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Résumé 

Le traitement des leucémies myéloïdes et lymphoblastiques aiguës a connu des avancées 

importantes dans la dernière décennie. Malgré ces progrès, le taux de rechutes reste élevé et le 

besoin médical est réel. Ces leucémies sont caractérisées par une expression aberrante d’antigènes 

qui peuvent provenir de protéines mutées, mais aussi de séquences rapportées comme non 

codantes. Les réponses contre ces néoantigènes tumoraux « cryptiques » demeurent non 

caractérisées. Afin de définir l’existence d’un répertoire varié de récepteurs des lymphocytes T 

(TCR) qui reconnaitraient ces néoantigènes, des cellules mononuclées du sang périphérique de 

patients sains sont isolées puis enrichies en cellules T CD8+ naïves. L’expansion et l’activation de 

ces cellules sont ensuite réalisées avec des cellules dendritiques autologues chargées avec 

l’antigène d’intérêt puis triées à l’aide de multimères HLA-peptides spécifiques. L’ARN des 

cellules avec TCR spécifiques aux antigènes spécifiques des tumeurs (TSA) leucémiques est isolé 

afin de réaliser un séquençage du TCR-bêta. L’expansion cellulaire a été réalisée de façon 

suffisante pour effectuer le séquençage des cellules identifiées comme positives par le marquage 

avec dextramères. Une réponse T est obtenue pour 50% des néoantigènes testés avec une réactivité 

montrée par ELISpot et se traduisant par une sécrétion de cytokines inflammatoires. Des 

lymphocytes T spécifiques aux TSA d’intérêt sont donc présents dans le sang périphérique de 

donneurs sains. Le séquençage de ces cellules a permis d’identifier les clonotypes pour lesquels 

une réponse anti-leucémique forte est possible. Il serait intéressant d’utiliser ces clonotypes 

spécifiques aux tumeurs cryptiques dans le développement de nouveaux traitements 

d’immunothérapie adoptive.   

 

Mots-clés : tumeurs cryptiques, leucémies, néoantigènes, antigènes tumoraux spécifiques (TSA), 

immunothérapie cellulaire, complexe majeur d’histocompatibilité. 
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Abstract 

The treatment of acute myeloid and lymphoblastic leukemia has seen significant advances in the 

past decade. Despite this progress, the relapse rate remains high and the medical need is real. These 

leukemias are characterized by an aberrant expression of antigens, some from mutated proteins but 

also from sequences of DNA that were reported as non-coding. Responses against these “cryptic” 

neoantigens remains uncharacterized. In order to verify whether a diverse repertoire of T cell 

receptors (TCR) does recognize these neoantigens, mononuclear cells from peripheral blood of 

healthy patients are isolated and enriched with naive CD8+ T cells. The expansion and activation 

of these cells are then carried out with autologous dendritic cells loaded with the antigen of interest 

and then sorted using HLA-peptide specific multimers. RNA from cells with TCR specific for 

leukemic tumor-specific antigens (TSA) is isolated in order to perform TCR-beta sequencing. Cell 

expansion was sufficient to perform the sequencing of cells identified as positive by staining with 

dextramers. A T-cell response is obtained for 50% of the neoantigens tested with reactivity shown 

by ELISpot and resulting in a secretion of inflammatory cytokines. T lymphocytes specific to the 

TSA of interest are therefore present in the peripheral blood of healthy donors. Sequencing of these 

cells made it possible to identify clonotypes for which a strong anti-leukemic response can be 

expected. It would be interesting to use these cryptic tumor-specific clonotypes in the development 

of new adoptive immunotherapy treatments. 

 

Keywords : Cryptic tumors, leukemias, neoantigens, tumor-specific antigens (TSA), 

immunotherapy, major histocompatibility complex.
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1   Système immunitaire 

Le système immunitaire permet de lutter contre les agressions par des agents pathogènes (1). C’est 

l’action de deux systèmes interconnectés, l’immunité innée et adaptative, qui assure la défense de 

l’organisme (2). L’immunité innée constitue la première ligne de défense de l’organisme et intègre 

aussi bien des barrières anatomiques que cellulaires (3). Les réponses immunitaires innées sont non 

spécifiques et surviennent rapidement après une infection (3). C’est grâce à des récepteurs de 

surface ou intracellulaires que sont initiées ces réponses (3). Les cellules dendritiques (CD), les 

cellules « natural killer » (NK), les macrophages, les monocytes et les neutrophiles sont des acteurs 

importants de la réponse immunitaire innée (1). Ces cellules sont activées suite à la reconnaissance 

de motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP) ou de motifs moléculaires associés aux 

dégâts (DAMP) par les récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires (PRR) (4). Cette 

étape amène l’élimination des cellules infectées par divers mécanismes telles la phagocytose, 

l’opsonisation, l’activation du système du complément et la sécrétion de cytokines (1). L’immunité 

innée permet aussi l’activation du système adaptatif afin d’établir une réponse spécifique (2). Le 

système adaptatif fait intervenir les lymphocytes B et T comme acteurs principaux (2). La réponse 

par les lymphocytes B amène une immunité humorale qui sera caractérisée par la production 

d’anticorps tandis que celle conférée par les lymphocytes T amène une immunité cellulaire (1). Le 

système immunitaire est un système d’une grande complexité pour répondre à différentes sources 

d’agressions. L’introduction présentée dans ce mémoire décrit seulement une partie du système 

immunitaire et de ses mécanismes, nécessaires à la compréhension des travaux. 

 

1.1 Cellules présentatrices d’antigènes 

Les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) ont pour rôle de faire le lien entre les systèmes inné 

et adaptatif en activant ce dernier (5). Les CD sont les principales CPA, mais les monocytes et les 

macrophages remplissent également ces fonctions (5, 6). Les CD immatures se situent dans les 

tissus épithéliaux où elles peuvent lier divers pathogènes grâce aux PRR (5). Elles quittent alors le 

site d’infection afin de présenter l’antigène (Ag) apprêté, c’est-à-dire internalisé puis dégradé en 

peptides, aux lymphocytes T dans les organes lymphoïdes secondaires (7). Les peptides sont 
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présentés par l’intermédiaire des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 

situées sur les CD qui deviennent matures en augmentant leur niveau de molécules du CMH et de 

molécules de co-stimulation, telles CD80, CD83 et CD86, pour une activation efficace des 

lymphocytes T (6). Ce mécanisme rend les CD, dites CPA professionnelles, particulièrement 

intéressantes dans le contexte d’activation des lymphocytes T naïfs (Tn). 

 

1.2 Complexe majeur d’histocompatibilité 

Le CMH, qui est polygénique et polymorphe, permet la présentation par les CPA des fragments 

d’Ag aux lymphocytes T (8). Il existe deux principales classes de molécules du CMH ayant une 

structure et fonction similaires, soit le CMH de classe I (CMHI) et le CMH de classe II (CMHII). 

Ce sont des glycoprotéines transmembranaires qui forment des complexes stables avec les Ag 

qu’elles présentent (9).  

 

Presque toutes les cellules nucléées ont des CMHI et présentent principalement des Ag provenant 

du cytosol, soit des peptides endogènes. Ces peptides peuvent être d’une grandeur de 8 à 10 acides 

aminés (aa) et sont présentés aux lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) (9). Les molécules du CMHI 

sont constituées d’une chaîne variable alpha (a) se liant à la chaîne commune bêta (b)2-

microglobuline (9). À l’inverse, seules les CPA expriment des molécules du CMHII qui 

reconnaissent des peptides exogènes, généralement de 13 à 25 aa, et activent alors les lymphocytes 

T auxiliaires (CD4+) (10). Les molécules du CMHII sont pour leur part constituées de deux chaînes, 

soit une chaîne a et une chaîne b (10).  

 

Il existe plusieurs centaines de variants alléliques des molécules des CMHI et CMHII qui diffèrent, 

mais au maximum 6 molécules différentes de classe I et 6 molécules différentes de classe II sont 

exprimées par un individu (1). Une molécule du CMH peut toutefois lier différents peptides 

permettant de présenter une variété d’Ag aux cellules T.  

 

Les molécules du CMH sont appelées les Ag des leucocytes humains (HLA) chez l’homme. Cet 

ensemble de gènes très polymorphes est situé sur le chromosome 6 et chaque individu a ses propres 

composantes du HLA (11). La chaîne a du CMHI est codée par les gènes A, B et C, dits gènes 
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classiques, mais les gènes supplémentaires E, F et G codent également pour des gènes du CMHI 

(10). Les deux chaînes du CMHII sont quant à elle codées par les gènes DP, DQ et DR et d’autres 

gènes non classiques existent aussi pour ce CMH, tels les gènes DM et DO (10). 

 

1.3 Lymphocytes T 

Les cellules principales de la réponse immunitaire adaptative sont les lymphocytes T, dont les 

fonctions effectrices permettent l’élimination de cellules infectées ou de cellules cancéreuses, 

faisant d’elles des cellules attrayantes pour une utilisation en thérapie cellulaire. Ces cellules sont 

caractérisés par l’expression du récepteur CD3 à leurs surfaces. L’activation des lymphocytes T se 

produit sous l’effet de trois signaux, dont le premier arrive lorsqu'il y a reconnaissance spécifique, 

par le lymphocyte T à l'aide de son TCR, d’un Ag présenté en association avec une molécule du 

CMH présente à la surface d'une CPA. (12). La stabilisation de la liaison du complexe TCR-CMH-

Ag se fait grâce aux co-récepteurs CD4 et CD8 des lymphocytes T en augmentant son affinité. Un 

autre élément permet une meilleure transduction du signal par la présence de molécules d’adhésion 

(ex. l’Ag 1 associé à la fonction lymphocytaire (LFA-1) et la molécule d’adhésion intercellulaire 

(ICAM-1)), qui augmentent la durée d’interaction entre le lymphocyte T et la CPA (12, 13). Le 

second signal permet la survie et la prolifération des lymphocytes T et se fait grâce à la liaison de 

molécules de co-stimulation (ex. CD28, CD80/86) présentes sur les CPA (12, 13). Enfin, le 

troisième signal est médié par les cytokines qui augmentent l’activation des lymphocytes T, mais 

qui permettent également la différenciation de ceux-ci. Lorsqu’il y a liaison du TCR des 

lymphocytes Tn, CD8+ ou CD4+, avec un complexe CMH-Ag situé sur une CPA, la cellule T 

s’active, prolifère et se différencie en cellule effectrice (12). 

 

1.3.1 Lymphocytes T CD4+ 

Une fois activés, les lymphocytes T CD4+ peuvent se différencier en l’un des principaux sous-types 

effecteurs suivants : lymphocytes T auxiliaires (Th) 1, Th2, Th17 et lymphocytes T régulateurs 

(Treg). Chacune des sous-populations est responsable de l’élimination d’un type de pathogènes 

différent. En effet, les Th1 éliminent les pathogènes à multiplication intracellulaire, les Th2 

éliminent les pathogènes à multiplication extracellulaire, tels les helminthes, alors que les Th17 
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sont spécialisés dans l’élimination des bactéries à multiplication extracellulaire et les champignons 

(14). Finalement, les Treg sont pour leur part capables d’inhiber la réponse immunitaire. Les 

lymphocytes T CD4+, grâce à leur sécrétion de cytokines, contribuent à l’activation des 

lymphocytes T CD8+ (13). 

 

1.3.2 Lymphocytes T CD8+ 

Les lymphocytes T CD8+ activés se différencieront en cellules effectrices appelées lymphocytes T 

cytotoxiques (CTL). Les cellules tumorales, les cellules infectées par des virus et les cellules de 

greffe de tissu étranger sont éliminées grâce aux CTL.  

 

1.3.3 Différenciation des lymphocytes T 

La différenciation de la cellule T en lymphocytes T effecteurs (Teff), pouvant migrer au site 

d’inflammation ou en lymphocytes T mémoires (Tm), capables de produire une réponse encore 

plus efficace lors d’un second stimulus, est dictée par la force du signal d’activation (15, 16). Il 

s’agit d’un phénomène plus complexe, mais une description brève pour les besoins de ce mémoire 

permet de dire que principalement trois stades de différenciation existent, allant de lymphocytes 

Tn, à Tm, à Teff. L'expression de la molécule d'adhésion CD62L et du récepteur de chimiokine 

CCR7, qui permettent aux cellules en circulation d’entrer dans les organes lymphoïdes secondaires, 

est observée sur les Tn non différenciés (17, 18). Par contre, une fois en contact avec son Ag, le 

niveau d'expression de ces deux récepteurs diminue et permet alors aux lymphocytes T de rester 

dans les tissus inflammés (19). Une fois activés, les lymphocytes T mémoires ou effecteurs, 

acquièrent l'expression de la phosphatase CD45RO. Il existe trois sous-types de Tm, soit « Stem 

cell like » mémoire (Tscm), central mémoire (Tcm) ou effecteur mémoire (Tem), classé selon leur 

localisation, leurs fonctions effectrices et l’expression de marqueurs de surface (17). Les Tcm ont 

une faible capacité effectrice immédiate, mais persistent à long terme, assurant une protection de 

longue durée advenant une réinfection par le même pathogène (20). Ils expriment à leur surface le 

CD62L, le CCR7 et le CD45RO et sont principalement retrouvés dans les organes lymphoïdes 

secondaires (17). Les Tem perdent quant à eux l’expression du CD62L et du CCR7, tout en 

conservant l’expression du CD45RO. Ceci leur permet de rester dans les tissus non lymphoïdes 

inflammés pour éliminer les pathogènes puisqu’ils ont des fonctions effectrices immédiates (17). 
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Finalement, les Teff ont une durée de vie plus courte, mais possèdent un maximum de fonctions 

effectrices immédiates (production de cytokines, dégranulation et activation des macrophages) 

(20). 

 

1.3.4 Fonctions effectrices des lymphocytes T 

La capacité de la cellule T à produire différentes cytokines inflammatoires fait partie intégrante de 

ses fonctions effectrices. Parmi ces cytokines, l’interféron-g (IFNg) est un facteur qui entraîne la 

résistance des cellules à l’infection virale alors que l’interleukine (IL)-2 induit quant à elle la 

prolifération et la différenciation lymphocytaire (21). Pour sa part, le facteur de nécrose tumorale 

(TNFa) participe également à la différenciation et prolifération cellulaire ainsi qu’à l’induction de 

la mort cellulaire (21). Contrairement aux Tn, les Tm pourront sécréter rapidement des cytokines 

lors d’une restimulation (22). De plus, les Tm sont capables de produire du TNFa, et les Tcm 

pourront produire davantage d’IL-2 alors que les Tem produisent plus d’IFNg (23). L’activité 

cytotoxique est une autre fonction effectrice principale des lymphocytes T et se traduit par une lyse 

des cellules cibles. Cette lyse se fait surtout par l’intermédiaire de deux molécules contenues dans 

les granules cytolytiques, soit la perforine et le granzyme B, et résulte en l’apoptose de la cellule 

cible (21). Une autre fonction effectrice associée aux lymphocytes T est la dégranulation, évaluée 

par l’expression du CD107a (24). La membrane des granules contenant les médiateurs cytotoxiques 

perforine et granzyme B contient le CD107a ou protéine membranaire associée au lysosome 

(LAMP1). Cette dernière est donc exprimée normalement sur les vésicules intracellulaires, mais 

est également présente de façon transitoire du côté extracellulaire de la membrane, suite à 

l’exocytose de ces vésicules et indique par conséquent que la dégranulation a eu lieu (25). 
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2 Développement des lymphocytes T 

Des millions de lymphocytes T circulent dans l’organisme, exprimant chacun un TCR unique. 

Lorsque les cellules matures quittent le thymus, elles expriment une variété de récepteurs de 

spécificités différentes et sont à la fois tolérantes et restreintes au Soi. 

 

2.1 Développement des thymocytes 

Les cellules T dérivent de cellules souches hématopoïétiques qui voyagent par le sang depuis la 

moelle osseuse pour migrer vers le thymus à la jonction cortico-médullaire (26). Ces précurseurs 

peuvent toutefois encore donner naissance à différents types cellulaires, tels les cellules NK, les 

lymphocytes B, les CD et même des cellules de la lignée myéloïde (27, 28). C’est la présence du 

récepteur Notch qui est responsable de l’engagement des précurseurs vers la lignée T (27). Ces 

cellules T immatures sont appelées thymocytes et passent par différents stades de maturation qui 

durent d’une à trois semaines avant de devenir des lymphocytes T fonctionnels (Figure 1). En effet, 

les cellules précoces n’expriment ni le CD4, ni le CD8 et sont nommées doubles négatives (DN) 

(29). Il existe quatre sous-groupes (DN1-4) de cellules DN caractérisées par l’expression des 

molécules de surface CD44, une molécule d’adhésion, et la chaîne a du récepteur à l’IL-2, le CD25 

(29). Les DN1 sont CD44+ et CD25- et ne sont pas encore engagés vers la lignée T. Une fois qu’ils 

ont acquis l’expression du CD25, ils deviennent DN2 (CD44+, CD25+) et procèdent au 

réarrangement des gènes des chaînes g, d et b grâce aux protéines RAG1 et RAG2 (29). Les cellules 

engagées vers la lignée T au stade DN3 (CD44-, CD25+) rejoignent en majorité la lignée des 

TCRab, mais une petite proportion, environ 5%, peuvent devenir des lymphocytes TCRgd (30). 

Les cellules DN3 qui réarrangent correctement leur chaîne b procèdent à la sélection-b (31). La 

chaîne b se paire avec la chaîne pré-Ta, une glycoprotéine invariante de 33 kDa afin de former, en 

liaison avec des molécules CD3, le pré-TCR (1). Les cellules qui ne réussissent pas la sélection-b 

meurent par apoptose. La sélection-b résulte en la diminution d’expression du CD25, menant au 

stade DN4 (CD44-, CD25-) (32). Les cellules DN4 passent ensuite directement au stade double 

positif (DP) CD4+, CD8+ suite à une prolifération rapide des cellules. Cette prolifération permet 

d’augmenter la diversité des récepteurs. Lorsque les thymocytes arrêtent de proliférer, le 
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réarrangement de la chaîne a du TCR peut avoir lieu et ainsi remplacer la chaîne pré-Ta afin de 

former le TCRab (32). 

 

 
 

Figure 1. –  Représentation du développement ab des lymphocytes T 

 

2.2 Sélection positive et négative 

Les thymocytes DP, qui résident au niveau du cortex thymique, sont les premiers thymocytes à 

exprimer un complexe TCRab/CD3 et procèdent ensuite à la sélection thymique (31). Cette 

dernière comporte 2 étapes ; la sélection positive et la sélection négative, dont l’objectif final est 

d’obtenir des cellules matures capables de reconnaître des Ag étrangers présentés par des molécules 

de CMH du Soi (29). La sélection positive, qui s’effectue dans le cortex, permet donc de 

sélectionner les thymocytes dont les récepteurs se lient aux molécules du CMH du Soi alors que la 

sélection négative, qui s’effectue dans le cortex puis dans la médulla, permet d’exclure les 

thymocytes dont les récepteurs ont une forte affinité pour les complexes CMH du Soi/peptides du 

Soi (33). Dans le thymus, seuls des peptides du Soi, qui dérivent des protéines intracellulaires et 

extracellulaires dégradées par le métabolisme cellulaire, peuvent être présentés. Les thymocytes 

sont en contact avec les cellules épithéliales thymiques exprimant à leur surface les CMHI et 

CMHII en forte quantité qui présentent ces peptides du Soi. Une majorité de thymocytes (98%) 

meurent par apoptose lors de ce procédé, principalement lors de la sélection positive (95%) (1). 

Suite à la sélection thymique, la cellule va diminuer l’expression du CD4 ou du CD8 afin d’obtenir 

des cellules simples positives (SP). Les cellules SP quittent le thymus grâce au récepteur au 
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sphingosine-1-phosphate (S1PR) à la jonction cortico-médullaire afin de parcourir la périphérie 

(26). 

 

2.3 Récepteur des lymphocytes T 

La capacité des lymphocytes T à reconnaître et à répondre à une variété d’Ag étrangers leur est 

conférée grâce à leur TCR (34). Cette structure hautement polymorphique est composée de deux 

chaînes protéiques (ab ou gd), chaque chaîne étant composée d’une région constante et d’une 

région variable. Le complexe de signalisation des lymphocytes T inclut également un complexe de 

protéines appelé CD3, étant constitué de trois dimères (35). 

 

2.3.1 Réarrangement VDJ 

Les gènes codant pour les chaînes a (TCRA) et b (TCRB) du TCR sont situés chez l’Homme sur 

les chromosomes 14 et 7 respectivement (36). Ces gènes sont composés de segments non contigus 

comprenant les segments variables (V), de diversité (D) et de jonction (J) pour TCRB et des 

segments V et J pour TCRA (37). De façon similaire aux gènes d’immunoglobulines, les gènes de 

TCR sont assemblés par la recombinaison des segments V(D)J qui est catalysée par le complexe 

enzymatique de gènes d’activation de la recombinaison (RAG)1/2, spécifique aux lymphocytes 

(37). La diversité des TCR provient de la combinaison aléatoire de segments de gènes (diversité 

combinatoire) et par l’addition et la suppression aléatoire des segments joints au site de jonction 

(diversité jonctionnelle) (38). La section appelée région déterminant la complémentarité 3 (CDR3) 

est celle codée par la jonction V(D)J et constitue une grande variabilité des chaînes a et b (38). 

C’est cette séquence qui confère à la cellule T la capacité à reconnaître l’association peptide 

antigénique/molécule du CMH (39). 

 

2.3.2 Séquençage des TCR 

La diversité du répertoire des TCR est cruciale pour le fonctionnement du système immunitaire 

(40). En effet, la majorité des cellules T reconnaissent les Ag présentés dans le contexte HLA par 

interaction directe avec le TCR. Les technologies de séquençage permettent d’examiner ces 

répertoires pour en définir notamment la composition clonale. Le clonotype fait référence à la 
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séquence nucléotidique unique qui survient lors du réarrangement des gènes pour ce récepteur (41). 

Le répertoire TCR d’un individu sain est polyclonal et provient du processus de recombinaison 

VDJ, mais est également façonné par l’expansion et la suppression de certains clones après 

reconnaissance d’un Ag (42). Le répertoire TCR peut être altéré lors d’infections, de troubles auto-

immuns ou dans le contexte de tumeurs malignes (40). Le séquençage des TCR a donc toujours 

suscité un grand intérêt scientifique et les techniques de séquençage nouvelle génération permettent 

maintenant d’étudier simultanément des millions de molécules d’ADN ainsi que la possibilité de 

séquencer les chaînes a et b appariées, permettant une étude approfondie du répertoire TCR (40). 

 

2.3.3 Répertoire des lymphocytes T naïfs 

La distribution de la taille des clones du répertoire des TCR naïfs est un déterminant important de 

l'immunité adaptative. Cette dernière utilise un grand nombre de lymphocytes T exprimant un TCR 

unique et spécifique. La diversité du répertoire TCR peut être évaluée grâce aux avancées des 

techniques de séquençage qui permettent de mesurer la diversité clonale et de quantifier les clones 

enrichis. En effet, bien que non montré en pratique, Robins et al. ont estimé à 106 le nombre de 

clonotypes TCRb pour les cellules CD4+ et CD8+ naïves alors que Qi et al., utilisant un autre 

estimateur statistique, ont estimé ce nombre à 2x108 (43). Étant donné que la production thymique 

de nouvelles cellules T diminue en raison de l’involution thymique, c’est la division périphérique 

des cellules existantes qui constitue la principale source de cellules T naïves chez l’homme adulte 

(44). Les études réalisées par Thome et al. ont montré une grande hétérogénéité dans la fréquence 

des séquences de TCRb dans des répertoires naïfs. Cette diversité permet de conserver la capacité 

à répondre à de nouveaux Ag, et ce même à un âge avancé (45). 

 

 



 

3 Antigènes tumoraux 

3.1 Immunothérapie adoptive et cancers du sang 

Dans les dernières années, des progrès importants ont été réalisés dans le traitement des leucémies 

myéloïdes et lymphoblastiques aiguës. Cependant, des rechutes restent fréquentes et il est 

nécessaire de développer de nouveaux traitements. Ces cancers affectent autant les enfants que les 

adultes et représentent 29% des cas de leucémies au Canada (statistiques sllcanada, consultées le 

26 avril 2020; https://www.sllcanada.org/faits-et-statistiques/faits-et-statistiques), de même 

qu’entre 10 et 15% des hémopathies malignes mondiales (46). L’immunothérapie adoptive, 

utilisant le répertoire naturel des lymphocytes T (en plus des stratégies utilisant des lymphocytes 

T génétiquement modifiés), consiste à injecter au patient des cellules immunitaires après leur 

stimulation et expansion ex vivo (47). Il s’agit d’une stratégie prometteuse pour le traitement des 

patients atteints d'un cancer avancé, réfractaire aux traitements conventionnels ou pour le 

traitement d’infections virales chez des sujets immunodéprimés à la suite d’une greffe de cellules 

souches hématopoïétiques ou d'un organe solide (48). Des lymphocytes T spécifiques de la tumeur 

peuvent être isolés à partir du sang périphérique, des ganglions lymphatiques ou des tumeurs 

solides, puis sont sensibilisés ex vivo à un Ag avant d’être injectés au patient pour pallier une 

réponse immune déficiente. Il existe deux approches principales utilisant l’immunothérapie 

adoptive, soit l’utilisation de cellules T avec récepteur antigénique chimérique (CART) et la 

modification des récepteurs des lymphocytes T, telles que décrites à la section 8.3.2 de ce mémoire. 

Les technologies actuelles permettent d’identifier de nouveaux Ag candidats pouvant servir à 

l’immunothérapie (49). Les cellules cancéreuses étant des cellules du Soi, les Ag qu’elles 

expriment sont soumis aux processus de tolérance. Cependant, des Ag uniques, mutés ou 

d’expression aberrante sont présents dans de nombreuses tumeurs (50).  

 

3.1.1 Inhibiteurs de points de contrôle 

Dans les cellules saines, il existe des points de contrôle du cycle cellulaire, permettant de régir la 

croissance puis la mort des cellules. Lorsque ces points de contrôle sont déréglés, les cellules 

évoluent vers un état tumoral. Dans la dernière décennie, des molécules appelées inhibiteurs de 
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points de contrôle (ICI) ont été développées, parmi ceux-ci sont retrouvés un anti-CTLA4 

(ipilimumab), des anti-PD1 (tels pembrolizumab et nivolumab) ainsi que des anti-PDL1 (tels 

atezolizumab et durvalumab). Cette approche a donné des résultats intéressants. En effet, les 

résultats de MERCK développant un anti-PD1 ont montré, chez des patients atteints de cancers 

colorectaux métastatiques, une diminution de la progression de la maladie et de la mortalité de 40% 

par rapport à des patients traités uniquement par chimiothérapie (51). Un autre inhibiteur de point 

de contrôle, soit l’ipilimumab, chez des patients atteints de mélanome, a montré une survie un an 

après le traitement de 54%, diminuant à 32% à deux ans après le traitement (52). Malgré les progrès 

amenés par ces nouvelles approches, deux défis demeurent ; la durabilité de la réponse ainsi que 

l’absence de réponse chez 50 à 80% des patients (53). Un potentiel biomarqueur prédictif de la 

réponse aux ICI est la charge mutationnelle de la tumeur (TMB). Le TMB, mesuré par séquençage 

de l’ADN, correspond à la mesure du nombre de mutations au sein des cellules tumorales (54). Les 

tumeurs possédant un TMB élevé devraient donc générer un nombre plus grand de cibles 

antigéniques, associé avec une augmentation de la reconnaissance par les lymphocytes T, et donc 

une meilleure réponse aux ICI (55). En effet, Osipov et al. ont ainsi analysé 117 essais cliniques 

portant sur un total de 12 450 patients traités par ICI et ont trouvé que l’amélioration du taux 

objectif de réponse était de 21,13% pour les tumeurs avec un TMB élevé (³10 mutations/mégabase) 

et de 3,73% pour les tumeurs avec un faible TMB (<10 mutations/mégabase) (56). La combinaison 

de ces approches innovatrices avec d’autres approches d’immunothérapie pourrait permettre un 

effet synergique et répondre ainsi aux défis actuels. 

 

3.2 Sources d’antigènes 

L’immunothérapie utilise des Ag tumoraux reconnus par les lymphocytes T qui détruiront les 

cellules tumorales porteuses de ces Ag. Parmi ces derniers sont retrouvés des Ag 

d’histocompatibilité, des Ag associés aux tumeurs (TAA) et des TSA (50, 57). 

 

Les Ag mineurs d’histocompatibilité (MiHA) sont de courts peptides exprimés à la surface de la 

cellule, dont l’origine est principalement due au polymorphisme d’un seul nucléotide non-

synonyme (ns-SNP), mais peuvent également provenir d’autres mécanismes tels une dégradation 

alternative du protéasome, de protéines polymorphes créées par des insertions ou délétions dans le 
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cadre de lecture de transcrits de gènes primaires, de peptides dérivés du chromosome Y ou d’autres 

chromosomes (58). Ils sont exprimés tant sur des cellules normales que tumorales et peuvent être 

présentés par les molécules du CMHI et du CMHII. Les réponses cellulaires T contre des MiHA 

jouent un rôle important dans l’induction de la réaction du greffon contre la tumeur (GVT), mais 

sont également liées à l’apparition de maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) (59). En effet, 

Korngold et Sprent proposèrent en 1978 que l’apparition de GVHD lors de greffes de cellules 

souches allogéniques était liée aux MiHA (60). Ce sont les observations selon lesquelles ces Ag 

étaient associés à l’effet GVT et GVHD dans les années 1970 qui ont permis par la suite de mieux 

comprendre leur distribution tissulaire différentielle afin d’en tirer profit pour une utilisation 

clinique. Ils peuvent effectivement être exprimés de façon ubiquitaire, ou restreints au système 

hématopoïétique et aux cellules tumorales (61). HA-1 et HA-2 sont les deux premiers MiHA à être 

identifiés comme exprimés uniquement sur les cellules hématopoïétiques et dont l’expression est 

confirmée dans les cellules leucémiques (62). L’utilisation des MiHA en immunothérapie nécessite 

donc une disparité dans leurs profils d’expression entre les cellules du donneur et du patient, afin 

que leur expression sur les cellules tumorales d’un patient soit reconnue par les cellules du donneur 

comme étrangère (57). Cette approche offre une voie thérapeutique prometteuse, mais afin d’être 

optimale, nécessite un répertoire important de MiHA spécifiques aux cellules tumorales pour éviter 

les complications associées à la greffe de cellules hématopoïétiques allogéniques. 

 

Les TAA sont des peptides associés au CMH, dont l’expression est plus importante sur les cellules 

tumorales que les cellules saines, mais non restreinte à celles-ci. Ces TAA ont pour origine une 

expression anormale (ou surexpression) de protéines sur des cellules cancéreuses et ont été 

retrouvés dans plusieurs types de cancers (63). Des exemples de ces Ag sont l’Ag de la tumeur de 

Wilm 1 (WT1), l’Ag exprimé de façon préférentielle dans le mélanome (PRAME), le carcinome 

épidermoïde de l’œsophage de New York 1 (NY-ESO-1), qui peuvent être retrouvés seulement à 

de faibles niveaux dans les tissus sains (62, 64-66). Une classification en quatre sous-groupes a été 

proposée selon la source antigénique ; Ag codés par les gènes cancéreux de la lignée germinale, 

Ag de différenciation, Ag surexprimés et Ag viraux (63). L’utilisation des TAA présente l’avantage 

de pouvoir cibler un grand nombre de patients, mais est limitée dû à son expression dans certains 

tissus normaux tels les testicules, le placenta, les organes fœtaux et le thymus, participant ainsi au 

processus de tolérance centrale qui ne permet pas la production de lymphocytes T anti-TAA de 



 28 

haute affinité (59). Cependant, l’expression anormale des TAA sur les cellules cancéreuses par 

rapport à celle sur les cellules saines peut permettre au système immunitaire d’en faire la distinction 

(59). 

 

Les TSA représentent une cible de choix en immunothérapie, car étant jusque-là inconnus du 

système immunitaire, ils stimulent un répertoire de lymphocytes T de haute affinité, n’ayant été 

restreint par la sélection thymique et donc n’ayant subi aucun des mécanismes de tolérance au Soi, 

telle la sélection négative (67). Ces Ag sont spécifiques aux cellules tumorales et donc absents de 

la surface des cellules normales. Les TSA peuvent être divisés en deux sous-catégories : les Ag 

mutés spécifiques des tumeurs (mTSA), qui résultent de mutations de l’ADN et les Ag exprimés 

de façon aberrante spécifiques des tumeurs (aeTSA), qui résultent d’une expression aberrante de 

transcrits normalement non exprimés dans les tissus sains (68). En effet, il a récemment été 

démontré que certains lymphocytes infiltrant les tumeurs (TILs) reconnaissent des peptides du 

CMH non mutés, mais restreints aux tumeurs, soit les aeTSA (68, 69). Ces Ag présentent des 

caractéristiques des MiHA et des mTSA, mais sont également partagés entre différents individus 

et différentes tumeurs, comme c’est le cas pour les TAA. En effet, Chong et al. ont montré parmi 

7 échantillons de mélanome humain et 2 échantillons de cancer du poumon, la présence de 60 TSA 

cryptiques, dont 40% de ceux-ci sont présents dans plus de 2 échantillons tumoraux (70). De plus, 

l’analyse de 91 biopsies tumorales et 35 biopsies saines a révélé la présence de 60 TSA cryptiques, 

dont 25% sont présents dans plus d’une biopsie (70). 

 

3.3 Enjeux thérapeutiques 

L’utilisation de lymphocytes T dans le traitement des cancers représente une voie encourageante. 

En effet, la GVT amenée par la transplantation de cellules hématopoïétiques allogéniques (AHCT) 

prouve la pertinence de l’utilisation de lymphocytes T contre des leucémies réfractaires aux 

traitements conventionnels (71). Cependant, les progrès restent limités par la GVHD qui peut 

survenir suite à la greffe de cellules (72). La découverte et la caractérisation d’Ag sont une avenue 

prometteuse pour l’immunothérapie afin d’augmenter l’effet GVT, tout en limitant le 

développement d’une GVHD. 
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Un exemple de rémission entraînée par l’infusion de lymphocytes T ciblant des TSA est celui 

observé contre les néoépitopes de fusion BCR-ABL présents dans la leucémie myéloïde chronique 

et la leucémie lymphoïde aiguë (73). Un autre exemple récent de succès en immunothérapie du 

cancer est celui des CART dans la leucémie aiguë lymphoblastique. Ces traitements ont recours à 

l’ingénierie génétique pour cibler la molécule CD19 présente sur les cellules B (74). Une limitation 

majeure à cette thérapie est l’activation excessive du système immunitaire, qui se traduit par la 

production rapide et massive de cytokines, appelée syndrome de relâche de cytokines (CRS), 

pouvant entraîner de nombreuses complications chez le patient (74).  

 

La découverte et la caractérisation de nouvelles cibles antigéniques pouvant produire une réponse 

thérapeutique demeurent cruciales pour le traitement d’un plus grand nombre de cancers. Ces Ag 

doivent idéalement être partagés entre différentes tumeurs et différents patients (75). De 

nombreuses études utilisent « l’immunologie inverse », qui effectue le séquençage de l’exome des 

cellules tumorales afin d’identifier de nouveaux TSA pour leur utilisation en immunothérapie (76). 

Ces approches se concentrent cependant sur la découverte de peptides mutés (mTSA) et ne 

comprennent donc pas les aeTSA (68). De plus, ces études s’intéressent uniquement à l’exome des 

cellules, représentant seulement 2% du génome humain, alors que la majorité des mutations 

tumorales se retrouvent dans des régions non codantes (68). Un groupe de chercheurs avec lequel 

nous collaborons a récemment mis sur pied une technique de protéogénomique afin d’identifier de 

nouveaux TSA (68). En utilisant des cellules humaines provenant de quatre échantillons d’ALL et 

de trois échantillons de cancers des poumons, ils ont identifié 22 TSA, dont seulement 2 sont des 

mTSA alors que les 20 autres sont des aeTSA. De plus, 20 de ces TSA proviennent de régions non 

codantes. Dans une autre étude, ces chercheurs ont identifié 103 TSA provenant d’échantillons de 

cancers ovariens séreux de haut grade (HGSC), dont seulement 3 d’entre eux auraient été 

découverts par les méthodes conventionnelles d’immunologie inverse (77). De ces 103 TSA, 91 

sont des aeTSA. Ces nouveaux Ag spécifiques aux tumeurs cryptiques sont codés par des régions 

extra-exomiques du génome. Leur expression est restreinte aux cellules cancéreuses et amène une 

réponse de haute affinité par les cellules T qui leur sont spécifiques. Il s’agit d’une source de cibles 

prometteuses pour l'immunothérapie à cellules T pouvant amener des réponses anti-tumorales 

fortes, mais des questions se posent encore afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de ces Ag, dont 

leur capacité immunogène (68, 78). 
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L’intégration clinique des approches ciblant ces TSA soulève également différents 

questionnements. Tout d’abord, le moment opportun pour introduire ces stratégies est un élément 

qui nécessite d’être mieux évalué afin de savoir si seuls les patients en rechute peuvent bénéficier 

de ces approches ou si une intégration plus précoce pourrait s’avérer plus bénéfique (79). De plus, 

différentes stratégies peuvent être employées pour utiliser ces Ag sous forme de traitements. La 

thérapie cellulaire utilisant le clonage des TCR des cellules réactives afin de les injecter dans les 

cellules T puis chez le patient est une approche intéressante, mais dont le coût engendré ainsi que 

les difficultés liées à la manipulation des cellules pour la fabrication de ces produits cellulaires 

doivent être pris en considération (80, 81). L’approche vaccinale est une autre avenue possible, 

mais dont des questions telles l’identification du bon véhicule, l’intégration de l’information à 

l’ARN et le couplage au bon HLA devront être étudiées (82, 83).
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ABSTRACT 

Over the last decades, T-cell immunotherapy has revealed itself as a powerful, and often curative, 

strategy to treat blood cancers. In hematopoietic cell transplantation, most of the so-called graft-

vs.-leukemia (GVL) effect hinges on the recognition of histocompatibility antigens that reflect 

immunologically relevant genetic variants between donors and recipients. Whether other variants 

acquired during the neoplastic transformation, or the aberrant expression of gene products can yield 

antigenic targets of similar relevance as the minor histocompatibility antigens is actively being 

pursued. Modern genomics and proteomics have enabled the high throughput identification of 

candidate antigens for immunotherapy in both autologous and allogeneic settings. As such, these 

major histocompatibility complex-associated tumor-specific (TSA) and tumor-associated antigens 

(TAA) can allow for the targeting of multiple blood neoplasms, which is a limitation for other 

immunotherapeutic approaches, such as chimeric antigen receptor (CAR)-modified T cells.We 

review the current strategies taken to translate these discoveries into T-cell therapies and propose 

how these could be introduced in clinical practice. Specifically, we discuss the criteria that are used 

to select the antigens with the greatest therapeutic value and we review the various T-cell 

manufacturing approaches in place to either expand antigen-specific T cells from the native 

repertoire or genetically engineer T cells with minor histocompatibility antigen or TSA/TAA-

specific recombinant T-cell receptors. Finally, we elaborate on the current and future incorporation 

of these therapeutic T-cell products into the treatment of hematological malignancies. 

 

Keywords : histocompatibility antigens, tumor-specific antigens (TSA), tumor-associated antigens 

(TAA), transgenic T-cell receptors, T-cell immunotherapy, viral antigens, allogeneic stemcell 

transplant, chimeric antigen receptor (CAR) 
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INTRODUCTION 

Allogeneic hematopoietic cell transplantation (AHCT) remains to this day the most widely used 

form of cancer cellular immunotherapy. Several studies in both humans and animals have 

conclusively shown that the recognition of alloantigens by T cells is central to the so-called “graft-

vs.-tumor” (GVT) that occurs following AHCT (1–3). However, the recognition by donor T cells 

of major and minor histocompatibility antigens (MiHA), encoded by germline polymorphisms and 

expressed on malignant and normal host hematological cells as well as on non-hematological cells, 

can also result in graft-vs.-host disease (GVHD) (4). Despite several decades of research, the 

potentially lethal GVHD reactions are still the major limitation to the use of alloreactivity to treat 

blood cancers with AHCT. Recent antigen identification and characterization methods, coupled 

with refined cell manipulations and cell transfer procedures, may allow for an effective separation 

of the GVT and GVHD effects when targeting alloantigens. Moreover, other antigens are inspiring 

immunotherapeutic strategies that can be implemented in AHCT and non-transplant settings (5). 

The tumor-specific antigens (TSA) refer to major histocompatibility complex (MHC) class I or II-

associated peptides that are found solely at the surface of tumor cells. Often resulting from acquired 

genetic variants, these antigens can stimulate vigorous T-cell responses and will be extensively 

described below. T-cell immunotherapies targeting unmutated MHC-associated antigens, 

including viral antigens and tumor-associated antigens (TAA) will also be described in the context 

of blood cancers. This review will focus on the current status of immunotherapeutic approaches, 

particularly those exploiting genetic variants, native and acquired, for the treatment of 

hematological malignancies. These antigens are almost exclusively relevant to the context of 

immune therapies using conventional T cells, CD8+ and CD4+, that recognize their MHC-bound 

peptide antigen through a T-cell receptor (TCR) composed of an alpha and beta chain (Figure 1). 

T-cell therapies targeting non-polymorphic antigens and the use of other immune cell types will 

also be briefly discussed and put in context of the current status of cellular immunotherapies for 

blood neoplasms. The implementation of T-cell therapies targeting relevant antigens for 

hematological cancers hinges on a detailed knowledge of the targets, T-cell biology, gene 

engineering, ex vivo cell processing methods and clinical expertise. As such, these therapies 

represent a formidable challenge but also an opportunity to make paradigmatic advances in blood 

cancer treatment and oncology in general. 
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TARGET ANTIGENS IN HEMATOLOGICAL CANCERS 

HISTOCOMPATIBILITY ANTIGENS, MAJORS AND MINORS 

AHCT’s curative potential relies substantially on the GVT effect, which is largely based on the 

recognition of histocompatibility antigens by allogeneic T cells. These antigens result from the 

translation of germline-encoded genetic variants (6–10). However, standard AHCT is a 

personalized but markedly unspecific form of immunotherapy. The broad repertoire of allogeneic 

T cells transferred with the graft react against a multitude of host derived antigens. These can be 

expressed on several cell and tissue types, inducing GVHD in most recipients despite prophylactic 

immunosuppression (11, 12). Thus, the curative potential of AHCT relies on the transfer of histo-

incompatible T cells recognizing germline genetic variants on neoplastic cells (13–17). 

Histocompatibility antigens are prime targets for T cells because they stimulate a high avidity T-

cell repertoire. Histocompatibility antigens are not expressed in donor thymus, therefore T cells 

recognizing histocompatibility antigens with high functional avidity do not undergo negative 

selection prior their adoptive transfer in patients (18, 19). Moreover, the high frequency of GVHD 

occurrence in recipient of multiparous female donors hints at the possibility of sensitization to host 

recipient antigens and the mobilization of a memory T-cell repertoire against these antigens (20). 

Thus, AHCT patients receive a treatment which is targeted to a mostly unknown set of antigens by 

an equally elusive T-cell repertoire leading to frequent toxic “on-target/offtumor” immune 

responses. The discovery and characterization of relevant transplantation antigens nonetheless hold 

great promise for the design of immunotherapies that could enhance the GVT effect and limit the 

occurrence of GVHD. The development of such immunotherapies depends on the identification of 

antigens that are specifically, or at least preferentially, expressed on hematopoietic and/or 

malignant cells (6, 21). As such, Human leukocyte antigen (HLA) (the major histocompatibility 

antigens) and MiHA mismatches can be harnessed to treat hematological cancer patients. 

The frequency of T cells capable to target mismatched HLA molecules is very high (1–10%) (22–

24). Given the likelihood of severe GVHD occurrence when AHCT is performed across HLA 

barriers, refinements in HLA typing in the last years have improved outcomes due to better 

matching (25, 26). To this day, HLA compatibility remains a key variable in AHCT and most 
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centers consider that a related or unrelated HLA identical donor is the best donor. However, recent 

advances in cell handling and GVHD prophylaxis now enable the use of partially HLA mismatched 

cord blood and related haploidentical donors, with results that are comparable to those obtained 

with HLA matched donors (27, 28). In both cases, the risk of GVHD (especially chronic GVHD) 

is surprising low. Although the reasons for this are incompletely understood, several factors, such 

as the intensity of the immunosuppression in haplo-identical AHCT, or the intrinsic features of the 

graft in terms of cell composition and functionality in cord blood transplants, may contribute to 

this observation (29, 30). Moreover, in certain circumstances, the risk of relapse appears to be lower 

following these mismatched transplants, arguing in favor of enhanced GVT in these settings (31–

33). Based on the presumption that anti-HLA T-cell reactivity is an effective antineoplastic 

mechanism, the infusion of intentionally mismatched peripheral blood mononuclear cells following 

chemotherapy is being investigated as a form of immunological consolidation after chemotherapy 

(34). Such “microtransplantations” resulted in improved leukemia outcomes relative to the usually 

reported survival and leukemia-free survival rates, despite the absence of prolonged and significant 

engraftment (35, 36). These results need nonetheless to be confirmed and the underlying 

mechanisms better defined. Several questions remain about the relative contribution of CD4+ and 

CD8+ HLA-specific T cells and other cell types, such as natural killer (NK) cells in the recognition 

of HLA-mismatched cellular targets [reviewed in Paul and Lal (37)]. The infusion of HLA 

mismatched NK cells has led to promising clinical results, confirming a direct anti-neoplastic effect 

(38, 39). Hence, the respective impacts of T-cell and NK-cell reactivity in HLA mismatched 

transplants and other cell therapy approaches are still unknown but may account for the effects on 

GVT and GVHD observed in haplo-identical and cord blood transplants. To this date, no clinical 

studies using ex vivo expanded anti-HLA reactive T cells have been reported. Although this may 

be fraught with the risk of inducing severe GVHD, the design of anti-HLA T-cell therapy targeting 

the class II antigens which have a more restricted tissue expression (with high expression in blood 

cancer subtypes) may be considered (40, 41). 

In the context of HLA-matched AHCT, alloreactive donor T cells (CD4+ and CD8+) recognize 

MHC-bound polymorphic peptides derived from the host proteome and known as the MiHA. Both 

MHC class I and class II molecules have been shown to present MiHA (2, 6, 42–47). Most of the 

molecularly characterized MiHA are encoded by autosomal genes that differ between patient and 
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donor secondary to germline encoded non-synonymous single nucleotide polymorphisms (ns-

SNP). However, the true contribution of ns-SNP to MiHA disparities is unknown. Several non-

SNP events, such as alternative proteasome degradation, non-presentation of allelic variants, 

Ychromosome derived peptides, polymorphic proteins created by frameshift insertions or deletions 

[reviewed in Griffioen et al. (48)] can also generate MiHA. However, these are more difficult to 

characterize using currently available methods (45, 49). Recent evidence suggest that the genetic 

origin of the MiHA presented by MHC class I is not random, with specific exomic regions coding 

for proteins being overrepresented among the repertoire of MHC-peptides directly assessed by 

proteomic methods (45, 50). This indicates that relying on nsSNP detection to predict MiHA’s 

sequences is fraught with limitations as only 0.5% of ns-SNP generate MHC-associated peptides 

(6, 51). More comprehensive proteogenomic analyses, including the direct identification of MHC-

associated peptides by mass spectrometry appears to be required to permit the robust, and high-

throughput, identification of candidate MiHA that derive from ns-SNP (6, 51). One shortcoming 

of current methods to define MHC-associated peptides as candidate antigens, is that our current 

proteomics and bioinformatics tools are better at identifying MHC class I than class IIassociated 

peptides (52, 53). In addition to the confirmation of presentation by the MHC, candidate MiHA for 

immunotherapy should fulfill several other criteria (Figure 2). Perhaps the most important is tissue 

restriction. In the context of AHCT, the expression of the source protein of a given MiHA should 

be restricted to the hematopoietic system and the malignant cells. Determining tissue distribution 

can be achieved through several methods including bioinformatics mining of tissue gene expression 

atlases to standard biochemical and histological methods (6). Moreover, a practical consideration 

is that the minor allele frequency (MAF) of a MiHA sequence should be well-balanced in the 

population to enhance the odds that there will be a mismatch between the donor and recipient. Pre-

clinical studies in mice demonstrated the curative potential (without causing GVHD) of injected T 

cells primed against a single MiHA (54–56) offering solid proof of principle for the development 

of MiHA-based immunotherapeutics in humans. 

TUMOR-SPECIFIC ANTIGENS (TSA) 

The genetic mutations that characterize the neoplastic process can result in acquired ns-SNP with 

altered reading frames and the translation of proteins with different amino acid sequences (57). 

Once degraded and presented by MHC molecules at the cell surface, these altered sequences can 
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be recognized by the host T cells. Since the mutations giving rise to these socalled neoepitopes are 

present only in cancer cells, the resulting antigens are deemed specific for the tumor. TSA are 

therefore thought to be most prevalent in highly mutated cancers, such as melanoma and lung 

cancer. The correlation (albeit very imperfect) between mutation load and responses rates to 

immune checkpoint (CTLA-4 and PD-1) blockade reinforces the notion that the mutanome is 

immunologically relevant (6, 58–60). The discovery of TSA has provided new hopes for the field 

of cancer vaccines with several trials launched in the last decade (61–66). It has also provided a 

rationale to explain the success of tumor infiltrating lymphocytes (TIL) infusions in certain cancers 

(67). The identification of putative patient-specific tumor antigens generated by somatic mutation 

is unfortunately insufficient as most mutations identified in tumor-expressed genes do not generate 

neoepitopes capable of stimulating T-cell responses. It has been estimated that only 10% of the 

non-synonymous mutations in tumor cells can generate mutant peptides with high MHC affinity 

(68), while only 1% of peptides with high MHC affinity can be recognized by T cells in patients 

(69). Moreover, a large fraction of these mutations are not shared between patients and often not 

by all cells comprised in the tumor or metastases (70, 71). Such heterogeneity forces the 

development of highly personalized approaches for immunotherapy. Unlike many solid tumors, 

hematologic cancers usually carry a low mutation burden and consequently, TSA are predicted to 

be much less frequent in these neoplasms (72). However, specific B-cell receptor sequence in B-

cell malignancies (idiotype) offer an opportunity to specifically target mature B-cell cancers (73). 

Likewise, the presence of well-characterized fusion proteins in leukemia, notably the BCR-ABL 

fusion in chronic myelogenous leukemia and acute lymphoid leukemia, enabled the demonstration 

that circulating T cells could recognize neoepitopes created by the fusion (74). The infusion of T 

cells targeting BCR-ABL fusion epitopes in three acute lymphoid leukemia patients bearing the 

fusion has been associated with molecular remission and trafficking of the antigen-specific T cells 

to the bone marrow, hence providing a rationale to pursue the development of TSA-based 

immunotherapy in blood cancers (75). 

It is now increasingly recognized that the acquired genetic variants only represent a fraction of the 

aberrancies leading to an altered MHC-ligandome on cancer cells. Recent evidence shows that 

transcription and translation of presumed non-coding genetic regions may significantly alter the 

immunogenicity of malignant cells. These antigens are different from the wellknown TAA which 

originate from canonical reading frames that are either overexpressed and/or abnormally expressed 
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in neoplastic cells (see below). Therefore, a subclassification for TSA has recently been proposed; 

mutated TSA (mTSA) and aberrantly expressed TSA (aeTSA) (76). The mTSA derive from 

mutated DNA sequences in canonical genes that can be either exonic or non-exonic (77, 78) and 

the aeTSA arise from aberrant and cancer-specific expression of unmutated non-canonical 

transcripts that are not expressed in normal tissues, including thymic medullary cells (mTECs), 

which has crucial importance for central tolerance. The aeTSA combine the immunological 

characteristics of MiHA and mTSA, despite being non-polymorphic and shared between 

individuals and cancer cells like TAA (76, 79). Importantly, aeTSA that derive from unmutated 

non-exonic sequences (introns, intergenic regions, etc.) may be very abundant, as revealed by 

proteogenomic methods in human acute lymphoblastic leukemias and lung cancer samples 

(76, 80). 

TUMOR-ASSOCIATED ANTIGENS (TAA) 

Neoplastic cells can overexpress, or aberrantly express, unmutated proteins that are recognized by 

the immune system (46, 81–83). At present, several TAA have been identified across many cancer 

types. They are categorized traditionally into four groups: antigens encoded by cancer-gonads 

genes, embryonic/differentiation genes, overexpressed antigens, and viral antigens. The inclusion 

of viral antigens as TAA is problematic for several reasons, the most important being that virus-

derived antigens are non-self and do not contribute to central tolerance in the thymus like the other 

TAA. Virus-specific T cells have high functional avidity and have repeatedly been shown to be 

highly effective for the treatment of Epstein-Barr virus (EBV)-associated lymphoma, particularly 

in the posttransplant setting (84). Despite issues related to central tolerance, TAA can elicit T-cell 

responses and TAA-specific T cells can be found at high frequency in the circulating T-cell 

repertoire of normal individuals (79, 85). Several immunotherapies have been devised to target 

TAA derived from proteins, such as WT1, NY-ESO-1, PRAME, Proteinase 3, MAGE-A3 in blood 

cancers and despite inherent limitations, TAA have practical advantages for the design of 

immunotherapies. The most evident being that being non-polymorphic, they are applicable to a 

large number of patients and can be prepared using standardized reagents. 
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MIHA, TSA, TAA, WHICH TARGETS TO CHOOSE FOR BLOOD CANCER IMMUNOTHERAPY 

? 

The ideal antigenic targets should be highly cancer-specific, be universally applicable to all patients 

and cancer types and enable treatment without the requirement for AHCT. This last decade has 

seen the rise of anti-CD19 chimeric antigen receptor (CAR)-modified T cells which fulfill some of 

these characteristics (86). Despite excellent clinical results in childhood acute lymphoblastic 

leukemia (ALL), diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) and myeloma, current CAR-based 

approaches are limited to a subset of B-cell antigens [CD19, CD22 (87), B-cell maturation 

antigen—BCMA (88)]. This is partly because the on-target/off-tumor reactivity leading to normal 

B-cell depletion is easy to palliate with exogenous gammaglobulins. Targeting other cells, notably 

those of the myeloid lineage with CAR therapy may prove to be more difficult as the most 

promising antigens are also expressed by normal progenitor cells. Finally, toxicities related to this 

therapy are substantial (89). In fact, the cytokine release syndrome (CRS) and neurological 

toxicities that follow CAR T-cell infusions require careful patient follow up. The CRS involves 

fever, hypotension and hypoxia that can rapidly degenerate into organ dysfunction if not treated 

with anti-cytokine therapy. Likewise, seemingly mild cognitive deficits can rapidly degenerate into 

encephalopathy and seizure if left untreated. Hence, it is likely that pursuing MHC-associated 

antigens originating from genetic variations, or variations in the expression of unmutated genetic 

sequences will offer the promise of immunotherapy for the effective and safe treatment of the full 

spectrum of blood cancers. 

Because they are encoded by germline polymorphisms instead of somatic mutations, MiHA possess 

features that make them attractive for immunotherapy (6). In contrast to TSA, suitable MiHA are 

more likely to be expressed by all neoplastic cells and applicable to a large number of patients (71, 

90, 91). However, this limitation may not be as important if TSA are derived from shared driver 

mutations or fusion proteins. For both MiHA and TSA, the use of high avidity T-cell repertoires 

remains a most appealing element. However, devising and implementing immunotherapies 

targeting shared epitopes is more convenient. This is a major aspect driving TAA-specific 

strategies. Lastly, aeTSA may be shared by many tumors, while being non-polymorphic and not 

inducing central immune tolerance. These characteristics would make aeTSA ideal targets, but 

much more work is needed in order to evaluate the therapeutic potential of these antigens in 
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humans. The next section will review current and future T-cell therapy strategies (both autologous, 

and donorderived in the context of AHCT) directed against these various antigen types. 

T-CELL IMMUNOTHERAPY STRATEGIES 

The development of methods to identify and characterize MHCassociated antigens resulting from 

genetic variants is motivated by a strong impetus to design T-cell therapies to treat neoplastic 

diseases. These T-cell therapies may be used alone or in combination with other approaches, such 

as vaccination and immune checkpoint blockade but this review focuses on the current status of T-

cell therapies aimed at MHC-associated peptides to treat hematological cancers. 

T-cell therapies can be antigen agnostic (administered without precise knowledge of the antigens 

targeted), such as in unmanipulated donor lymphocyte infusions (DLI) and TIL infusion, or 

targeted to known antigens. The administration of antigen-specific T cells requires prior ex vivo 

manipulations for enrichment and/or expansion of T cells bearing native TCR specific to the 

targeted antigens. Alternatively, genetic engineering can enable the production of large numbers 

of TCR transgenic T cells directed against a given antigen. 

 

ANTIGEN AGNOSTIC APPROACHES 

The use of DLI has been one of the most conclusive proof of the GVT effect in AHCT (i.e., 

objective responses following the infusion of donor cells without other treatment). However, the 

efficacy of donor T cells, collected after AHCT and infused in graded doses, has yielded variable 

results and has a risk of triggering GVHD in 60–70% of patients (92). There is substantial 

variability in the response rates to DLI based on the underlying disease [from close to 100% in 

chronic phase chronic myelogenous leukemia to 15–40% in acute leukemia (93)], the disease 

burden, the timing of administration (preemptive vs. advanced disease) and the use of concomitant 

treatments. Most of the experience in DLI was gained in HLAmatched transplant settings, where 

MiHA mismatches are the drivers of the alloresponses. With no prior knowledge of the number of 

antigen mismatches, the tissues in which these MiHA source proteins are expressed and the number 

of MiHA-specific T cells present in the DLI, this form of immunotherapy does not fully harness 

the potential of MiHA based immunotherapy in AHCT patients. However, it has the advantage of 

requiring minimal manipulation and thus be rapidly accessible to a large number of AHCT patients. 
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Other antigen agnostic Tcell therapies have been explored as treatment for solid tumors and blood 

cancers. An interesting approach is to attempt to exploit T cells harvested from the disease site and 

reinfuse them after ex vivo expansion. TIL therapy was pioneered in solid tumors, in melanoma 

particularly, where it has yielded high response rates and durable complete remissions (94). This 

approach is based on the assumption that T-cell populations contained in tumor beds may comprise 

a high frequency of tumor-reactive cells (95). This principle may also apply for several 

hematological malignancies. The bone marrow is a natural reservoir of antigen-experienced 

memory T cells and the site of disease of many blood cancers (96). As such, it may contain a large 

repertoire of T cells capable of recognizing the malignant hematopoietic cells. Moreover, a 

practical advantage is that the bone marrow is easily accessible for collection of T cells that can 

later be expanded ex vivo. Expanded autologous “MIL” (marrow infiltrating lymphocytes) from 

multiple myeloma patients using anti-CD3/CD28 stimulation and IL-2 revealed that the bone 

marrow contained a high number of myeloma reactive T cells (relative to blood derived T cells 

from the same patients) capable of targeting both mature and precursor myeloma cells in vitro (97). 

A clinical trial performed in 25 patients confirmed the feasibility of performing “MIL” therapy 

following autologous stem cell transplant in myeloma patients. The absence of a control group 

precludes a rigorous assessment of disease response against the standard treatment of this disease, 

but the authors were able to correlate the presence of antimyeloma activity in the expanded MILs 

product, as well as the persistence of anti-myeloma reactivity 1 year after infusion, with favorable 

outcome (98). 

The transfer of a large T-cell repertoire has advantages, such as broad applicability as well as the 

likelihood of targeting several antigens at the same time. However, antigen agnostic methods can 

miss the relevant targets by expanding/transferring T cells that are not specific for cancer 

associated/specific antigens (99). In the setting of AHCT and DLI, this can also lead to toxicity in 

the form of GVHD. The molecular characterization of MiHA, viral antigens, TAA and TSA now 

permits the development of more precise and possibly more potent T-cell therapies. This, coupled 

with more widely accessible T-cell manufacturing methods, allows for the use of manipulated T 

cells targeting MHC-associated targets in blood cancers. 
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MHC-ASSOCIATED ANTIGENS-SPECIFIC APPROACHES IN T-CELL THERAPY 

The current experience using T-cell therapies against MiHA, viral antigens, TSA and TAA 

demonstrates the possibility to expand antigen-reactive T cells in high numbers to treat patients. 

However, T-cell manufacturing continues to be challenging and the optimal approach to integrate 

these therapies in the patients’ treatment trajectory remains to be determined. This section reviews 

the current approaches aiming to treat hematological malignancies through the specific targeting 

of MHC-associated antigens. A summary of the molecularly defined HLA-associated antigens that 

have been targeted in adoptive T-cell immunotherapy clinical studies is included in Table 1 (75, 

100–107). 

MIHA 

As described above, the MiHA have several conceptual advantages for immunotherapy. 

Vaccination against MiHA in the context of post-AHCT DLI has been reported to induce detectable 

MiHA-specific responses in myeloma patients. Although clinical responses were modest (transient 

regression or stable disease), the vaccination protocol was well-tolerated (108, 109). An alternative 

approach could be to vaccinate the donors prior to graft collection in order to generate a robust 

anti-MiHA memory T-cell repertoire in these healthy individuals, as previously done in animal 

models (55, 110). Unfortunately, this is difficult to envisage for several reasons, including the 

consequences of allosensitization in donors who may eventually require tissue, cell or organ 

transplantations themselves. 

Cell therapy is the other approach to selectively or preferentially target MiHA. The first trial 

reporting on a MiHA-specific T-cell therapy strategy used MiHA-specific CD8+ clones obtained 

by co-culturing donor T cells with hostderived lymphoblastoid cells (EBV-transformed B-cells) 

(101). After ruling out reactivity to EBV antigens and host fibroblasts (surrogate for non-

hematopoietic tissues), reactive T cells were infused. Thus, although highly specific, this approach 

did not rely on a priori knowledge of the targeted MiHA and their tissue distribution. The 

administration of these T-cell clones led to objective responses in 5/7 refractory relapsing leukemia 

patients post-AHCT. These responses were short-lived, with evidence of gradual decrease in 

antigen expression at disease recurrence in at least one patient, hinting at a plausible immune escape 

mechanism. A surprising complication was the occurrence of pulmonary toxicity, which is not seen 

following regular DLI. Although, the MiHA source protein could be detected in the lung tissue in 
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one case, the patients had also received a conditioning regimen and post-infusion IL-2, which can 

be associated with pulmonary complications (111). Nonetheless, these findings are an additional 

argument to select MiHA with restricted expression to the hematopoietic system. Another trial used 

donor-derived T-cell lines stimulated ex vivo with dendritic cells loaded with the blood lineage and 

HLA-A0201 restricted MiHA HA-1 (100). Following up to 5 rounds of weekly stimulation with 

antigen loaded dendritic cells in the presence of IL-2, donor derived T-cell lines containing from 

11 to 243 × 106 HA-1 specific CD8+ T cells were infused to 3 relapsing patients post-AHCT. 

Although clearly demonstrating the feasibility of the approach and its innocuity (no notable 

GVHD), the procedure was not associated with clinical responses. 

In both cases, the advanced disease status of the patients and the prolonged period of T cells in 

culture can be suspected as limiting factors. It was shown that repeated stimulation with antigen-

loaded dendritic cells has a detrimental effect, especially for the targeted MiHA-specific T cells 

relative to the other T cells present in the culture (112). Upon repeated antigen exposure, the MiHA-

specific T cells acquired the expression of PD-1 as well as the terminal differentiation marker 

KLRG-1, which correlated with their relative failure to expand relative to other T cells in the 

culture. Other research published in the last decade similarly demonstrated that the acquisition of 

terminal effector T-cell differentiation and exhaustion features ex vivo, compromises the further 

expansion and persistence of the T cells after adoptive transfer. Less-differentiated T cells bearing 

early memory T-cell features (central memory—Tcm, or stem cell memory—Tscm) have been 

shown to be superior compared to more differentiated T cells in several animal and human pre-

clinical models (113–115). It was also shown in humans that exposure to T-cell memory 

differentiating factors early in the culture can program long term persistence in vivo despite the 

expression of effector or effector memory T-cell differentiation markers at the end of the culture 

(102). The issue of T-cell differentiation is relevant to the whole field of T-cell immunotherapy and 

the quest for culture conditions that will preserve or promote early memory expression is an active 

area of research. Candidate pathways and molecules shown to influence memory differentiation 

include cytokines [IL-21 (102, 116), TGFβ (117)] and metabolic/developmental pathways [AKT 

(118), WNT (119)]. 

Gene engineering is a way to avoid the drawbacks of using elaborate and long cultures to expand 

antigen-specific T cells. The transfer of a transgenic TCR in T cells can be achieved using brief 

manufacturing protocols that maintain early T-cell memory differentiation and that generate a high 
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number of T cells with the desired antigenic specificity. The efficacy and safety of T cells 

expressing a transgenic HA-1 specific TCR has been established in vitro (120). In this study, an 

elaborate transgene was used for optimal reactivity and safety. The transgene comprised four 

elements: a TCR specific to HA-1, a CD8 co-receptor to promote the function of the MHC class I 

restricted TCR in CD4+ T cells, an inducible caspase 9 safety switch for rapid induction of apoptosis 

in case of toxicity and a CD34−CD20 tag to facilitate the selection of the cells and to track the cells 

once transferred (121). This design enabled the expression of the TCR in both CD4+ and CD8+ cells 

which may contribute to CD4+ T-cell help after transfer. The cells were responsive against different 

types of primary leukemia cells and cell lines, supporting the further evaluation of HA-1 specific 

transgenic T cells in clinical trials (NCT03326921). Although the TCR transgenic approach can 

solve the conundrum of late T-cell differentiation arising in the context of antigen-driven T-cell 

expansion, it has its own limitations. The production of clinical grade gene therapy vectors is costly 

and current reports investigating transgenic TCR therapy target only one antigen at a time. TCR 

transgenic therapies are also limited by the possible mispairing of alpha and beta chain with the 

endogenous TCR potentially giving rise to unwanted reactivity and toxic allo- or autoimmunity 

(122, 123). This can be mitigated by the use of murine constant domains, the addition of cysteine 

residues for preferential pairing of the transgenic chains, α/β chain domain-swapping or the 

knockdown/out of the endogenous TCR (124–127). However, there is an argument to be made that 

keeping the endogenous TCR could be beneficial. Chapuis et al. transduced a robust memory EBV-

specific T-cell repertoire (which will not cause GVHD) with a TAA-specific TCR transgene in 

order to leverage the properties of these long term persisting memory cells and use viral 

reactivations as an adjuvant (103). 

Given the possibility for immune escape variants selection following single antigen targeting, the 

future of MiHAbased therapy may involve multivalent T-cell products (NCT03091933). This 

emphasizes the importance of discovering and characterizing a large number of MiHA derived 

from proteins expressed in the hematopoietic system, as well as MiHA presented by enough HLA 

alleles to treat most, if not all, AHCT patients. 

TSA 

The development of T-cell therapies, or vaccines, against TSA or so-called neoantigens is 

complicated. Identification and validation of neoantigens is time-consuming as well as expensive. 
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The process of preparing vaccines from tissue samples usually takes several months (62, 63). 

Finally, the development of TSA-specific T-cell immunotherapy may seem unthinkable given the 

added complexity of T-cell manufacturing. This being said, several approaches can be taken to 

leverage TSA identification/prediction and design T-cell immunotherapy. Candidate TSA 

predicted from mutation analysis have been identified using in vitro antigen expression system and 

coculture with responder autologous TIL (128). Selection and enrichment of these T-cell 

populations followed by re-expansion represent an attractive strategy to enhance TIL-based, 

TSAspecific targeting. Interestingly, circulating T cells recognizing neoantigens detected in cancer 

patients can be found in the peripheral blood of healthy donors (129). In some cases, the cancer 

naïve repertoire comprises TSA-specific T cells that are not found in the patient TIL which may 

indicate the loss of certain T-cell clones in cancer patients. Of particular relevance to the 

development of T-cell therapies, certain mutations within oncogenes occur at the same genetic 

location, leading to “public” (or shared) T-cell epitopes (130). An example is the G12D KRAS gene 

mutation in digestive cancers, leading to a mutant peptide presented by HLA-C0802 (131). Such 

“hot-spot” mutations also exist in blood cancers. A recently published study showed that a frequent 

nucleophosmin 1 mutation in acute myeloid leukemia resulted in the presentation of a neoepitope 

by HLA-A0201 (132). Finally, given their “public” nature and restricted expression by cancer cells, 

the aeTSA may represent excellent targets to investigate for the development of T-cell based 

immunotherapies of hematological malignancies. However, no human studies have been performed 

to date with aeTSA. 

TAA AND VIRAL ANTIGENS 

Adoptive T-cell immunotherapy against viral reactivations occurring after AHCT is highly 

effective, with response rates globally above 70% in otherwise refractory patients (133, 134). In 

the case of EBV, which is associated with the development of post-transplant lymphoproliferative 

disorder (PTLD), as well as several lymphoma subtypes outside the context of transplantation, 

adoptive immunotherapy has a remarkable track record of safety and efficacy (135). Arguably, the 

prevention or treatment of EBV-associated PTLD after AHCT occurs in the best conditions for T-

cell adoptive immunotherapy. The target antigens are foreign, the T cells are expanded (or selected) 

using multiple antigens from memory T-cell repertoires circulating in immunocompetent healthy 

donors, who are the original AHCT donors or even partially HLA-matched thirdparty donors. The 
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resulting T-cell products are polyclonal, can display reactivity against antigens bound by several 

HLA alleles, usually contain both EBV reactive CD4+ and CD8+ T cells and, depending on the 

manufacturing protocol, express early memory T-cell markers. The use of peptide libraries 

containing multiple epitopes derived from several antigenic EBV proteins (such as LMP2, EBNA1, 

and BZLF1) allow the generation of multivalent T-cell products (136). Virus-specific Tcell lines 

are effective after AHCT or even solid organ transplant and can be used as prophylaxis in patients 

at high risk of PTLD with excellent result and no significant GVHD or organ rejection (137–139). 

The mobilization of the autologous EBV T-cell repertoire in previously treated lymphopenic 

lymphoma patients outside the context of transplantation requires more elaborate ex vivo culture 

protocols, but is nonetheless feasible and well-tolerated (107). Bollard et al. reported on 29 patients 

with EBV-associated lymphoma who received the T-cell lines as consolidation following the 

achievement of remission (one relapse after a median follow up of 3.1 years) and 21 patients who 

had active disease at the time of infusion. Among these, 13 had clinical responses (11 complete 

responses) with evidence of T-cell reactivity against the targeted EBV antigens (LMP1, LMP2) 

and TAA, evoking the possibility of epitope spreading. 

Expanding on the success of anti-viral therapy, it was shown that T-cell lines can be generated by 

stimulating with overlapping peptide libraries of multiple TAA (140). These Tcell lines products 

were reactive to multiple TAA simultaneously, were polyclonal, displayed early memory T-cell 

markers and could be generated from both healthy donors and lymphoma patients. Trials are 

currently testing the clinical effects of such multivalent TAA-targeting T-cell lines in several blood 

cancer types (NCT02203903, NCT02494167, NCT02475707, NCT02291848, NCT01333046). 

Because TAA are molecularly defined and non-polymorphic, they are more easily amendable to 

transgenic TCR therapy. The isolation and cloning of TAA specific TCR restricted by common 

HLA alleles can yield TCR sequences that can be used in a large population of patients. For the 

same reasons, TAA have been used in vaccine trials in the setting of various blood cancers 

including multiple myeloma, lymphoma, and acute myeloid leukemia [reviewed in Avigan and 

Rosenblatt (141)]. Transgenic TCR therapy against TAA expressed by hematopoietic cancers was 

also tested in several clinical trials. Transgenic MHC class I restricted TCR against NY-ESO-

1/LAGE-1 and MAGE-A3 have been used to treat myeloma patients. In both cases, the TCR were 

engineered for increased affinity for the MHC-peptide complex as a way to circumvent a limitation 

of TAA-based immunotherapy as described above. The use of autologous engineered NY-ESO1 
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specific T cells administered in the context of autologous transplantation resulted in clinical 

responses in 16/20 patients (106). The adoptively transferred T cells showed expansion as well as 

trafficking to the bone marrow, and did not cause significant toxicity. Expectedly, loss of antigen 

or lack of persistence of the transferred T cells were associated with relapse. In the case of MAGE-

A3, enhanced affinity TCR transgenic T cells caused unexpected and rapid cardiotoxicity in the 

first 2 patients recruited on the trial (105). Cross-reactivity with a peptide derived from the heart 

muscle protein TITIN was the causative mechanism. These trials showed both the promise and 

perils of using affinity enhanced TCR in cancer adoptive immunotherapy. Native and unaltered 

TAA-specific TCR gene transfer has also been performed. The transcription factor WT1 is 

overexpressed in several blood cancers and contributes to several known MHC class I associated 

epitopes. A first trial involving transgenic WT1 specific TCR has been reported in 2017. The study 

was performed in patients suffering from refractory acute myelogenous leukemia and high risk 

myelodysplastic syndromes (104). The treatment involved the administration of two T-cell 

infusions and post-transfer WT1 vaccination. Eight patients were treated in two dose groups. Two 

objective, but transient, responses were noted and among the five patients who had persisting 

circulating engineered T cells, four survived more than 12 months. No significant toxicity was 

observed. More recently, another study was reported using a different transgenic native (but 

selected for high affinity) TCR against an HLA-A0201 restricted WT1 peptide and transduced in 

EBV-specific memory T cells (103). The cells were administered to prevent acute myeloid 

leukemia relapse after AHCT, when the disease burden is low. With a relapse free survival of 100% 

at a median of 44 months of follow up (compared to 54% in a concurrent control group), an 

argument can be made about the importance of administering T-cell therapy early in the treatment 

trajectory of patients. 

PERSPECTIVES AND CLINICAL INTEGRATION OF T-CELL THERAPIES 

The opportunities for antigen-specific T-cell immunotherapies are rapidly expanding. The MHC-

associated antigens arising from genetic variants, both germline and acquired through the 

neoplastic process, are prime targets for the treatment of hematological cancers. The genuinely 

personalized approaches required to translate the complexity and multiplicity of MiHA, TSA, and 

TAA into therapy is certainly a challenge, but also a great promise. The discovery and 
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characterization of an increasing number of antigens will enable the design of multivalent therapies 

capable to target all blood cancers and limit the emergence of immune escape variants associated 

with single antigen targeting. However, for such promise to materialize, manufacturing processes 

for these highly personalized therapies will have to be refined and made cost-effective. 

Nonetheless, T-cell therapies aimed at MHC-associated peptides have the potential to significantly 

expand existing paradigms in AHCT, autologous cell transfer and other T-cell therapies, such as 

CAR T cells. Indeed, the development of peptide-MHC specific antibodies may further increase 

the relevance of characterizing immunogenic MiHA, TAA or shared TSA for CAR-based 

immunotherapy (142, 143). Along the same lines, genetic variants may also create non-MHC 

associated cell surface epitopes targetable through recognition by antibodies. Finally, existing CAR 

may be transduced and expressed in antigen-specific T cells recognizing viral, TAA, MiHA, or 

TSA through their natural TCR and thus enable dual targeting of malignant cells. The development 

of multivalent T-cell products, either as a combination of T cells specific for a single antigen or T 

cells with multiple specificities, will be essential to avoid the emergence of immune escape variants 

following therapy. In addition, approaches aimed at targeting multiple antigens may prove to be 

synergistic. For example, pre-clinical studies have shown that only a combination of T cells 

targeting Ychromosome derived MiHA and TAA could lead to tumor regression. A threshold effect 

may be required to generate enough inflammation to support effective anti-cancer immunity (144, 

145). Similarly, this is likely achieved in AHCT settings by Y-chromosome antigen-specific T cells 

given the increased GVT and GVHD effects noted after female into male transplants (146). Another 

possible benefit of inducing strong immune responses is the development of epitope spreading as 

evoked by the appearance of detectable anti-TAA responses following microtransplantation, 

AHCT or anti-viral T-cell therapy (147, 148). Along the same lines, the combination of T-cell 

therapy with other immunotherapeutic interventions is also likely to unveil important synergies. To 

this end, the administration of vaccines to consolidate the response after adoptive transfer, or 

immune checkpoint inhibitor therapy following adoptive T-cell infusion, are actively investigated. 

The timing of administration of T-cell therapies will need to be better studied (Figure 3). Cell 

therapies remain largely offered to refractory patients. However, the promising results following 

prophylactic DLI (149, 150), anti-viral Tcell lines (137) and more recently transgenic TCR therapy 

(103), suggest that T-cell therapies should not be confined to the treatment of relapsing patients. In 

fact, these treatments are probably more potent in the context of low burden disease. The reassuring 
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safety profile of several of the approaches targeting MHC-associated peptides should facilitate the 

introduction of T-cell therapies earlier on during the patient’s course. 

Several scientific and methodological issues remain to be addressed to improve T-cell therapies 

directed against MHCassociated peptides or the MHC molecule itself. A significant contributor to 

the response against genetic variants is CD4+ T-cell mediated, but most identified MiHA, TAA and 

TSA are MHC class I associated peptides (151). Although challenging, the identification of MHC 

class II restricted responses will likely be essential to optimize T-cell therapies. This should be a 

major area of research in the upcoming years. 

The downregulation or loss of MHC expression, the genetic loss or silencing of antigen source 

protein are well-known immune escape mechanisms in cancer. This can be fairly extensive as 

described in haplo-identical transplants, where the loss of the entire mismatched haplotype can be 

observed (152). Elaborate strategies targeting MHC-associated peptides presented by different 

alleles and belonging to different haplotypes may be necessary to harness the therapeutic potential 

of T-cell immunotherapy against genetic variants translated into MHC-associated peptides. 

Moreover, an attractive combination approach is to maximize antigen presentation though 

epigenetic modulation. Demethylating agents, histone deacetylase inhibitors and methyltransferase 

inhibitors are established or investigational drugs for the treatment of blood cancers. It is 

increasingly recognized that these also promote gene expression that increases the immunogenicity 

of malignant cells and also affect immune cell physiology [reviewed in Lindblad et al. (153)]. These 

effects have been reported to occur through multiple mechanisms like cytokine expression, as well 

as upregulation of the MHC and associated antigens (154, 155). This last aspect is particularly 

intriguing as both TAA and cryptic aeTSA antigens have been shown to be promoted by epigenetic 

modulation (156–159). Notably, extra-exomic endogenous retroviral elements which are attractive 

as a source of specific and robust cancer antigens can be expressed through modulation of 

methylation. However, as a note of caution, there is conflicting reports on the outcome of epigenetic 

modifiers on the physiology of immune cells. Among others, regulatory T cells and the expression 

of immune checkpoints can be promoted by these agents, perhaps inviting for further combinations 

with immune modulators. 
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To conclude, the field is increasingly confronted with multiple antigens and approaches to target 

them. Careful selection of the best targets will need more research and rational combinations 

therapies are likely to be required for these antigens to reveal their full potential. 
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Table 1 : MHC-associated antigens targeted in T-cell therapy trials for blood cancers.  

TABLE 1 | MHC-associated antigens targeted in T-cell therapy trials for blood cancers.    

Target antigen Unique or multiple antigen(s) Antigen type Natural vs. transgenic TCR Cancer type HLA restriction References 
HA-1 Unique antigen MiHA Natural AML, CML, ALL A0201 (100) 
P2RX7265−273 Unique antigen MiHA Natural ALL A2902 (101) 
DPH1334−343 Unique antigen MiHA Natural MDS B5701 (101) 
DDX37 Unique antigen MiHA Natural ALL B2705 (101) 
BCR-ABL fusion Antigen library TSA Natural ALL ND (75) 
WT-1126−134 Unique antigen TAA Natural/Transgenic AML, ALL, MDS A0201 (102, 103) 
WT-1235−243 Unique antigen TAA Transgenic AML, MDS A2402 (104) 
MAGE-A3 Unique antigen TAA Transgenic MM A01 (105) 
NY-ESO-1/LAGE-1 Unique antigen TAA Transgenic MM A0201 (106) 
LMP1, LMP2 Antigen library Viral Ag Natural Lymphoma ND (107) 

 

ALL, Acute lymphoblastic leukemia; AML, Acute myeloid leukemia; CML, Chronic myelogenous 

leukemia; MDS, myelodysplastic syndrome; MM, Multiple myeloma. ND, not defined. 
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Figures Legends 

 

Figure 1 : Target MHC-associated antigens in hematological cancers. Major histocompatibility 

complex (MHC)-associated antigens may originate from viral components, such as the episomal 

translation of Epstein-Barr Virus proteins (purple). The majority of known minor 

histocompatibility antigens (MiHA) are generated by non-synonymous single nucleotide 

polymorphisms (ns-SNP) between the donor and the recipient of the T-cell therapy (red). Tumor-

specific antigens (TSA) arise from intronic or exonic mutations unique to the tumor cells (orange). 

Tumor-associated antigens (TAA) come from aberrantly expressed proteins in cancer cells (green). 

 

Figure 2 : Ideal MiHA target selection. Important criteria and proposed algorithm to select 

optimal target MiHA for immunotherapy of blood cancers. 

 

Figure 3 : Clinical integration of T-cell therapies targeting MHC-associated antigens. 

Representation of T-cell therapy timing relative to disease history. While early treatment or 

treatment following a reduction in disease burden may be associated with prolonged remission 

(dotted red lines), late-stage blood cancers treatment with MHC-associated antigen-specific T cells 

may only delay disease progression. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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5 Hypothèse et objectifs 

5.1 Hypothèse 

Les cancers du sang, telles les leucémies, sont des maladies pour lesquelles de récentes avancées 

ont vu le jour. Cependant, peu de traitements amènent une rémission durable et complète (84). Il 

existe donc un besoin médical pour développer de nouvelles thérapies qui pourraient cibler un plus 

grand nombre de patients et éliminer les cellules tumorales. La tumorigénèse se met en place suite 

à la défaillance du système immunitaire pour éliminer ces cellules étrangères (85). Des approches 

d’immunothérapie ont donc été développées pour répondre à cette problématique. En effet, 

l’immunothérapie offre la possibilité d’augmenter la reconnaissance des cellules cancéreuses et de 

les éliminer (86). Plusieurs types d’Ag tumoraux sont utilisés dans cette approche, tels les TAA, 

les MiHA et les TSA (62). Ces derniers (TSA) offrent l’avantage d’être présent uniquement sur les 

cellules cancéreuses et ne se retrouvent pas sur les cellules saines, mais de nombreuses questions 

demeurent sur leur utilisation. Leur application thérapeutique pourra se faire si ces aeTSA 

démontrent un bon potentiel immunogène, un fort niveau d’expression et une fréquence importante 

de cellules T réactives à ces Ag. L’hypothèse de travail est que les aeTSA immunodominants sont 

reconnus par un répertoire varié et abondant de cellules T retrouvées dans le sang périphérique de 

donneurs sains. 

 

5.2 Objectifs 

 

1) Déterminer si les aeTSA stimulent une réponse immunitaire chez l’humain. 

 

2) Définir la taille et la diversité du répertoire TCR anti-aeTSA des lymphocytes T à partir du 

sang périphérique de donneurs sains afin de déterminer les clonotypes les plus pertinents 

pour une utilisation en immunothérapie. 
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Matériel et méthodes 
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6 Matériel et méthodes 

6.1 Isolation des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) 

Les échantillons proviennent de donneurs sains exprimant les HLA A0201, A1101, B0702 ou 

B0801, préalablement déterminés par génotypage haute résolution. Les PBMCs ont été obtenues 

par dons de plaquettes par aphérèse ou par ponction veineuse après consentement éclairé des 

volontaires. Les chambres de leucoréduction (LRSC) récoltées ont été conservées à température 

pièce (entre 20 et 24°C) jusqu’à isolation des cellules, pour un maximum de 24h après l’aphérèse. 

Les leucocytes ont été récupérés avec 40 mL de tampon Hank's Balanced Salt Solution (HBSS; 

ThermoFisher, Waltham, MA) contenant 10% d’anticoagulant Citrate-Dextrose (ACD ; Fenwal, 

C4B7898Q), puis isolés par gradient de séparation selon les instructions du manufacturier 

(Stemcell Technologies, LymphoprepTM, Vancouver, B.C., Canada). Les cellules ont par la suite 

été utilisées fraîches ou cryopréservées à -80°C pendant 18h, puis transférées dans un réservoir 

d’azote liquide dans un milieu contenant 90% de sérum fœtal bovin (FBS; ThermoFisher) et 10% 

de Diméthylsulfoxyde (DMSO). 

 

6.2 Protocole d’expansion rapide (REP) 

Les cellules PBMCs ont été triées pour le dextramère d’intérêt et les cellules positives à celui-ci 

ont été mises en culture pour 12 jours dans une flasque cellulaire T25. Les cellules ont été 

resuspendues dans 25 mL de milieu de culture CTL (Advanced RPMI 1640, 10% human serum, 

1X L-glutamine) contenant 25x106 cellules PBMCs autologues irradiées (40 Gy), 30 ng/mL 

d’OKT3 et 50 IU/mL d’IL-2. Le milieu de culture et les cytokines ont été changés aux jours 4 et 8 

puis les cellules ont été récoltées au jour 12 afin de réaliser un deuxième tri cellulaire. 

 

6.3 Génération des cellules dendritiques (CD) 

Les monocytes ont été isolés des PBMCs par adhésion à la surface plastique d’une plaque 6 puits 

et ont été mis en culture pendant 9 jours dans du milieu de culture DC Media (X-vivo 15, 5% 

human serum, 1X L-glutamine et 1 mM sodium pyruvate) supplémenté avec 1000 U/mL d’IL-4 
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(Miltenyi Biotec, San Diego, CA) et 800 U/mL de GM-CSF (Miltenyi Biotec). Le milieu de culture 

et les cytokines ont été changés au jour 3 et la maturation des CD a été effectuée au jour 7 avec 

1ug/mL de LPS (Sigma-Aldrich, Oakville, ON), 1ug/mL de PGE2 (Sigma-Aldrich) et 2ug/mL de 

peptide d’intérêt (JPT peptides). Au jour 8, 1000 U/mL d’IFNg (Miltenyi Biotec) a été ajouté pour 

le dernier 24h de maturation. Un total de 0,5x106 CD ont été marquées à 4°C au jour 9 avec des 

anticorps monoclonaux pour : CD11c, CD80, CD86, HLA-ABC (BD Biosciences, Mississauga, 

ON), CD14 (BioLegend, San Diego, CA), CD83 et HLA-DR (eBiosciences, San Diego, CA). Les 

cellules ont été lavées et fixées dans du PBS 2% FBS 1% paraformaldéhyde (PFA) avant 

l'acquisition au cytomètre LSRII (BD Biosciences). Les données ont été analysées à l’aide du 

logiciel FlowJo™ V10 Software (BD Biosciences). 

 

6.4 Génération des lignées de lymphocytes T 

Les lignées cellulaires ont été générées en utilisant 10x106 de PBMCs et 5x106 de cellules T CD8+ 

naïves enrichies selon les instructions du manufacturier (EasySep #19258, StemCell 

Technologies). Les cellules ont été mises en co-culture à un ratio 1 :10 (stimulateur : effecteur) 

avec des CD autologues matures présentant le peptide d’intérêt. Après une irradiation de 40 Gy, 

les CD ont été « pulsées » (exposées brièvement à de très fortes concentrations de peptides) avec 

les peptides d’intérêt. Les cellules ont été mises en culture dans du milieu de culture CTL 

supplémenté avec 10 ng/ml d’IL-12 et 10 ng/ml d’IL-21 dans une plaque de puits G-Rex 6 (Wilson 

Wolf, New Brighton, MN) et incubées à 37°C et 5% CO2 pour 7 jours. Au jour 7, les cellules T ont 

été lavées et restimulées avec des CD chargées avec le peptide d’intérêt puis remises en culture 

dans du milieu CTL supplémenté avec 100 U/ml d’IL-2, 30 ng/ml d’IL-21, 10 ng/ml d’IL-7 et 5 

ng/ml d’IL-15. Les cellules T ont été restimulées de la même façon au jour 14 et le milieu de culture 

et les cytokines ont été changés aux jours 11 et 18. La concentration cellulaire a été ajustée à 

0,5x106 cellules/ml chaque semaine. Les cellules ont été comptées par exclusion au bleu de trypan 

avec un compteur de cellules automatiques (Countness, Invitrogen). 
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6.5 Analyses phénotypiques par cytométrie de flux 

Le phénotype des cellules T a été évalué aux jours 7, 14 et 21 de la culture. Un total de 1,0x106 de 

cellules ont été marquées à 4°C avec des anticorps monoclonaux pour : CD3, CD4, CD45RO, 

CD45RA, CCR7 (BD Biosciences), CD62L (BioLegend) et CD8 (eBiosciences). Afin de 

déterminer la spécificité antigénique, des marquages avec les dextramères (Immudex, Copenhague, 

Danemark) d’intérêts ont également été réalisés aux jours 14 et 21. Les cellules ont été lavées et 

fixées dans du PBS 2% FBS 1% PFA avant l'acquisition au cytomètre LSRII (BD Biosciences). 

Les données ont été analysées à l’aide du logiciel FlowJo™ V10 Software (BD Biosciences). 

 

6.6 Test de réactivité IFNγ enzyme-linked immunospot assay 

(ELISpot) 

La réactivité spécifique des lignées de cellules T générées a été évaluée en quantifiant le nombre 

de cellules T produisant de l'IFN-γ en réponse à une restimulation avec l'Ag d'intérêt. Après 21 

jours de culture, 1,0x105 cellules ont été restimulées soit avec 100 ug/ml de peptide d'intérêt, d’un 

peptide témoin (contrôle négatif), ou en les stimulant avec un anticorps anti-CD3 (contrôle positif), 

pendant 18h à 37°C et 5% CO2. La révélation a été effectuée selon les instructions du manufacturier 

(Mabtech Inc., Cincinnati, OH). L’analyse a été réalisée sur un spectre de lecture vSpot (AID, 

Strassberg, Allemagne). 

 

6.7 Marquage intracellulaire 

Pour évaluer la fonctionnalité spécifique des lignées de cellules T générées, au jour 21 de culture, 

1,0x106 de cellules ont été incubées en présence de 7,5 ug/ml de Brefaldine A (Sigma-Aldrich) 

avec 5 ug/ml du peptide d’intérêt, 5 ug/ml d’un peptide témoin (contrôle négatif) ou 50 ng/ml de 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) et 500 ng/ml d’ionomycin (contrôle positif, Sigma-

Aldrich) pour 4h. Les cellules ont ensuite été marquées avec les anticorps de surface cellulaire puis 

fixées et perméabilisées en utilisant le tampon Cytofix/Cytoperm pour marquage intracellulaire 

selon les instructions du manufacturier (BD Biosciences). Les cellules perméabilisées ont été 

incubées avec l’IFNg, l’IL-2 et le TNFa (BD Biosciences) pendant 20 minutes à 4°C. L'acquisition 
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a été réalisée au cytomètre LSRII (BD Biosciences) et les données ont été analysées à l’aide du 

logiciel FlowJo™ V10 Software (BD Biosciences). 

 

6.8 Tri cellulaire 

Les cellules positives pour le dextramère d’intérêt ont été sélectionnées et isolées par tri cellulaire. 

Après 21 jours de culture, les cellules ont été marquées 45 minutes à 4°C avec les dextramères 

(Immudex) d’intérêts puis 30 minutes à 4°C avec l’anticorps monoclonal CD8 (eBiosciences). 

L’acquisition a été réalisée avec le FACS Aria III sorter (BD Biosciences) et les données ont été 

analysées à l’aide du logiciel FlowJo™ V10 Software (BD Biosciences). 

 

6.9 Séquençage 

Le séquençage du TCR a été réalisé sur des cellules après 21 jours en co-culture et triées à l’aide 

de dextramères. Les échantillons avaient entre 2-16x106 cellules. Le séquençage de nouvelle 

génération (NGS) TCRb-spécifique a été utilisé pour définir les répertoires des cellules T. L'ARN 

a été extrait par Trizol en association avec le système de mini-colonnes et de micro-colonnes 

PureLink RNA (ThermoFisher Scientific), quantifié par spectrophotométrie UV (Tecan), et QC a 

été réalisé sur puce Bioanalyzer (Agilent). Les librairies d'amplicons TCRb ont été préparées à 

partir de 25 ng d'ARN total avec le test Oncomine™ TCR Beta-SR pour l'ARN (ThermoFisher 

Scientific). Les librairies TCRb obtenues ont été quantifiées sur le système de PCR en temps réel 

ViiA 7 avec le kit de quantification Ion Library Taqman (ThermoFisher Scientific). Le NGS a été 

réalisé sur la plate-forme de semi-conducteurs Ion S5 (ThermoFisher Scientific) à l'aide d'une puce 

Ion 540 (ThermoFisher Scientific), préparée avec le système Ion Chef (ThermoFisher Scientific). 

L'analyse du répertoire TCRb a été réalisée avec le logiciel Ion Reporter (ThermoFisher Scientific). 

 

6.10   Analyses statistiques  

Les analyses statistiques ont été réalisées avec GraphPad Prism version 8.0 en utilisant l’ANOVA 

bidirectionnelle. Les valeurs de P plus petites que 0,05 ont été considérées comme significatives.  
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7 Résultats 
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7.1 Identification des cellules dextramères positives à partir du sang 

périphérique de donneurs sains 

 

Afin de déterminer la fréquence des cellules T anti-aeTSA dans le sang périphérique, les PBMCs 

de donneurs sains ayant le HLA d’intérêt ont été enrichies en CD8+ puis directement triées avec le 

dextramère d’intérêt. Un dextramère consiste en un squelette de dextran sur lequel est attaché un 

certain nombre de molécules du CMH ainsi que des fluorochromes, qui permet par cytométrie de 

flux, la détection des lymphocytes T spécifiques à l’Ag (87). Un dextramère pour des peptides 

témoins a été utilisé comme contrôle négatif. Un total de 5 différents peptides ont été testés dont 

un (KISLYLPAL) a été testé avec trois différents donneurs (D1, D2 et D3). Le nombre de cellules 

positives pour le dextramère d’intérêt varie entre 49 et 12 131 (Figure 2), alors que le nombre de 

PBMCs utilisées au départ varie entre 102x106 et 500x106 dont l’enrichissement en cellules CD8+ 

a fourni entre 9x106 et 27x106 cellules. Ces résultats montrent que le nombre des cellules T aeTSA 

spécifiques dans l’échantillon de sang est trop faible pour une analyse ultérieure. 
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Figure 2. –  Cellules dextramères positives retrouvées dans le sang périphérique de 
donneurs sains. 

Nombre de cellules positives au marquage avec le dextramère d’intérêt analysé en cytométrie de 
flux, n = 1. D1, donneur 1 ; D2, donneur 2 ; D3, donneur 3. 
 

7.2 Expansion des cellules dextramères positives par un protocole 

d’expansion rapide (REP) 

 

Afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules pour effectuer un séquençage du TCRβ, l’expansion 

des cellules CD8+ positives aux dextramères a été réalisée à l’aide d’un REP précédemment établi 

au laboratoire (88). La stimulation polyclonale des cellules T est effectuée à l’aide d’anticorps anti-

CD3 et d’IL-2. L’expansion cellulaire varie entre 360 et 5862 fois le nombre de cellules détectées 

au premier tri (Figure 3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3. –  Expansion des cellules dextramères positives. 
Expansion des cellules triées pour le dextramère d’intérêt par rapport au jour 0 du protocole 
d’expansion rapide, n = 1. L’expansion cellulaire montre la croissance relative par rapport au 
nombre initial de cellules, basée sur les comptes cellulaires effectués au début et à la fin du REP. 
D1, donneur 1 ; D2, donneur 2 ; D3, donneur 3. 
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7.3 Identification des cellules dextramères positives après leur 

expansion 

 

Un deuxième tri cellulaire est effectué après l’expansion des cellules afin de confirmer l’expansion 

des cellules positives aux dextramères. Un dextramère pour des peptides témoins a également été 

utilisé comme contrôle négatif. Le nombre de cellules marquées positives varie entre 0 et 32 243 

(Figure 4), alors que ce nombre variait entre 49 et 12 131 lors du tri initial (figure 2), soit en 

moyenne pour le premier tri 0,017% des cellules CD8+ obtenues et 0,018% pour le deuxième tri. 

Ces données montrent que les cellules T anti-aeTSA sont obtenues en nombre insuffisant pour 

poursuivre l’analyse et effectuer leur séquençage. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4. –  Cellules dextramères positives après sélection et expansion cellulaire. 
Nombre de cellules positives au marquage avec le dextramère d’intérêt analysé en cytométrie de 
flux, n = 1. D1, donneur 1 ; D2, donneur 2 ; D3, donneur 3. 
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7.4 La méthode de co-culture requiert l’utilisation de cellules 

dendritiques matures 

 

Afin d’obtenir un plus grand nombre de cellules T anti-aeTSA, une nouvelle approche de 

stimulation ex vivo à l’aide de CD autologues chargées avec le peptide d’intérêt a été utilisée, telle 

que déjà réalisée au laboratoire (88). Cette technique de co-culture de 21 jours, visant à stimuler 

un répertoire naïf, requiert des stimulations répétées (aux jours 0, 7 et 14 de la culture) avec les CD 

dont la maturation est réalisée au préalable. Le phénotype des CD est évalué avant chaque 

stimulation pour confirmer le type cellulaire à l’aide des anticorps CD11c et CD14 ainsi que la 

maturation à l’aide des marqueurs de surface CD80, CD83, CD86, HLA-DR et HLA-ABC. Les 

cellules obtenues sont composées en moyenne à plus de 87% de CD (CD11c+ et CD14-) à chacun 

des temps étudiés (Figure 5A). De plus, les CD expriment à plus de 85% chacun des marqueurs de 

maturation, et ce pour chaque stimulation (Figure 5B). L’analyse des marqueurs est comparée aux 

mêmes cellules non marquées par les anticorps. Ces résultats confirment que les cellules utilisées 

pour stimulation dans la co-culture sont des CD matures. 

 

A             B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5. –  Caractérisation des CD requises pour la co-culture. 
Les CD ont été générées à partir des PBMCs des donneurs, tel que décrit à la page 83 (voir matériel 
et méthodes). A, Pourcentage (points de données pour chaque peptide et moyenne représentée par 
des histogrammes ± SEM) des CD parmi les cellules vivantes, tel que défini par l’expression des 
marqueurs CD11c et CD14. B, Pourcentage (points de données pour chaque peptide et moyenne 
représentée par des histogrammes ± SEM) d’expression des marqueurs de maturation (CD80, 
CD83, CD86, HLA-DR et HLA-ABC) sur les CD(CD11c+ CD14-) ; n = 10. 
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7.5 Des cellules T CD8+ peuvent être générées en grand nombre en 

co-culture 

 

Les cellules T enrichies en CD8+ naïves sont mises en culture dans un bioréacteur G-rex avec des 

PBMCs du même donneur et les CD matures. L’enrichissement en CD8+ naïves permet 

d’augmenter le nombre de précurseurs potentiels ciblant les Ag investigués, alors que l’utilisation 

de PBMCs permet d’inclure des cellules CD4+ qui aident à l’activité des CD8+ (89). En 21 jours, 

plus de 1000x106 cellules sont en moyenne obtenues (Figure 6A), soit une expansion moyenne de 

67 fois le nombre de départ (Figure 6B). Ces données montrent qu’il est possible d’obtenir des 

cellules en très grand nombre par la méthode de co-culture. 

 
A           B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 6. –  Expansion cellulaire en co-culture. 
A, Nombre absolu des cellules projetées. La concentration cellulaire étant ajustée à 0,5x106 
cellules/ml chaque semaine et le restant étant écarté, un calcul du nombre de cellules projetées par 
rapport au nombre de cellules obtenues est effectué. B, Expansion moyenne des cellules par rapport 
au jour 0 de la culture. n = 10, les données montrent la moyenne des cultures ± SEM.  
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7.6 Des cellules de phénotype majoritairement CD3+ CD8+ sont 

obtenues suite à la co-culture 

 

Afin de caractériser les cellules T générées, des marquages phénotypiques ont été réalisés aux jours 

7, 14 et 21 de la co-culture dans laquelle des cytokines exogènes sont ajoutées à différents stades 

pour favoriser la différenciation et l’expansion des cellules T. Au jour 7 de la co-culture, 83% des 

cellules sont CD3+ dont 29% sont CD4+ et 60% sont CD8+ (Figure 7). La progression de la co-

culture amène une augmentation du pourcentage de cellules CD8+ aux dépens des cellules CD4+ et 

au jour 21, les lignées T comportent en moyenne 97% de CD3+ dont 87% sont CD8+. Ces données 

montrent que les lignées de cellules T obtenues sont composées majoritairement de CD3+ CD8+ 

après 21 jours. 

 

A 

 

 

 

 
 

B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7. –  Caractérisation du phénotype des lignées cellulaires T. 
A, Sélection représentative de la population cible. B, Pourcentage (points de données pour chaque 
peptide et moyenne représentée par des histogrammes ± SEM) de cellules T CD3+ et leur 
distribution en lymphocytes T CD4+ ou CD8+. n = 10. *, P < 0,05, **, P < 0,005, ***, P < 0,0005, 
****, P < 0,0001. 
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7.7 Des cellules au stade de différenciation Tcm et Tem sont 

principalement obtenues après trois semaines de culture 

 

Dans le but d’évaluer la différenciation des lymphocytes T obtenus, l’expression des marqueurs de 

surface CD45RO et CD62L a été évaluée (Figure 8). La différenciation de la cellule T, dictée par 

la force du signal d’activation, comporte trois stades allant de lymphocytes non différenciés Tn, à 

Tm, à Teff. Au jour 7, la majorité (63%) des cellules T CD8+ sont des cellules naïves alors qu’au 

jour 14, ce nombre diminue grandement (23%) et les cellules retrouvées sont principalement des 

cellules mémoires, avec une prédominance de Tcm (68%). Au jour 21 de la co-culture, le type de 

cellules prédominantes retrouvées est des cellules mémoires (43% Tcm et 22% Tem) avec présence 

de cellules naïves (28%) et de cellules effectrices (7%). Il faut noter que les résultats d’une culture 

stimulée à l’aide de deux peptides différents ont été exclus de l’analyse, car le marquage avec les 

anticorps a échoué. Ces résultats indiquent que les lignées issues de la co-culture comportent un 

mélange de cellules T différenciées. 

 

A 

 
 
 
 

B 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8. –  Caractérisation de la différenciation des lignées cellulaires T. 
A, Sélection représentative de la population cible. Pourcentage (points de données pour chaque 
peptide et moyenne représentée par des histogrammes ± SEM) des sous-populations de 
lymphocytes T CD8+ selon leur profil de différenciation, tel que défini par CD45RO et CD62L. 
FMO fait référence à la fluorescence moins un. Tn, CD45RO-CD62L+ ; Tcm, CD45RO+CD62L+ ; 
Tem, CD45RO+CD62L- ; Teff, CD45RO-CD62L- ; n = 8. *, P < 0,05, **, P < 0,005, ***, P < 
0,0005, ****, P < 0,0001. 
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7.8 Des cellules T réactives à des TSA sont obtenues après co-culture 

 

Utilisant la méthode de co-culture, nous avons testé 10 aeTSA provenant de tumeurs leucémiques 

humaines (68). Dans le but d’étudier le caractère immunogène des peptides testés, un marquage 

des cellules avec les dextramères d’intérêt a été réalisé. Parmi les peptides testés, 50% 

(KISLYLPAL, SLTALVFHV, ILASHNLTV, SLLSGLLRA et ALDPLLLRI) ont pu stimuler une 

réponse CD8 démontrable avec le marquage avec dextramère d’intérêt au jour 21 (Figure 9B), dont 

3 (KISLYLPAL, SLTALVFHV et ILASHNLTV) pour lesquels la réponse est observée dès le jour 

14 (Figure 9A). La proportion des cellules dextramères positives varie entre les différents peptides 

et atteint 1,78% pour 1 peptide (KISLILPAL). Trois peptides supplémentaires sont montrés au jour 

21 par rapport au jour 14 dû à la fermeture des laboratoires au début de la pandémie Covid-19 et 

qui a empêché l’analyse de ces trois peptides au jour 14. Ces résultats montrent qu’il est possible 

de générer des cellules T aeTSA spécifiques détectables par cytométrie en flux. 
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Figure 9. –  Génération de lignées de cellules T TSA spécifiques en co-culture. 
A, Pourcentage des cellules positives au marquage avec le dextramère d’intérêt analysé en 
cytométrie de flux aux jours 14 (en haut) et 21 de la culture (en bas). B, Sélection représentative. 
n = 1. 
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7.9 L’immunogénicité des aeTSA est confirmée par des tests 

fonctionnels 

 

Afin de confirmer de façon fonctionnelle la réactivité des cellules aeTSA spécifiques, la sécrétion 

des cytokines intracellulaires IL-2, TNFa et IFNg a été évaluée (Figure 10A). Les cellules réactives 

aux peptides KISLYLPAL, SLLSGLLRA et ALDPLLLRI montrent une nette augmentation de la 

sécrétion de cytokines par rapport aux peptides témoins, de même que les cellules réactives au 

peptide SLTALVFHV dont l’augmentation est plus modeste. Le test d’ELISpot, qui identifie la 

production d’IFNγ des LT après leur réexposition à leur Ag spécifique, a également été utilisé 

comme test fonctionnel (Figure 10B). La réactivité des 5 peptides précédemment identifiés comme 

immunogènes par le marquage au dextramère a été confirmée par ce test. Des contrôles sont 

également inclus dans les tests fonctionnels, soit un contrôle positif en utilisant l’anticorps anti-

CD3 et un contrôle négatif en utilisant le diluant peptidique DMSO (données non montrées). Ces 

contrôles permettent d’établir le bruit de fond non spécifique. Ces données confirment le potentiel 

immunogène de ces aeTSA. 
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Figure 10. –  Évaluation de la fonctionnalité des lignées de cellules T TSA spécifiques en co-
culture. 

A, Pourcentage des cellules CD8+ produisant les cytokines IFNg, TNFa et IL-2, soumises à une 
coloration intracellulaire pour analyse en cytométrie de flux au jour 21 ; n = 1. (1)VPAALRSL ; 
(2)KISLYLPAL ; (3)SLTALVFHV ; (4)TSIPKPNLK ; (5)RIFGFRLWK ; (6)ILASHNLTV ; 
(7)KILILLQSL ; (8)SLLSGLLRA ; (9)ALPVALPSL ; (10)ALDPLLLRI. B, Résultats compilés 
(à gauche) et un résultat représentatif (à droite) d’ELISpot à 21 jours de culture montrant des 
cellules T sécrétant de l’IFNg, sans stimulation (cellules exposées au diluant peptidique seulement 
; DMSO), avec stimulation avec un peptide non ciblé (peptide témoin), avec le peptide d’intérêt ou 
avec l’agoniste anti-CD3 (témoin positif) ; n = 1. 
 

7.10 Le répertoire TCRβ des cellules T réactives aux aeTSA est 

oligoclonal et peu abondant 

 

Afin de déterminer la taille et la diversité du répertoire TCR des lymphocytes T anti-aeTSA, les 

cellules positives pour le dextramère d’intérêt ont été triées et le séquençage des régions CDR3 des 

TCRβ de ces lymphocytes T a été effectué. En effet, étant donné que la chaîne a du TCR est 

recombinée après la chaîne β de celui-ci et qu’elle est moins diversifiée, l’utilisation du séquençage 

des TCRβ est grandement utilisée comme mesure de la diversité du répertoire TCR. De plus, la 

région jonctionnelle CDR3 du TCR est unique à chaque cellule T nouvellement formée et est 

responsable de la majorité de la diversité. Lorsqu’une cellule T est activée et subit une expansion 

clonale, toutes les cellules de cette lignée clonale auront un CDR3 identique, agissant ainsi comme 

identifiant de la clonalité des lymphocytes (90). Ainsi, les séquences nucléotidiques des CDR3 des 

TCRβ uniques sont susceptibles de correspondre à des clones distincts et sont donc les régions 

utilisées pour le séquençage (91). Dû aux délais engendrés par la pandémie Covid-19 et la 

fermeture temporaire des laboratoires, les cellules réactives à un seul aeTSA ont pu être 

séquencées, alors que le reste d’entre elles sont en attente de procédure. Le nombre de séquences 

nucléotidiques uniques (clonotype) et la diversité de celles-ci ont été évalués pour les cellules 

marquées par le dextramère d’intérêt SLTALVFHV, pour les cellules dextramère négatives, ainsi 

que pour les PBMCs du donneur afin d’évaluer la fréquence des clones spécifiques à l’Ag dans le 

répertoire circulant pré-expansion (Figure 11A, B). Le séquençage montre que seulement 9 clones 

sont détectés dans les cellules SLTALVFHV positives, pour un index de diversité (Inverse Simpson 

index) de 1,3 tandis que près de 9 000 clones sont détectés dans l’échantillon négatif et plus de 
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26 000 clones pour les PBMCs d’origine, avec des index de diversité similaires, soit de 565 et 610 

respectivement. Dans tous les cas, il est attendu que les clonotypes abondants soient davantage 

détectés que les clones rares. Des valeurs élevées de l’Inverse Simpson index indiquent que la 

distribution des clones TCR est uniforme alors qu’à l’inverse, des valeurs faibles de l’indice 

indique un enrichissement en clones de cellules T (90). 

 

Pour examiner davantage la diversité clonale de l’échantillon, la mesure de la proportion clonale a 

ensuite été étudiée. Cette mesure correspond à la composition, en pourcentage, d’un clonotype 

individuel par rapport au nombre total de clonotypes et sa valeur varie entre 0 et 1. À l’inverse de 

la mesure de diversité (Inverse Simpson Index), une clonalité élevée signifie un nombre limité de 

clones et donc une faible diversité (90). Ici, la couleur rouge (1 :1) montre une distribution 

monoclonale alors que le bleu (10 001 : 1x106) indique un répertoire polyclonal (Figure 12). Sur 

les 9 différents clones obtenus pour l’échantillon positif, il y a prédominance d’un clone dont la 

séquence en aa du CDR3 de la chaîne β du TCR est ASSLDVANEQF et représente la majeure 

partie de l’échantillon, alors que les autres échantillons sont largement polyclonaux. 

 

Finalement, une dernière analyse des clonotypes partagés a été effectuée afin d’évaluer le 

chevauchement des répertoires des trois échantillons, permettant de vérifier si les séquences TCRβ 

du répertoire aeTSA spécifique sont détectables dans le matériel d’origine (sang du donneur). Cette 

mesure utilise le nombre total de séquences partagées entre 2 échantillons donnés, divisé par le 

nombre total des séquences détectées dans les 2 échantillons. Sa valeur varie entre 0 et 1 et la 

couleur orange ici indique un nombre de clonotypes partagés plus élevé que la couleur bleue 

(Figure 13). Les clonotypes retrouvés dans les cellules marquées par le dextramère ne sont pas 

détectés dans les PBMCs d’origine qui partagent également peu de clonotypes avec les cellules 

négatives (4,20x10-7). Légèrement plus de clones sont partagés entre les cellules positives et 

négatives, qui ont 4,96x10-5 clonotypes communs. 

 

Ces résultats très préliminaires et complétés pour une seule culture suggèrent que le répertoire TCR 

des cellules dextramère positives sélectionnées après culture provient d’un nombre limité de clones 

et que le répertoire TCR des cellules répondant aux aeTSA n’est pas abondant chez le sujet sain. 
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A       B 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figure 11. –  Taille et diversité clonales du répertoire TCR des cellules réactives au peptide 

SLTALVFHV ; n = 1. 
A, Distribution du nombre de clones CDR3 de la chaîne β du récepteur des cellules PBMCs totales 
(PBMC), des cellules négatives au dextramère (SLTALVFHV neg) et des cellules positives au 
dextramère (SLTALVFHV pos). B, Diversité du répertoire TCR des mêmes échantillons évaluée 
par l’index Simpson inverse. 
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Figure 12. –  Proportion des clonotypes les plus abondants parmi les cellules réactives au 

peptide SLTALVFHV. 
Proportion clonale des N premiers clones (la séquence du premier clone est donnée pour les 3 
échantillons) et séquences en aa et en nucléotides des 9 clones des CDR3 des chaînes β des TCR 
des cellules T répondant au peptide SLTALVFHV. La couleur rouge identifie le premier clone, la 
couleur orange le deuxième clone, la couleur jaune les clones 3 à 5, la couleur bleue très clair les 
clones 6 à 10, la couleur bleu clair les clones 11 à 100, la couleur bleu les clones 101 à 10 000 et 
la couleur bleu foncé les clones 10 001 à 1 000 000. 
 
 
 
 
 

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

T_
PB

M
C

T_
SL

TA
LV

FH
V_

ne
g

T_
SL

TA
LV

FH
V_

po
s

Sample

C
lo

na
l p

ro
po

rti
on

Top N clones
[1:1)

[2:2)

[3:5)

[6:10)

[11:100)

[101:10000)

[10001:1e+06)

Summary proportion of the top N clones

SV
TR
G
LA
G
ST
D
TQ
Y 

A
SS
PK
G
TG
A
N
VL
T 

A
SS
LD
VA
N
EQ
F 

Pr
op

or
tio

n 
cl

on
al

e 

Résumé de la proportion des N premiers clones 

N premiers clones 



 94 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13. –  Nombre de clonotypes partagés selon la séquence de nucléotides des CDR3 des 

chaînes β des TCR. 
Heatmap du nombre de clonotypes partagés entre les 3 différents échantillons, basé sur la séquence 
nucléotidiques des CDR3 des chaînes β des cellules T. NA, non applicable. 
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Discussion et conclusions 
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8 Discussion 

Afin de répondre au premier objectif, soit déterminer si les aeTSA stimulent une réponse 

immunitaire chez l’humain, des cellules provenant des PBMCs de 7 donneurs sains ont été 

enrichies de façon immunomagnétique en CD8+ puis triées. Le tri cellulaire s’effectue à l’aide de 

dextramères spécifiques aux TSA d’intérêt et est suivi d’un REP par stimulation polyclonale 

utilisant des anticorps anti-CD3 et de l’IL-2 afin d’augmenter la densité de population cellulaire 

positive. Cette technique a généré entre 5 et 1125 cellules positives par million de cellules T 

marquées, soit une moyenne de 169 cellules par million de cellules T marquées et au plus 12 131 

cellules totales (Annexe I). Ce nombre de cellules est insuffisant, et ce même après expansion, pour 

réaliser les étapes subséquentes. En effet, un minimum de 30 000 cellules est généralement requis 

pour couvrir suffisamment le répertoire de l’échantillon et effectuer les analyses de séquençage 

envisagées (39). Une deuxième approche pour générer une plus grande proportion de cellules a 

donc été utilisée. Cette deuxième approche est basée sur la mise en culture de cellules de sang 

périphérique et de cellules CD8+ naïves de donneurs sains. L’utilisation de cellules CD8+ naïves 

devrait permettre de détecter la présence d’Ag rares. Cependant, l’activation de ces cellules est un 

processus plus difficile dû à leur phase quiescente et nécessite des signaux de co-stimulation. Leur 

activation et expansion requiert leur stimulation hebdomadaire avec des CD autologues chargées 

avec les aeTSA d’intérêt. Cette nouvelle approche a permis l’obtention moyenne de 1000 millions 

de cellules à 21 jours, composées à 97% de CD3+ dont 87% sont des cellules CD8+. Ces résultats 

sont comparables à ceux précédemment obtenus au laboratoire lors de génération de lignée de 

cellules contre des Ag rares (48). L’analyse de la différenciation des cellules montre une évolution 

de la répartition du phénotype de Tn vers un mélange de Tcm, Tem et quelques Teff. 

 

Comme décrit dans l’introduction, les aeTSA ont un potentiel immunogène plus élevé, car le 

système immunitaire est naïf vis-à-vis ces Ag. En effet, Inderberg et al. ont montré que la 

vaccination d’un patient atteint d’un cancer du côlon avec un TSA dérivé du récepteur de TGFb 

muté a amené une survie au-delà de 10 ans (92). Les CTL de ce patient ont été isolées et utilisées 

pour générer un clone TCRab et transfectées par la suite dans des cellules CD4+ et CD8+. Ces 

cellules transfectées ont montré une efficacité cytotoxique, une sécrétion de cytokines et une 

efficacité in vivo dans un modèle de xénogreffe lorsqu’utilisées dans des lignées cellulaires dans 
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des cancers de côlon contenant la mutation du récepteur TGFb. Nos résultats, quoique 

préliminaires, semblent corréler le potentiel immunogène des aeTSA. Pour le confirmer, la 

fréquence des cellules T qui répondent aux aeTSA étudiés dans ce projet a été mesurée. La 

technique de co-culture a généré entre 225 et 6886 cellules positives par million de cellules T 

marquées, soit 2591 cellules en moyenne par million de cellules T marquées et à l’exception d’un, 

tous les échantillons contiennent le minimum de 30 000 celles totales requises (Annexe II). Un 

total de 10 aeTSA provenant de tumeurs leucémiques ont été étudiés, dont 50% ont montré une 

réponse CD8 détectable. La réactivité contre les peptides montrée à l’aide du marquage multimère 

a été confirmée par deux tests fonctionnels. Le premier de ces tests est la mesure du nombre de 

cellules sécrétant les cytokines intracellulaires IL-2, TNFa et IFNg et montre la réponse aux 

différents peptides d’intérêt testés. Le deuxième test fonctionnel est un ELISpot permettant la 

détection de la réactivité d’un lymphocyte T à un Ag auquel il a été sensibilisé. Contrairement à ce 

que Roex et al. ont observé en corrélant l’intensité des marquages tétramères des cellules T 

spécifiques de TAA avec la réactivité aux tests fonctionnels utilisés, ces tests ont permis de 

confirmer les 5 peptides ayant un potentiel immunogène en accord avec le marquage dextramère 

(59). 

 

Pour répondre à notre deuxième objectif, c’est-à-dire définir la taille et la diversité du répertoire 

TCR anti-TSA afin d’identifier les clonotypes qui pourront avoir une potentielle utilisation 

clinique, le séquençage TCRb des lymphocytes T réactifs aux Ag a été effectué et comparé à celui 

des PBMCs d’origine et à celui des cellules négatives pour l’Ag. Malheureusement, dû aux 

restrictions d’accès au laboratoire pendant la pandémie, un seul répertoire a pu être séquencé, soit 

celui en réponse au peptide SLTALVFHV. Un nombre faible de clones (9 clones) a été obtenu pour 

l’échantillon positif, ce qui confirme l’oligoclonalité, mais qui par contre, ne démontre pas une 

abondance des répertoires positifs aux TSA. En effet, l’analyse du répertoire TCR des cellules T 

CD8+ spécifiques aux Ag viraux du cytomégalovirus (peptide NLV) et de l’influenza (peptide GIL) 

fait état respectivement de 605 et 637 clones uniques en moyenne par sujet (93). Parmi les 9 clones 

obtenus, un clone, dont la séquence d’aa du CDR3 de la chaîne b du TCR est ASSLDVANEQF, 

est particulièrement dominant. De façon intéressante, les clones découverts sont trouvés à très 

faible fréquence, voire indétectable, dans l’échantillon sanguin (PBMC) ayant été utilisé pour faire 

l’expansion. Ces observations restent toutefois préliminaires puisqu’un seul peptide a été analysé 



 98 

et qu’une comparaison actuellement investiguée avec la taille des répertoires TCR des lymphocytes 

T ciblant des Ag viraux ou des TAA permettra de bien situer la taille des répertoires anti-aeTSA 

par rapport à d’autres cibles. 

 

8.1 Choix des cibles antigéniques 

Les lymphocytes T CD8+ sont les principales cellules impliquées dans l’activité anti-tumorale. 

Cette activité anti-tumorale se fait dans un contexte de reconnaissance par le CMH des cellules du 

patient. Parmi les différents Ag tumoraux, sont entre autres retrouvés des TAA ainsi que des TSA. 

Les premiers sont exprimés sur les cellules saines ainsi que les cellules tumorales, alors que les 

TSA sont retrouvés uniquement sur les cellules tumorales et de plus, sont inconnus du système 

immunitaire. Un préalable à l’utilisation thérapeutique des TSA est l’évaluation de leur potentiel 

immunogène. Ce dernier dépend d’un niveau d’expression suffisant du TSA, mais également de sa 

localisation intracellulaire pour qu’il puisse entrer dans le protéasome, être digéré, transporté au 

réticulum endoplasmique et exprimé à la surface des molécules HLA (94). De plus, le complexe 

avec HLA doit être de haute affinité de manière à assurer la stabilité (du complexe) et la 

reconnaissance efficace par le répertoire T du patient. L’identification de TSA immunogènes est 

donc cruciale et s’est faite jusqu’à présent principalement par des techniques de séquençage. La 

découverte par cette technique d’un nombre important de TSA demeure un défi, car même si ces 

méthodes sont capables de prédire l’affinité de liaison au HLA, elles ne peuvent prédire la 

dégradation par le protéasome, le transport des peptides et la stabilité du complexe HLA ainsi que 

sa reconnaissance par les cellules T (95). De nouvelles approches de découverte de TSA sont donc 

nécessaires pour pallier à ces lacunes.  

 

8.1.1 Origine des TSA 

Les analyses par algorithmes sont basées sur le séquençage de l’exome complet, mais présentent 

une incapacité à identifier des TSA dans la plupart des cancers. Un des défauts de cette approche 

est que le séquençage de peptides utilise des librairies de protéines connues, mais ne peut donc 

identifier une protéine non décrite dans cette librairie. Une autre limite de cette approche est qu’elle 

n’examine pas les régions non codantes du génome. L’immunopeptidome représente l’ensemble 
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des peptides associés au CMH (MAP) reconnu par des cellules T CD8+ (96). Laumont et al. ont 

montré que l’immunopeptidome est composé non seulement de MAP conventionnels, c’est-à-dire 

codé par le cadre de lecture de gènes codants pour des protéines, mais aussi de MAP cryptiques, 

qui eux dérivent de cadres de lecture alternatifs (altORFs) de gènes non codants (97). Ces MAP 

cryptiques composent environ 10% de l’immunopeptidome. Les TSA étudiés dans ce projet 

proviennent donc de MAP cryptiques, qui ont été identifiés avec une approche de protéogénomique 

et de spectrométrie de masse (68). En effet, Perreault et al. ont montré grâce à cette technique 

ciblant tout le génome, l’identification de TSA non répertoriés. Ces TSA peuvent être mutés 

(mTSA) ou exprimés de façon aberrante (aeTSA), tel que décrit dans l’introduction. 

 

8.2 Limites de l’étude 

Plusieurs limites sont associées aux techniques utilisées dans ce projet, dont la disponibilité et 

l’efficacité des dextramères. En effet, le squelette de dextran des dextramères permet de stabiliser 

le complexe et les nombreuses molécules CMH permettent de détecter un plus grand nombre de 

cellules T réactives à un Ag de faible affinité en comparaison aux autres technologies disponibles 

(multimères, pentamères, tétramères, etc.). En effet, Dorton et al. ont montré que des cellules CD4+ 

et CD8+ avec TCR plus faibles pouvaient être détectées par marquage avec dextramère, mais pas 

avec tétramère (98, 99). Cependant, les dextramères étant restreints à des HLA précis, la 

disponibilité de ces derniers se retrouve diminuée. De plus, l’efficacité des marquages avec 

dextramères pourrait être améliorée par l’utilisation d’un inhibiteur de phosphate kinase (PKI), tel 

que publié par Dolton et al. (99). Les auteurs ont comparé le marquage avec et sans dasatinib (PKI) 

et ont obtenu une augmentation de 4 à 5 fois l’intensité de fluorescence moyenne (MFI) pour les 

cellules marquées avec le dextramère incubées avec le PKI. 

 

De par la recombinaison VDJ, l’insertion, la délétion et la substitution des différents gènes TCR, 

le répertoire TCR humain pourrait théoriquement contenir de 1015 à 1020 chaînes TCR différentes. 

La diversité TCR réelle est cependant estimée au maximum à 1013 différents clonotypes (39).  La 

limite de détection de séquençage se retrouve toutefois inférieure à la diversité réelle. En effet, le 

volume de sang prélevé du donneur, la technique de séquençage utilisée ainsi que l’abondance non 

uniforme des clonotypes sont des facteurs limitants à la détection de tous les clonotypes présents. 
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De plus, Warren et al. ont montré que même en effectuant un séquençage exhaustif d’un échantillon 

de sang périphérique, ils n’arrivaient pas à obtenir le répertoire TCR complet et qu’un deuxième 

séquençage du même échantillon de sang amenait 75% de nouvelles séquences (100). 

 

Une autre limite serait l’introduction d’un biais dans la composition clonotypique lors de la 

stimulation des cellules T. En effet, celle-ci peut favoriser l’expansion de certains clones plutôt que 

d’autres et de ce fait, modifier la hiérarchie clonotypique réelle et diminuer la diversité du répertoire 

TCR (44). Ceci est davantage vrai lorsque la méthode de co-culture est utilisée plutôt que la 

méthode de stimulation non spécifique par REP, tel qu’observé lors de l’expansion clonale des 

cellules T du virus de l’immunodéficience humaine (VIH)-spécifiques (101). Ce biais comporte 

cependant l’avantage de révéler les aeTSA pour lesquels une réponse T immunodominante est 

observée ainsi que les clonotypes dont l’expansion a été possible ex vivo, soit les plus pertinents 

pour une potentielle utilisation clinique.  

 

Une étape subséquente impliquait de déterminer le répertoire TCR des cellules aeTSA spécifiques 

des patients atteints de leucémies afin de déterminer comment les traitements de chimiothérapies 

ont un impact sur la diversité des répertoires. Cependant, nos données ont montré qu’il n’était pas 

possible de déterminer les répertoires des clonotypes ciblant les aeTSA directement à partir des 

échantillons sanguins étant donné leur basse fréquence. La technique alternative utilisée (co-

culture) nécessite quant à elle un nombre important de cellules, ce qui rend impossible l’utilisation 

de cellules de patients pour y parvenir. 

 

Il serait également intéressant, dans le but d’augmenter la significativité, d’ajouter des réplicas 

expérimentaux pour chacun des TSA testés. 

 

8.3 Implantation clinique 

8.3.1 Impact de la diversité des CMH sur le développement thérapeutique 

Parmi les différentes avenues thérapeutiques, une des approches est basée sur l’utilisation des 

thérapies cellulaires T, mais qui comporte le défi que les TCR sont spécifiques à des peptides 
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présentés dans le contexte du CMH. Or, la diversité d’allèles du CMH présente de nombreux 

peptides non chevauchants aux cellules T (102). Toutefois, les différents HLA utilisés dans ce 

projet sont les HLA-A0201, -A1101, -B0702 et -B0801, dont la fréquence allélique est élevée au 

sein de la population caucasienne (103). De plus, les travaux de Zhao et al. ont montré que des 

TSA cryptiques identifiés par spectrométrie de masse sont codés par des transcrits présents de façon 

fréquente dans des cancers ovariens, ce qui permettrait une utilisation de cette approche dans tous 

les patients comportant le transcrit en question (77). 

 

8.3.2 Immunothérapie adoptive pour le traitement des patients cancéreux 

La thérapie cellulaire adoptive (ACT) est basée sur l’utilisation soit des cellules du patient ayant 

une réactivité anti-tumorale, soit sur le clonage des lymphocytes T. Une des approches 

d’immunothérapie développée ayant connu un certain succès est l’utilisation de CART, comme 

discuté dans l’introduction. Cependant, leur utilisation comporte des limites, notamment, un seul 

Ag a été incorporé dans cette approche et seuls des cancers hématologiques dans lesquels l’Ag 

CD19 est présent, peuvent être visés par les CART. De plus, cette technologie est très coûteuse à 

produire et provoque chez les patients des CRS. Pour ces différentes raisons, après beaucoup 

d’enthousiasme, d’autres avenues sont explorées. 

 

Une deuxième approche possible est la modification des TCR par clonage. Les cellules T du patient 

sont isolées du sang périphérique, puis modifiées génétiquement pour exprimer un TCR spécifique 

à un Ag. L’expansion de ces cellules est réalisée ex vivo puis elles sont réinjectées au patient. Cette 

approche a été utilisée en premier chez des patients atteints de mélanomes métastatiques utilisant 

des TCR spécifiques pour le TAA MART-1 (104, 105).  Cette étude clinique a montré les premiers 

résultats d’efficacité, mais a aussi montré un effet non spécifique (on-target/off-tumor), dû à la 

présence de MART-1 sur des cellules normales. Une deuxième utilisation du clonage TCR a ciblé 

l’Ag NY-ESO-1, exprimé dans plusieurs types de cancers épithéliaux (106). Cette étude a montré 

un taux de réponse de 45% chez des patients atteints de mélanome. A priori, il est possible 

d’envisager que l’utilisation non pas de TAA, mais de aeTSA contournerait cet effet on-target/off-

tumor, tout en gardant l’efficacité du clonage de TCR. 
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8.3.2.1 Considérations du clonage TCR 

Une approche innovatrice serait le clonage de TCR des cellules T réactives à un aeTSA donné et 

qui consiste à l’assemblage des chaînes a et b de ces TCR. Parmi les facteurs à considérer pour 

l’utilisation de cette approche, il y a la méthode de transfection des cellules T, qui comporte 

beaucoup de variabilité dans l’efficacité et la viabilité des cellules transfectées (107). Un autre 

facteur à prendre en considération est que cette modalité thérapeutique est basée sur une réponse à 

un seul Ag. Par ailleurs, cette approche permet de construire un complexe CMH (peptide) – TCR 

de plus haute affinité, permettant une meilleure reconnaissance de cet Ag. Certaines études ont 

d’ailleurs montré qu’une affinité entre 1 uM et 5 uM était la plus efficace pour avoir une réponse 

cellulaire T in vivo (108). 

 

8.3.3 Approche vaccinale 

Les aeTSA pourraient aussi être utilisés dans une approche vaccinale pouvant contenir plusieurs 

TSA, ce qui constituerait un avantage majeur puisque le même vaccin pourrait servir au traitement 

de plusieurs patients. En effet, les résultats d’une récente étude clinique de phase I/II utilisant un 

vaccin comportant de 4 à 20 mTSA montrent des résultats encourageants (109). Une réponse ex 

vivo CD4+ et CD8+ contre 99% des Ag utilisés est observée. Une deuxième étude clinique utilisant 

jusqu’à 20 Ag mutés (KRAS) a également généré une réponse CD8+ chez les patients ainsi qu’un 

bénéfice clinique, notamment chez les patients atteints du cancer du poumon (110). Basé sur la 

fréquence allélique des HLA, les Ag ciblés pourraient être utilisés dans 15% des patients atteints 

du cancer du côlon et du poumon et 25% des patients atteints de cancer pancréatique. Ces approches 

vaccinales peuvent aussi être développées en combinaison avec d’autres agents anti-cancéreux, 

notamment avec tous les inhibiteurs de points de contrôle cellulaire. Il reste cependant à déterminer 

plusieurs critères scientifiques à leur utilisation. La capacité du nombre d’Ag pris en charge dans 

la construction vaccinale n’est pas déterminée et les études cliniques à ce jour utilisent une 

vingtaine d’Ag différents. Les molécules co-stimulatrices optimales (LFA-3, ICAM-1, IL-12) 

doivent être définies ainsi que le nombre de vaccinations et de rappels nécessaires.  
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8.4 Conclusion et perspectives 

 
Les résultats présentés dans ce mémoire ont répondu aux objectifs fixés, à savoir, déterminer les 

aeTSA pour lesquels les lymphocytes T CD8+ ont une forte affinité et définir la taille et la diversité 

du répertoire TCR de ces cellules. Parmi les 10 aeTSA testés, 50% ont montré un potentiel 

immunogène. Le séquençage de cellules réactives contre un seul aeTSA a été complété à ce jour, 

montrant une faible taille et diversité du répertoire.  

 

Afin de déterminer si les répertoires TCR des cellules T répondant aux aeTSA sont publics, c’est-

à-dire partagés par différents individus, il sera possible de comparer les répertoires TCR de 

plusieurs donneurs pour un même aeTSA étudié. En effet, des TCR publics sont observés pour 

différents épitopes du cytomégalovirus (CMV) et du virus d’Epstein-Barr (EBV) chez des 

individus du même HLA (111) et il en est de même pour certains cancers. Sainz-Perez et al. par 

exemple, ont montré la présence de TCR publics dans une population de Tregs infiltrant les tumeurs 

de différents individus (112, 113).  

 

Une fois le séquençage CDR3 des TCRb  terminé, le focus des études ultérieures se portera sur les 

aeTSA reconnus par le plus grand nombre de donneurs et dont le répertoire TCR est le plus varié 

et abondant. En effet, les clonotypes de cellules T de haute avidité seront les plus pertinents pour 

une utilisation clinique et une étape suivante du projet sera d’obtenir les séquences complètes des 

chaines a et b de ces clones. Ceci permettra de cloner les TCR afin de les étudier en tant que 

potentiels outils de thérapie, en déterminant leur activité cytotoxique in vitro ou in vivo dans des 

modèles murins. 

 

Afin de mieux caractériser les répertoires TCR des cellules T qui répondent aux aeTSA, une 

comparaison de la réponse antigénique avec celle d’Ag viraux et de TAA sera effectuée. Par 

exemple, l’EBV pourra être utilisé, car c’est un agent antigénique riche qui amène de fortes 

réponses lymphocytaires T CD8+ lors d’une infection primaire puis établit une infection à vie, 

contrôlée par le système immunitaire de l’hôte (114). Plusieurs facteurs font de ce virus un modèle 

intéressant pour l’étude du système immunitaire chez l’Homme, dont sa stabilité génétique et la 

connaissance approfondie de ses Ag viraux. Une autre cible pourra servir de comparaison, soit le 
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TAA WT1, un facteur de transcription surexprimé dans les cancers hématologiques, dont 

l’utilisation clinique a déjà montré des réponses CD8 détectables (115-117). 

 

Ces travaux permettraient d’approfondir les connaissances nécessaires au développement d’une 

approche innovatrice pour le traitement de différents cancers. Il serait intéressant d’effectuer ces 

travaux sur un plus grand nombre d’échantillons afin d’identifier un plus grand nombre d’aeTSA 

immunogènes, mais également pour différents types de cancers. Une modalité thérapeutique 

utilisant différents aeTSA contre différents cancers serait alors envisageable. 
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9 Annexes 

9.1 Annexe I 

 

Tableau 1. –  Fréquence des cellules multimères positives utilisant la technique de REP 
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9.2 Annexe II 

 

Tableau 2. –  Fréquence des cellules multimères positives utilisant la technique de co-culture 

 

 
 


