient to obtain

maximal NK cell lytic activity.

TLR-7 and TLR-9 ligands are equally efficient to stimulate ivD-pDC and to induce NK
cell cytotoxicity against ALL

We then compared pDC stimulation via TLR-7 and TLR-9 pathways for the induction of NK
cell activation and NK cell-mediated lysis of ALL cells. Cytotoxic assays against REH cell line
did not show any differences in the cytolytic activity of NK cells stimulated with TLR-7- or
TLR-9-activated ivD-pDC (Figure SA). TRAIL and CD69 expression was induced on NK cells
co-cultured with TLR-7 and TLR-9-activated ivD-pDC (Figure 5B). The production of IFN-y
by activated NK cells was similar when NK cells were co-cultured with TLR-7 or TLR-9
activated ivD-pDC, although PB-pDC activation through TLR-9 induced more IFN-y
production by NK cells than activation through TLR-7 (Figure 5C). Finally, the production of
IFN-a by TLR-7-activated pDC was lower than by TLR-9-activated pDC (Figure SD). Taken
together these results indicate that, despite a lower production of IFN-a by TLR-7-activated
ivD-pDC, TLR-7 and TLR-9 ligands induce similar ivD-pDC-mediated NK cell lytic activity

against ALL cells.

Adoptive transfers of activated ivD-pDC cure minimal ALL disease in humanized mice
We recently reported adoptive transfers of activated pDC control human ALL in humanized
mice [12]. In these experiments, activated pDC were obtained from in vitro differentiation of

CD34" progenitors in the absence of AHR antagonists. We show here that adoptive transfers of
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TLR-activated ivD-pDC obtained in the presence of the AHR antagonist SR1 cured ALL
bearing mice (Figure 6). To reproduce a minimal ALL disease, we injected 5 x10* ALL cells
in humanized NSG mice. The time to overt leukemia in untreated mice was longer when
compared to our previous published data in which 10* ALL cells were injected (52-day median
survival versus 35 days), but 85% of control mice died from overt leukemia within 40-90 days
post-ALL injection. None of the mice treated with weekly injections of TLR-activated ivD-pDC
(10° cells per week — 5 weeks) developed leukemia as assessed by in vivo bioluminescence
imaging and necropsy at the time of euthanasia (Figure 6A-B). As controls, we treated a group
of humanized mice injected with REH cells with daily injections of recombinant human IL-2
(20,000 UI) and another group of mice with unstimulated ivD-pDC. Mice within these two
groups develop leukemia with the same kinetics as untreated control mice (Figure 6). Therefore,
these results demonstrate that adoptive transfer of ivD-pDC obtained in the presence of AHR

antagonist is a unique therapeutic tool to cure minimal residual ALL disease in vivo.
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Discussion

Our data show that NK cell stimulation with TLR-activated ivD-pDC induces anti-leukemia
activity against resistant ALL cells both in vitro and in vivo. pDC obtained by in vitro
differentiation of CD34" progenitors in the presence of AHR antagonists are even more efficient
than PB-pDC to stimulate NK cell lytic activity despite lower production of IFN-o and lower
expression of NK cell activation markers. We further show that, in the presence of AHR
antagonists, clinically relevant numbers of ivD-pDC are obtained from cord blood CD34"
progenitor cultures. Both TLR-7 and TLR-9 ligands are equally efficient to stimulate ivD-pDC
and induce NK cell anti-leukemia activity. Finally, adoptive transfers of ivD-pDC obtained in
the presence of AHR antagonist cured ALL in humanized mice.

We took advantage of the combination of FLT3, TPO, and AHR antagonist to produce clinically
relevant numbers of ivD-pDC from cord blood CD34" cells. FLT3 plays a non-redundant role
in pDC differentiation, as demonstrated by the lack of pDC in fIf3-knockout mice and the
increase in pDC numbers in humans following injections of recombinant FLT3-L [29-33].
Accordingly, in vitro culture of cord blood-derived hematopoietic progenitors in the presence
of FTL3-L gives rise to differentiated DC populations among which pDC represent 3—5% of
total cells [34]. Moreover, the addition of TPO increased the yield of human ivD-pDC [20].
Recent studies revealed that AHR inhibitors induce not only human stem cell expansion, but
also favor dendritic differentiation and functions [35,21]. Thus, we associated FLT3-L and AHR
to stem cell factors, TPO and IL-7, to produce ivD-pDC. We obtained 40 times more pDC than
the initial number of CD34" cells. From the average of 2.5 x 10% CD34+ cells contained in a
typical cord blood unit, we thus expect to produce 10® ivD-pDC. This number is sufficient for

clinical use in one patient, as we were able to cure ALL in mice with 5 injections of 10 pDC.
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According to the most accurate method of dosage conversion from mice to humans based on
body surface area (BSA) [36,37], 5 injections of 10° pDC correspond to 7.5 x 107 pDC/m?,
while a 30-kg child BSA is 1 m? and a medium-size adult BSA is 1.7 m?, suggesting that about
10 ivD-pDC will be sufficient for human therapy.

NK cell stimulation with high doses of IL-2 or PB-mDC induced the NK cell-mediated lysis of
ALL, but none of these approaches has the potential for translation into the clinics. Indeed, the
concentration of IL-2 able to induce NK cell lytic activity against ALL cells in vitro would be
highly toxic in humans, and lower concentrations that can be reached in patients did not induced
NK cell lysis of ALL [5]. Accordingly, IL-2 administrated to humanized mice at therapeutic
doses was unable to control ALL development. Similarly, PB-pDC and PB-mDC are equally
efficient to induce NK cell lytic activity, but their low amounts in peripheral blood of healthy
volunteers preclude their use to stimulate NK cell anti-leukemia function in patients. [IvD-pDC,
ivD-mDC and moDC can be obtained in sufficient numbers for clinical use, but among them
only ivD-pDC were able to induce NK cell-mediated killing of ALL.

The equal efficiency of TLR-9 and TLR-7 to activate ivD-pDC is an asset for future clinical
use. Indeed, production of clinical-grade activated pDC will require the use of a clinical-grade
TLR ligand. Both TLR-7 and TLR-9 ligands are currently in clinical development
(NCT02188810 [38,39]), but the final availability of these compounds for clinical use will
depend on the results of ongoing clinical trials. Equal efficacy of different TLR ligands indicates
that the possibility to activate ivD-pDC in future clinical trials will not rely on the availability
of a single compound.

Activated ivD-pDC produce less IFN-a than activated PB-pDCs, and even less when they are

activated through the TLR-7 pathway. However, this lower production did not impact the
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cytolytic activity of NK cells against ALL cells. Indeed, ALL killing was higher when NK cells
were activated with ivD-pDCs, reaching an average killing of 75% at a NK:ALL cell ratio of
5:1. This is in line with the results of our previous work on the anti-leukemic potential of PB-
pDC [12]. We showed that NK cell activation by pDC was dependent on the IFN-o pathway,
but not reproduced by IFN-a alone, suggesting that the paracrine-autocrine activation loop of
IFN-a and other cytokines play a role in NK cell activation [40]. Recent results showed the
importance of the IFN-A pathway, and particularly of IFN-A2 (IL28-B), in NK cell function
and anti-cancer activity [26-28]. Thus, we explored the expression of type III/IFN-A (IL-284,
IL-28B, and IL-29) RNA following TLR activation of pDC. IL28-A and IL-29 expression was
not significantly different between PB-pDC and ivD-pDC, but IL28-B/IFN-A2 expression by
ivD-pDC was higher. As we showed that NK cell activation by pDC was independent of cell-
contact [12], type III IFN and particularly IL28-B/IFN-A2 are good candidates to be some of the
soluble mediators of NK cell activation. Experiments are underway to further delineate their
role as well as the role of other cytokines.

Collectively, our results pave the way to clinical grade production of sufficient numbers of
human pDC for therapeutic use. Our serum-free culture conditions will be easily compatible
with GMP standards and most of the clinical-grade TLR-7 or TLR-9 ligands are expected to be
as efficient to induce ivD-pDC activation. This novel immunotherapeutic approach based on
early post-transplant NK cell stimulation by adoptive transfers of ivD-pDC eradicates the
residual leukemic cells and prevents the relapse of leukemia in a preclinical model. It may even
be used in other types of cancer, as we have recently showed its efficacy against neuroblastoma,

a leading cause of death from cancer in children.
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Figure Legends
Figure 1: AHR antagonists increase the yield of in vitro differentiated pDC. Cord blood

CD34" progenitors were cultured for two weeks in the absence (CTL - control) or in the presence
of AHR antagonists (CH223191 or StemRegenin-1, SR1). Absolute numbers of differentiated
pDCs were determined using immunostaining and flow cytometry analysis. A — Differentiated
pDC were identified as HLA-DR'CD123" by flow cytometry. Representative contour plots are
presented with percentage of pDCs for each culture condition. B — Absolute numbers of pDCs
obtained from 10° CD34" cells are presented with median (n = 7 independent experiments).
Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance. **p < 0.01, ***p <
0.001.

Figure 2: TLR-9-activated ivD-pDC induce NK cell cytolytic activity against ALL that
cannot be reproduced by IL-2 or ivD-mDC stimulation of NK cells. Peripheral blood NK
cells were stimulated by 18-h co-culture with ivD-pDC or PB-pDC in the presence of TLR-9
ligand (CpG ODN 2216, 10 pg/mL) or unstimulated (unst.). A — Cytotoxic assays were
performed against REH pre-B ALL cell line at a E:T ratio of 5:1 using flow cytometry count of
viable cells. Averages of specific lysis are presented with standard deviation (SD) (n = 5
independent experiments). B — Peripheral blood NK cells were unstimulated (unst.) or
stimulated by 18-h co-culture with PB-pDC in the presence of CpG ODN 2216 (10 ug/mL) or
increasing amount of IL-2. Cytotoxic assays were performed against REH pre-B ALL cell line
at a E:T ratio of 5:1. Averages of specific lysis are presented with standard deviation (SD) (n =
3 independent experiments). C — Peripheral blood NK cells were unstimulated (unst) or
stimulated by 18-h co-culture with PB-mDC or PB-pDC or in vitro differentiated mDC, mo-DC

or pDC. The TLR-9 ligand CpG ODN 2216 (10 pg/mL) was added in the culture containing



pDC and the TLR-3 ligand Poly(I:C) (1 pg/mL) was added in the culture containing mDC.
Cytotoxic assays were performed against REH cells at a E:T ratio of 5:1. Averages of specific
lysis are presented with standard deviation (SD) (n = 2-3 independent experiments). Statistical
analyses were performed using one-way analysis of variance. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

Figure 3: Phenotypic changes of pDC-stimulated NK cells. A — Phenotypic analysis of
activated NK cells was performed by immunostaining (TRAIL and CD69) and flow cytometry
analysis (gated on CD56'CD3" cells). Representative histograms are presented with mean of
fluorescence (MFI) for TRAIL (left panel) and CD69 (right panel). Bar graphs represent the
average MFI for TRAIL and CD69 with SD (n = 3-7 experiments). B — [FN-y production by
unstimulated NK cells (CTL — control) or pDC-stimulated NK cells was measured by ELISA in
culture supernatants. Averages of 6 independent experiments are presented with SD. Statistical
analyses were performed using one-way analysis of variance. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

Figure 4: IFN-a signaling is required for NK cell stimulation by ivD-pDC although ivD-
pDC produce less IFN-a as compared with PB-pDC. A — The production of IFN-a was
assessed by ELISA in culture supernatants following stimulation of purified pDC with a TLR-
9 ligand (CpG ODN 2216, 10 pg/mL). B — The production of type III IFN (IL-28A, IL-28B,
and IL-29) was assessed by Q-PCR before and after TLR-stimulation of purified pDC. C — Type
I IFN signaling blockade was performed using a combination of anti-IFN-o and anti-IFN
receptor antibodies in NK/pDC co-cultures. Intracellular staining of STAT1 and
phosphorylated-STAT1 confirms the blockade of type I IFN signaling in both ivD-pDC and PB-

pDC. This blockade abolishes the up-regulation of TRAIL and CD69 on NK cells. D — Cytotoxic
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assays were performed against REH cell line at a ratio E:T 5:1 using unstimulated NK cells, NK
cells stimulated with activated ivD-pDC (cultured in the presence of SR1) or PB-pDC, in the
presence or the absence of type I IFN blocking antibodies. The mean of specific lysis is
presented with SD (n = 3 independent experiments). Statistical analyses were performed using

one-way analysis of variance. *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001.

Figure 5: TLR-7 and TLR-9 ligands are equally efficient to stimulate ivD-pDC and to
induce NK cell lysis of ALL. We compared the efficacy of TLR-9 (CpG ODN 2216) and TLR-
7 (Imiquimod) ligands for the induction of NK cell lytic functions. A — Cytotoxic assays against
REH cells were performed as above with NK cells either unstimulated (unst.) or co-cultured
with ivD-pDC or PB-pDC stimulated with TLR-9 or TLR-7 ligand. Mean of specific lysis with
SD are presented (n = 3 independent experiments). B — NK cell activation status was assessed
by immunostaining and flow cytometry analysis (TRAIL and CD69 markers). C — IFN-y
production by NK cells was assessed by ELISA in the supernatants of NK/pDC co-cultures in
which pDC were stimulated with TLR-9 or TLR-7 ligand. The means of 3 independent
experiments are presented with SD. D — IFN-a production by activated pDC was assessed by
ELISA in the culture supernatant of pDC stimulated with TLR-9 or TLR-7 ligand. The mean of
3 independent experiments are presented with SD.

Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance. *p < 0.05, **p < 0.01,

wx%p < 0,001,

Figure 6: Activated ivD-pDC infusions cure human ALL in humanized mice. Irradiated
newborn NSG mice were transplanted with 10* human cord blood-derived CD34" cells. 10°

REH ALL cells were intravenously injected in humanized mice 8 weeks after transplantation.
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Forty-eight hours after leukemia injection, mice were injected with activated pDC (a-pDC;
n=12) or unstimulated pDC (unst-pDC, n=5) (once a week, for 5 weeks), 20,000 IU of IL-2
(daily injections; n=7) or saline solution for control mice (control; n=18). A — In vivo
bioluminescence imaging of ALL-bearing mice was performed weekly. Images of
representative mice are shown; units in rainbow color scales are proportional to the numbers of
photons per second. B — Survival curves of ALL-bearing humanized mice treated with
unstimulated or TLRO9-activated ivD-pDC, IL-2 or saline solution injections. Mice were
euthanized after overt leukemia onset. Flow cytometry analysis of bone marrow samples

confirmed complete leukemia involvement. Log-rank test was used to compare survival.

v



Figures

HLA-DR—>

Figure 1

CH223191 SR1

a
1051 1051
4 4
107 107
1079 1079
107 107
on on ' on
L] Liiien | Linmb | Lisken | | Liiien | Linmb | Lisken | | Liiien | Linmb | Lisken |
0 1 10 10 10° 0 10 10 10 10 0 10 10 1* 10"
-
CD123 >
Tk
b
> =
— 5
x vy
wyg v
'U+ 4= —
'y
% g
o0 a-
5.9 =
Ty] 'y
g6 24
=~ A
g - . ]
1= |
{ [ |
]

=]

CTL  CH223191 SR1



Figure 2

el ns
- -
a - h B
1001 T Bl =
T 2 604
@ 75 T 2
m T =
2= L=
Q i 40
3 -
2 = 204
& 25
0 T T T
B & 5 .::P
ﬂ"- T T G{EJ v rﬁ? "LQCEE) q.%ﬂ
Unet. nD-pDC iwDpDC  PB
CH SR1 pDC IL-2 (L/mL)
ns
o
80+ T
@ 707
= 60-
g 50-
2 401
[17] - T
2 ap
10

@
e
2
8 |




Figure 3

i§

2

7

IFN-y (pg/mL)

TRAIL CD&9
ivD-pDC CTL ivD-pDC CTL
o ivD-pDC CH ivD-pDC CH
€ ivD-pDC SR1 ivD-pDC SR1
3 PB pDC PB pDC
unst. unst.
Ms #
#E oo
¥ G
ke 3000 A e
HE hn.d
P § Ti¥—
= _|_ UEI}EI}-
- _
= 1000 T

1 T T - —— :
& &l LS & & & F
@ﬂ&ﬁ $ ¢ @‘?D & &

& & F @

-

-

ClL_CH SRl PB o

fD-pDC poC



Figure 4

a _
AN S — b

154 ni 3 i

— IL-284, IL-Z286 L-20

—2 L JE—

o, 200~

Dood -+

200

20 :

1560 e

10— ’ll

501
ol ll . HirL s
- 4 - & R - = -+ -+ - * - -

IFM-a {pgimlL)
-

Halallve axprassion
v B2 micenagiablin

i
i
-

1

Cpa - + Cpis - -
Wi-pG WO-pD0 vD-p0G FS PR wDplC FE wD-pbDC PR WD-pDO
CTL CH &R phC all phC e
CO6s TRAIL STATH F-STATH
wD-pDC j 164 [ a7 i o B o
P Ly Pl SR
Ll B45 ||ﬁ|l 144 #50 151
il 23 £ i
PB pDC 242 - 19
152 25 F
F 445 i 401
L .'1'| 7z 240 149
] F1 243 150
0O Unst o lsobype  m Activaled pDO Activated pDC+anti=IFM
d go

CJlnst.
m Aciivabad pDo
O felrvatod 00 # ant-lFk

% specific yals
g g

2

5l EHI

w0-pOs FAE pOC

(=



% specific lysis

IFM-y {pafmL)

Jn

10005

Figure 5

sl

TLR& TLRT TLR& TLRY TLRA TLRY
[l ] [l ]

|I'.IL1--|3-I_'II.'3I I».-L‘.l—|:-|.1'.'2‘:
CH =

ns ns

F8
piC

TR TLRT LR TLRT
WD-pDC FB
SR poC

Ligands

Counts

Counts

a

IFMN-cx (pagfmL)

TRAIL
298
448
d . 178
i

40000+

30000

20000

10000+
5000

25004

WD-pDC SR1 (TLR7-)
wD-pDC SR1 (TLREH)}
wO-pOeC CH (TLRT-)
vD-pOeC CH (TLRS-))
PE pOC (TLRTA)

PB pDC (TLR3
Unst.

vD-pDC SR1 (TLR7-}
WD-p0C SR1 (TLRY-1)
WD-pDC CH (TLRT-)
WD-pDs CH (TLRE-N
PE pDC (TLR7-)

PE pOC (TLRS)
Linest,

A

TLR3 TLRET TLRS TLRET TLRA TLRT
WD-pDC  iWD-pOC PE
CH SR pOC



unst-pDC-treated group

% survival (leukemia free)

Figure 6

control group

7 B

a pDC treated group

I 4

5 i) 7

0

I I I I I I I I 1
10 20 30 40 &0 &0 TO 80 90
Time (days)

e 5-pDC (p<0.0001)
—B—unst.-pDC (p= ns)
== |L-2 (p=ns)
——control (PBS)



	Résumé
	Abstract
	Table des matières
	Liste des tableaux
	Liste des figures
	Liste des sigles & abréviations
	Remerciements
	Introduction
	Chapitre 1 : Le neuroblastome
	1.1 Origine et développement du neuroblastome
	1.2 Épidémiologie
	1.3 Présentation clinique
	1.4 Diagnostic et facteurs de pronostic
	1.4.1 Diagnostic
	1.4.1.1 Tests de laboratoire de diagnostic.
	1.4.1.2 Imagerie radiographique et évaluation métastatique.
	1.4.1.3 Évaluation histologique

	1.4.2 Stratification des patients : facteurs de pronostic
	1.4.2.1 Facteurs pronostic histologiques
	1.4.2.2 Facteurs de pronostic moléculaires


	1.5 Traitements du NB
	1.5.1 L’induction : la chimiothérapie
	1.5.2 La chirurgie
	1.5.3 La consolidation : chimiothérapie myéloablative et TCSHA
	1.5.4 L’entretien : l’acide rétinoïque et l’immunothérapie
	1.5.4.1 Thérapie de différentiation : l’acide 13-cis-rétinoique
	1.5.4.2 L’immunothérapie

	1.5.5 Le traitement du NB en rechute et/ou réfractaire
	1.5.5.1 La chimiothérapie
	1.5.5.2 La radiothérapie


	1.6 Problématique du NB en rechute et/ou réfractaires aux traitements

	Hypothèses et objectifs
	Chapitre 2 : Autophagie et radiothérapie par MIBG
	2.1 L’autophagie
	2.1.1 Mécanismes de l’autophagie
	2.1.2 Régulation de l’autophagie
	2.1.3 Rôle de l’autophagie dans le cancer
	2.1.4 Les inhibiteurs de l’autophagie

	2.2 La Radiothérapie par MIBG
	2.2.1 La MIBG

	2.3 Hypothèses et objectifs
	2.4 Matériels et méthodes
	2.5 Résultats
	2.5.1 Les cellules du NB ont un niveau basal d’autophagie élevé
	2.5.2 L’irradiation n’augmente pas le niveau d’autophagie
	2.5.3 L’HCQ ne sensibilise pas les neuroblastes à l’irradiation

	2.6 Discussion
	2.7 Conclusions et perspectives

	Chapitre 3 : L’immunothérapie basée sur les cellules NK pour traiter le NB à haut risque
	3.1 Les cellules NK
	3.1.1 Les cellules NK
	3.1.2 Les récepteurs des cellules NK
	3.1.2.1 Les Récepteurs de la superfamille des Immunoglobulines
	3.1.2.2 Les Récepteurs de la superfamille des Lectines de type-C
	3.1.2.3 Les récepteurs de la cytotoxicité naturelle (NCR)
	3.1.2.4 La famille des molécules d’adhésions (récepteurs de costimulation)
	3.1.2.5 CD16 (récepteur FcγRIII)

	3.1.3 Le rôle des cellules NK
	3.1.3.1 Les mécanismes de cytotoxicité
	3.1.3.2 Fonction de production de cytokines

	3.1.4 La régulation des cellules NK
	3.1.5 Les cellules NK dans l’immunothérapie du NB

	3.2 Les cellules dendritiques plasmacytoïdes
	3.2.1 Phénotype et fonctions des pDC
	3.2.2 Signalisation des récepteurs TLR
	3.2.3 Les ligands des TLR

	3.3 L’axe pDC-NK

	Résultats
	3.4.1 Article 1 | Breaking the resistance of neuroblastoma through activation of natural killer cells by plasmacytoid dendritic cells
	3.4.1 Article 1 | Breaking the resistance of neuroblastoma through activation of natural killer cells by plasmacytoid dendritic cells
	3.4.1.1 Préface
	3.4.1.2 Contribution des auteurs
	Abstract
	Introduction
	Materials and Methods
	Results
	Discussion
	Acknowledgements
	Abbreviations
	References
	Legends of supplemental figures
	Figures
	3.4.1.3 Reprint permission

	3.4.2 Article 2 | Stimulation of patient’s Natural Killer cells by activated plasmacytoid dendritic cells increases efficacy of immunotherapy against neuroblastoma
	3.4.2.1 Préface
	3.4.2.2 Contribution des auteurs
	Abstract
	Background
	Methods
	Results
	Discussion
	Conclusion
	List of Abbreviations
	Declarations
	References
	Figures legend
	Figures


	Discussion
	Conclusions et perspectives
	Bibliographie
	Annexe 1 | Article 3

