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Introduction

En 2012, le nombre de nouveaux cas de cancer en France métropolitaine était estimé
a 355 000 : 200 000 chez I'homme et 155 000 chez la femme. Les cancers de la prostate, du
sein, du colon-rectum et du poumon sont les cancers les plus fréquents.

Le nombre de déces par cancer était estimé¢ a 148 000 : 85 000 chez 1'homme et
63 000 chez la femme. Le cancer du poumon reste de loin le cancer le plus meurtrier chez
I'homme avec 21 300 déces estimés, devant le cancer colorectal et le cancer de la prostate.
Chez la femme, le cancer du sein se situe en téte de la mortalité, avec 11 900 déces, devant
le cancer du poumon et le cancer colorectal.

Les principaux traitements des cancers consistent en la chirurgie, la chimiothérapie,
par voie parentérale ou entérale, la radiothérapie ou encore, découverte plus récemment,
I'hormonothérapie.

Malheureusement, de nombreux cancers ne répondent pas ou mal a ces traitements
dits conventionnels.

Les progres en matieére d'immunologie ont permis de mettre en avant I'importance du
role du systéme immunitaire dans l'apparition et la persistance de certaines tumeurs.

C'est pourquoi de nombreuses recherches ont pour objet I'immunothérapie. Ces
nouveaux traitements visent a interagir directement avec le systéme immunitaire du patient
pour l'aider a se défendre « par lui-méme » contre une tumeur ou encore prévenir son
apparition.

Dans une premiere partie, nous verrons comment fonctionne le systéme immunitaire
ainsi que le principe de la vaccination, puis le role de I'immunité dans le développement de
cancer. Nous aborderons ensuite le théme de la vaccination préventive contre les cancers et
évoquerons les vaccins existants a 1'heure actuelle. Puis nous discuterons des thérapies a
I'étude en matiére de vaccination thérapeutique anti-cancéreuse.
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Chapitre I : Mécanismes généraux de la réponse
immune et Vaccination

Un antigene se définit comme une molécule reconnue de maniére spécifique par un
récepteur clonal du systéme immunitaire. Ces récepteurs peuvent étre des anticorps, des
récepteurs des cellules B (BCR) pour les antigénes B, ou encore des récepteurs des cellules
T (TCR) pour les antigénes T. Le motif de I'antigéne reconnu par ces récepteurs est appelé
épitope ou déterminant antigénique. Parmi ces antigénes certains sont immunogenes, c'est-a-
dire capables d'induire une réponse immunitaire spécifique. Pour cela, les déterminants
antigéniques sont présentés aux cellules effectrices du systéme immunitaire par les
molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) en présence de molécules de
costimulation.

Les cellules dendritiques (DCs) constituent avec les macrophages et les lymphocytes
B activés, une catégorie cellulaire spécialisée dans cette initiation de la réponse adaptative
appelée « cellules présentatrices d'antigénes » ou « antigen-presenting cells » (APCs). En
effet, leur fonction premicre est de dégrader les protéines de pathogenes ou de cellules
mortes, et d'exposer les fragments peptidiques résultants a leur surface combinés aux
molécules du CMH. La réponse immune induite dépend donc étroitement de la facon dont
ces antigenes sont apprétés par les APCs.

I — Les voies de la Présentation Antigénique

Classiquement on distingue deux types de voies de présentation ou d'apprétement de
'antigene par les APCs en fonction de son origine.

Les peptides antigéniques issus d'un pathogéne intracellulaire (bactérie, virus) ou
d'une protéine anormale (antigénes endogenes) sont obtenus apres dégradation par le
protéasome puis transportés du compartiment cytosolique vers le réticulum endoplasmique
(RE). Le peptide est alors fixé sur les molécules du CMH de classe 1. Le complexe ainsi
formé est ensuite adressé€ a la membrane ou il pourra stimuler les lymphocytes cytotoxiques
antigéne-spécifiques, ou CTLs, apres reconnaissance du complexe CMH-I/peptide par le
TCR. Les CTLs activés iront par la suite détruire les cellules infectées ou anormales qui
présentent le méme couple CMH-I/peptide.
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Les pathogénes extracellulaires sont endocytés ou phagocytés par les APCs et
dégradés dans des compartiments vésiculaires (lysosomes, phagolysosomes). Les fragments
peptidiques produits ne sont pas transportés vers le RE, mais fixés sur les molécules du
CMH de classe II présentes dans ces compartiments. Les complexes CMH-II/peptide
retournent a la surface cellulaire et participent a la stimulation des lymphocytes T auxiliaires
ou T helper. Ces lymphocytes organisent par la suite une réponse immune a médiation
cellulaire et/ou humorale contre le pathogene reconnu.

I —A. Les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité

Les molécules du CMH sont des structures reporteurs qui indiquent en permanence
au systeme immunitaire si 1'intégrité du « soi» est affect¢ ou non. Dénommé HLA chez
I'Homme, le CMH comporte trois classes de genes notés I, II et III. Les protéines codées par
les génes de classe I et II appartiennent a la superfamille des immunoglobulines.

Les genes de classe I codent pour la chaine lourde a de 45 kDa des molécules
d'histocompatibilité de classe I[1]. Cette chaine lourde porteuse de la variabilité allélique est
organisée en trois domaines extracellulaires al, a2 et a3, une partie transmembranaire et
une courte queue cytoplasmique (Figure 1). Elle est associée de fagon non covalente a la 2
microglobuline (32m), une chaine légere invariante de 12 kDa, codée par un géne non inclus
dans le CMH (chr. 15 chez I'Homme). Les loci humains HLA-A, B ou C (chr. 6) présentent
une expression quasi ubiquitaire et un grand polymorphisme allélique qui témoignent de
leur adéquation avec la fonction des CTLs. Au niveau structural, la molécule du CMH-I
peut étre décomposée en 2 parties : une « tige » formée par le domaine a3 de la chaine
lourde qui intéragit avec la 2 microglobuline. Cette tige assure la connexion avec la portion
intracellulaire courte de la molécule et supporte du coté extracellulaire la « téte » de la
molécule formée des domaines al et a2 de la chaine lourde. Ces domaines al et a2 forment
un plateau constitué par le rapprochement de huit plis  antiparalléles surmonté de deux
hélices a. Plateau et hélices, tous deux porteurs de la variabilité¢ allélique, délimitent une
cavité de 25 A de long et 10 A de large fermée a ses deux extrémités. C'est a ce niveau que
se fixent les peptides de huit a dix résidus issus de la dégradation de l'antigéne dans le
cytosol pour étre présentés au TCR des CTLs (positives pour le co-récepteur CDS8). D'autres
types spécialisés de lymphocytes, les cellules NK, reconnaissent également le CMH-I1. Dans
certaines conditions, les NK sont capables de lyser des cellules qui n’expriment plus les
chaines de classe .
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Figure 1 : La molécule du CMH de classe I [61]

Les génes de classe II codent pour les chaines a (33 kDa) et B (29 kDa) des
molécules du CMH de classe II (Figure 2). Toutes deux possédent deux domaines
extracellulaires al a2 et 1 B2, avec des parties transmembranaires et intracytoplasmiques
tres courtes. Les loct humains HLA-DR, -DQ ou -DP (chr. 6) présentent également un fort
polymorphisme allélique, mais leur expression est restreinte aux APCs et aux cellules
épithéliales du cortex thymique (cTEC). La structure des molécules du CMH-II est assez
proche de celle des molécules du CMH-I. Le « pied » est ici composé par l'association des
domaines a2 et B2. Il supporte une « téte » formée par al et Bl, ou chaque domaine
contribue a une demi-plateforme de quatre brins et d'une hélice a. Leur association définit le
site de liaison peptidique. Cependant, comparer aux molécules de CMH-I, ce site est plus
superficiel et reste ouvert a ses deux extrémités. Ainsi, les peptides présentés de 16 a 25
acides aminés issus de la dégradation lysosomiale dépassent largement ce site. Les
lymphocytes capables de reconnaitre ces complexes CMH-II/peptide expriment le co-
récepteur CD4.
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Figure 2 : La molécule du CMH de classe 1l [61]

Enfin, les génes de classe III composent un ensemble hétérogeéne. Située entre les
régions I et II, la région III ne renferme pas de génes intervenant dans la présentation
antigénique. Elle contient des génes codant pour des protéines a fonction immunologique
telles que des protéines des sous-unités LMP-2, LMP-7 du protéasome, les transporteurs
peptidiques TAP-1 et TAP-2, ou encore les molécules du complémént C4A et C4B. D'autres
genes codent pour des protéines sans intérét immunologique direct comme 1'hydrolase 21
des hormones stéroidiennes.

1. Voie endogéne de présentation sur les molécules du CMH de classe 1

Les mécanismes régissant la présentation des antigenes sur les molécules du CMH de
classe I sont les mieux connus (Figure 3). IIs utilisent le systeme de dégradation protéique le
mieux conservé au cours de I'évolution : la voie ubiquitine-protéasome. Les protéines
antigéniques endogenes, comme les protéines endogenes de 1'hote, vont étre associées a une
chaine de polyubiquitine qui favorisera leur entrée dans le protéasome[2].
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Les DCs ont la particularité de posséder un « immunoprotéasome » inductible par
lI'interféron-y (IFN-y)[3]. Comparé au protéasme standard constitutivement exprime,
I'immunoprotéasome clive préférentiellement les protéines apres des acides aminés
hydrophobes et basiques, et non apres des résidus acides. Le type de résidu retrouveé en C-
terminal chez la plupart des peptides antigéniques complexés aux molécules de CMH-I
semble indiqué que cet immunoprotéasome est plus efficace que le protéasome standard
pour la présentation d'antigeéne. Les peptides de dégradation font de 4 a 24 aminoacides et
ceux de plus de 8 résidus pourront étre réduits par des peptidases. Les peptides antigéniques
libérés sont ensuite transportés jusqu'a la membrane externe du RE et transloqués dans la
lumi¢ére du RE grace a des ATPases appelées TAP (« Transporter associated with antigen
presentation »).

Au niveau de la membrane interne du RE, le repliement correct de la chaine lourde
du CMH-I et du complexe chaine lourde du CMH-I/B2 microglobuline est assuré
respectivement par la calnexine et le couple calréticuline/Erp57. La fixation des peptides est
facilitée par l'interface crée par la Tapasine entre ce complexe et les TAP. Se forme alors une
molécule de CMH de clase I chargée et stable. Cette molécule est transportée ensuite a la
membrane plasmique par la voie de sécrétion classique.

RE \%_
/ Protéine

antigénique
XR (: protéasome O
Q’\’) 's) o
.-. OO O
N-w) O

™
e Complexe CMH-I/peptide

. Tapasine

AL TP

Abréviations : RE : réticulum endoplasmique, AG : appareil
de Golgi

Figure 3 : Représentation de la voie endogene de présentation sur
les molécules du CMH-1 [61]
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2. Yoie exogéne de présentation sur les molécules du CMH de_
classe I1

La présentation par le CMH de classe II est plus complexe (Figure 4). En effet, les
molécules de CMH de classe II sont localisées initialement a la membrane interne du RE ou
elles sont sous forme inactive car complexées a la molécule invariante Ii (CD74). La partie
intracytoplasmique de cette derni¢re comprenant le motif dileucine permet 1'adressage du
complexe via l'appareil de Golgi vers les vésicules de la voie endocytaire que constituent les
endosomes précoces, les endosomes tardifs et les lysosomes. La dégradation de la chaine
invariante [i par les protéases contenues dans les endosomes tardifs génére un fragment de
21 acides aminés appelé CLIP (class II associated Ii peptide). Ce peptide reste associ€ au
site de fixation peptidique de la molécule de CMH-II.

Arrivé dans un compartiment endosomique spécialisé, CLIP est relargué par l'action
de la molécule HLA-DM. Ceci supprime le signal de rétention dans les endosomes et libére
le site de fixation qui devient alors accessible aux peptides présents dans ce compartiment.
L'accumulation de molécules de CMH de classe II néosynthétisées observable dans cet
endosome tardif spécialis¢ a conduit a la dénomination de « MIIC » (CMH class Il-rich
compartiment), ou « CIIV » (class II vesicule). Les molécules de CMH de classe II
véhiculées vers la surface peuvent étre endocytées et recyclées.

Protéine

" €& — Endosome
— tardif

Endosome
précoce

& & Complexe CMH-II/peptide
©F Complexe CMH-II/Ti

Tﬁ Complexe CMH-II/CLIP

Abréviations : RE : réticulum endoplasmique, AG : appareil de Golgi,
MIIC : vésicule de classe II

Figure 4 : Représentation de la voie exogene de présentation sur les
molécules du CMH-II [61]
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3. « Présentation croisée » ou voie exogéne de présentation sur les
molécules du CMH de classe 1

Plus récemment, il a ét¢ montré que les APCs, et plus particulierement les DCs,
possédent aussi la capacité de présenter des antigénes exogénes sur les molécules de classe
I[4]. Ce mécanisme cassant le dogme « antigéne endogeéne-CMH-I / antigéne exogene-
CMH-II » est appelé « présentation croisée » (cross-presentation ou cross-priming ). Cette
voie semble nécessaire pour une réponse CTL contre certains pathogenes exogenes et virus
n'ayant pas de tropisme pour les APCs et aussi contre certaines cellules cancéreuses. Le
phagosome contenant le corps étranger fusionne avec le RE pendant, ou juste apres,
I'englobement du pathogéne. Ceci permet ainsi la localisation dans le phagosome de
protéines normalement présentes au niveau du RE[5]. Parmi celles-ci, la protéine Sec61
joue un role essentiel. Dans ce contexte, ses fonctions d'import des protéines
néosynthétisées dans le RE, d'export et d'adressage des protéines du RE vers le protéasome,
sont utilisées pour permettre la libération des protéines antigéniques dans le compartiment
cytosolique (Figure 5). Les protéines TAP et les molécules du CMH-I sont également
présentes dans ce compartiment suite a la fusion RE/phagosome. Il a ét¢ montré par ailleurs
que I'immunoprotéasome se liait a la face cytosolique du phagosome[6].

Intracelblar
pathogen

Class |
MHC

Figure 5 : Représentation des mécanismes de cross-presentation

[4]
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Le mécanisme de présentation croisée est donc défini comme le transport des
protéines exogeénes du phagosome a travers le canal Sec61 et leur dégradation a la face
cytosolique de ce compartiment par l'immunoprotéasome. Les peptides antigéniques
résultants sont alors réinjectés dans la lumiere du phagosome ou ils sont pris en charge par
les molécules du CMH-I présentes a la membrane interne. Cependant, des travaux montrent
que l'immunoprotéasome ne permet plus la génération de certains antigénes tumoraux
endogeénes ou dérivés de protéines exogenes qui empruntent la voie de présentation
croisée[7]. En effet, le peptide antigénique MelanA27-35 des cancers a mélanome n'est pas
maturé de fagon optimale par 1'immunoprotéasome et n'est plus présenté a la surface des
DC.

I — B. Reconnaissance de 1'antigéne par les Lymphocytes T

Les lymphocytes T expriment a leur surface un récepteur suceptible de reconnaitre
spécifiquement un peptide antigénique présenté par la molécule de CMH. Ce récepteur T ou
TCR (T Cell Receptor) est un récepteur hétérodimerique o/ a activité tyrosine kinase
particulier. En effet, les fonctions d’interaction avec le ligand, de phosphorylation et de
transduction du signal du TCR sont dissociées et portées par différentes protéines.

Les chaines a et  présentent une structure de type immunoglobuline possédant une
partie constante et une partie variable (Figure 6). Certains domaines hypervariables,
nommés CDRI1, 2, et 3 (Complementary Determinig Region) sont impliqués dans la
reconnaissance de l'antigéne. Un complexe associé appelé CD3 (y, d, € et {) permet la
transduction du signal de reconnaissance de l'antigene et I'expression des chaines aoff a la
surface du lymphocyte.

La molécule « corécepteur » CD8 exprimée par les lymphocytes T cytotoxiques
CD8+, ou CD4 exprimée par les lymphocytes T auxiliaires, est associée au récepteur T et
reconnait une partie conservée au niveau de la « téte » du CMH. Cette molécule permet de
stabiliser l'intéraction des composants aff du TCR avec le complexe peptide-CMH.
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La structure macromoléculaire au point de contact entre le lymphocyte et la cellule
cible ou I'APC est désignée sous le terme de « synapse immunologique » [1]. L'engagement
du TCR par le complexe CMH/peptide conduit a une réorganisation moléculaire de la
synapse immunologique, nécessaire a l'activation du lymphocyte. La reconnaissance du
complexe CMH/peptide par le TCR est extrémement sensible et la présentation d'une
centaine de complexes CMH/peptide a la surface de la cellule présentatrice suffit a cette
activation.

Le modg¢le le plus répandu pour expliquer ce mécanisme postule 1'existence de deux
signaux (Figure 7). Le premier signal est fourni par le TCR des lymphocytes. Dans le cas
des lymphocytes T CD4+, ce signal 1 est obtenu quand le TCR interagit avec un complexe
Ag/CMH-II présenté par les APCs. Il s'agit bien slir de la reconnaissance du complexe
Ag/CMH-I dans le cas des lymphocytes T CD8+. Le signal 2, dit de costimulation, est lui
fourni par l'interaction avec les molécules B7.1 (CD80) sur I'APC et CD28 sur le
lymphocyte T. Ce signal 2 ne peut étre fourni que par une APC activée. De ce fait, au début
d'une réponse antigénique, l'activation d'un lymphocyte T nécessite un premier contact avec
une DC. En I'absence de ce signal 2, le signal 1 rend les lymphocytes T réfractaires a une
activation subséquente, c'est le stade d'anergie. Un signal 2 délivré sans le signal 1 est un
événement neutre. Ces 2 signaux conduisent a la production de cytokines et & une sélection
clonale, c'est-a-dire a l'induction spécifique de la prolifération du lymphocyte activé par le
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déterminant antigénique présenté. Au cours de cette phase d'expansion se différencient des
lymphocytes effecteurs proprement-dit et des lymphocytes mémoires. Lors d'une seconde
rencontre avec l'antigéne, ces derniers permettront une réponse immune, dite secondaire,
plus rapide et plus efficace que lors du premier contact. Ces lymphocytes mémoires sont a la
base du mécanisme de vaccination.

Suite & ce mécanisme d'activation, un lymphocyte T CD4+ activé pourra prendre le
relais et amplifier la réponse immunitaire grace aux cytokines qu'il sécrete et a 1'expression
de nouvelles molécules de surface. Ainsi, en exprimant le CD40 ligand (CD40L) qui va
reconnaitre le CD40 sur une APC au repos, le lymphocyte provoque l'expression de CD80
(B7.1) et CD86 (B7.2) a la surface de cette dernic¢re. Ces 2 molécules de costimulation sont
les ligands du récepteur CD28 qui est constitutivement exprimé a la surface des T CD4+, y
compris des T CD4+ naifs. Ainsi, I'APC stimulée par les lymphocytes T CD4+ activés va
étre a son tour capable de recruter des T CD4+ naifs pour les activer [1].

Cependant, I'ampleur de la réponse immunitaire est finement régulée. Par exemple,
les molécules B7 peuvent également étre reconnues par CTLA-4. Cet homologue de CD28,
de plus haute affinit¢é pour les molécules B7, induit un signal antiprolifératif aux
lymphocytes T CD4+. Son expression est régulée au niveau de I'ARNm ainsi que par des
mécanismes post-transcriptionnels. Il n’apparait a la surface des cellules T CD4+ que 24 a
36h apres leur stimulation.

Cellule présentatrice d'antigene

0
AL )it

Lymphocyte T

1 : premier signal ; 2 : second signal ou signal de
costimulation

Figure 7 : Schéma de la présentation d'antigene
par une APC a un lymphocyte T. [62]
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I — C. Reconnaissance de I'antigéne par les Lymphocvtes B
g I ymj )

Les lymphocytes B expriment a leur surface un récepteur susceptible de reconnaitre
spécifiquement un antigéne libre ou apprété par la molécule de CMH de classe II. Ce
récepteur B ou BCR (B Cell Receptor), correspond a une molécule d'immunoglobuline
membranaire (IgM) fixant l'antigéne et deux hétérodiméres Ig-o/Ig-p transducteurs du
signal. L'immunoglobuline de membrane, comme toute immunoglobuline, est constituée par
l'association de deux chaines lourdes (chaine H pour « Heavy ») et de deux chaines légeres
(chaine L pour « Light ») (Figure 8). Ces chaines peuvent étre décomposées en domaine de
110 résidus aminoacides (domaine Ig) contenant une boucle de 60 acides aminés formée par
un pont disulfure intrachaine. Elles contiennent un domaine N-terminal variable (V), dont
'association V/Vy est porteuse de la spécificité vis-a-vis de l'antigene. Le reste de chaque
chaine de 1'l[g a une variation limitée. Ce sont ces parties dites constantes (C) qui définissent
les deux sous-types de chaine légere (A, k) et les cinq sous-classes de chaine lourde (u, v, o,
0 ou g). Ces parties constantes permettent la liaison entre la chaine lourde et 1égére d'un
hétérodimere. Celle-ci s'effectue par formation d'un pont disulfure entre les domaines Cy; et
C.. Les chaines lourdes possedent enfin une région charniere riche en proline, entre Cy; et
Cup, permettant la liaison des hétérodiméres H/L entre eux par un pont disulfure. Seules les
chaines lourdes de type p et € sont dépourvues de cette région charniére qui est remplacée
par un domaine supplémentaire au milieu de la molécule.

Figure 8 : Récepteur des lymphocytes B (BCR) [62]
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L'immunoglobuline de membrane présente a la surface des lymphocytes B matures et
naifs est de type IgM ou IgD. Ces Ig possedent une partie intracellulaire de trois
aminoacides insuffisante pour la transduction du signal d'activation (Figure 9). Au contraire,
la chaine Iga a une longue queue cytosolique de 61 acides aminés. La chaine Igf en contient
48. Chacune de ces chaines comporte un motif ITAM (Immuno-receptor Tyrosine base
Activation Motif) de 18 acides aminés permettant l'intéraction avec plusieurs protéines de
signalisation a activité tyrosine kinase de la famille Src (Fyn, Blk, Lck). Les lymphocytes B
ont également a leur surface un corécepteur formé de trois protéines : CD19/CD21/CDS81
(Figure 8). CD19 est un récepteur de la superfamille des immunoglobulines possédant trois
domaines extracellulaires et une longue partie intracytoplasmique. Le récepteur CR2
(CD21) est un récepteur du produit de dégradation du complément C3d. Enfin, le
corécepteur se compose également d'une protéine a quatre domaines transmembranaires
appelée TAPA-1 (CD81) [1].

Afin de controler plus finement I'activation des lymphocytes B, le BCR est associé de
maniere constitutive au récepteur CD22 qui délivre un signal négatif. Le signal d'activation
ne survient qu'avec le pontage de deux IgM, associées a leur couple Iga/IgB, par un
antigeéne. Les tyrosines présentes dans les motifs ITAM des parties cytosoliques des chaines
Igo/IgB vont étre phosphorylées par les protéines Fyn, Blk ou encore Lck. Ces tyrosines
phosphorylées permettent l'ancrage et l'activation de la kinase Syk qui continuera la
transduction du signal vers les voies de la phospholipase Cy2 (et donc du DAG et de 1'[P3),
de Ras (et donc des voies MAP kinases) ou encore de NF-kB.

RO PAR LE BCR IkB* v

(CREB il (Camoduling — CHERENBS (NEATC) PO -4_5\'5“'-\'“‘3 NEE, MAPR )

(CRED) (MAPK)
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Figure 9 : Transduction du signal activateur du BCR [63] 24




Le corécepteur CD19/CR2/TAPA-1 permet une amplification de ce signal activateur.
En effet, le récepteur CR2 se lie au complexe antigene/C3d capté par I' [gM du lymphocyte
B et ancre ainsi le corécepteur a proximité du BCR. Rapprochant ainsi CD19, les six
tyrosines présentent dans sa partie intracytoplasmique deviennent des substrats majeurs de
l'activité kinase médiée par le BCR activé. Leur phosphorylation permet l'ancrage de
nombreuses molécules de signalisation et I'amplification du signal transmis par le BCR.

Cependant, l'activation des lymphocytes B par un antigéne protéique soluble
nécessite une coopération avec des cellules T auxiliaires (Th) et la formation d'un conjugué
T-B. Une fois fixé a 1' [gM, 'antigéne est internalisé par le lymphocyte B puis apprété en
peptides par la voie exogeéne de présentation antigénique. La fixation de 1'Ag par le
lymphocyte B conduit a un premier signal d'activation induisant 1'expression des molécules
du CMH de classe II et de costimulation B7 (CD80 et CD86). Le lymphocyte B active
devient alors une APC présentant les peptides de 1'Ag internalisé au lymphocyte T auxiliaire.
Le Th reconnait le complexe antigéne-molécule du CMH-II a la surface du lymphocyte B.
Cette reconnaissance, associée a un signal de costimulation par intéraction entre les
molécules B7 du lymphocyte B et le CD28 du Th, conduit a l'activation du lymphocyte T.
En réponse, celui-ci exprime CD40L (CD154) a sa surface qui se lie au CD40 présent a la
surface du lymphocyte B. C'est le second et dernier signal activateur pour le lymphocyte B.
Ainsi activé, le lymphocyte B exprime alors divers récepteurs aux cytokines a sa surface et
notamment a I'[L-2, I'lL-4 et I'[L-5 sécrétées par le lymphocyte Th. Les cytokines induisent
l'entrée en mitose du lymphocyte B nécessaire au mécanisme d'expansion clonale.
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II — Les réponses Immunitaires de type Thl et Th2

La réponse immunitaire spécifique contre la plupart des antigénes est dépendante de
lymphocytes T helper CD4+ (Th). Deux sortes de réponses immunitaires peuvent é&tre
générées par les lymphocytes T CD4+. Le premier type dépend des lymphocytes Thl, et le
deuxieme des lymphocytes Th2. Le type d'APC, les cytokines présentes lors de la
stimulation initiale des T CD4+, l'affinité de la liaison Ag/CMH-II, et le type de molécules
impliquées dans le signal 2 déterminent si une réponse immunitaire va étre de type Thl ou
Th2 (Figure 10).

II — A. La réponse de type Thl

Une réponse immunitaire de type Thl est dirigée contre un antigéne intracellulaire,
comme rencontré lors d'une infection virale ou d'un processus oncogéne. Une APC
(macrophage ou DC) présente des peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4+ sur les
molécules du CMH-II. La production de l'interleukine-12 (IL-12) stimule les lymphocytes T
CD4+ vers une réponse de type Thl. Les DCs ayant ce potentiel sont appelées DCI1. Les
lymphocytes Th1 produisent a leur tour de I'[L-2 et de I'TFN-y. Ces deux cytokines stimulent
les lymphocytes T CD4+ et CD8+ ainsi que les APCs et amplifient la réponse immunitaire.
L'IL-2 favorise l'expansion clonale des T activés apres la reconnaissance de l'antigene.
L'TFN-y permet d'induire une réponse antivirale dans les autres cellules de 1'organisme, qui
sont saines mais exposées a cette cytokine. Parallelement, les APCs présentent des peptides
antigéniques aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sur les molécules du CMH-I. Associée
a la stimulation par les T CD4+, via les cytokines, cette présentation active les lymphocytes
T CD8+. Les clones lymphocytaires T CD8+ cytotoxiques sont maintenant capables de
reconnaitre et de lyser les cellules tumorales ou infectées par un virus présentant le peptide
antigénique complexé au CMH-I. Au moins deux mécanismes différents sont impliqués
dans 1'éradication des cellules cibles. Le premier consiste en une sécrétion de perforines par
les T CD8+. Ces protéines s'inserent dans la membrane de la cellule cible en formant des
pores. Ces pores permettent l'entrée des enzymes protéolytiques du lymphocyte CD8+ dans
le compartiment intracellulaire de la cellule cible. Une de ces enzymes, le granzyme B,
induit l'entrée en apoptose de la cellule en activant directement les caspases eftectrices. Un
second mécanisme implique le systeme Fas-Fas ligand (FasL). Il conduit également au
déclenchement de 1'apoptose de la cellule cible par I'activation de la voie de la caspase 8.
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II — B. La réponse de type Th2

La réponse Th2 est caractérisée par une étroite collaboration dans la lutte contre le
méme antigéne entre les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes B. Les lymphocytes B
jouent un role prépondérant en tant qu'APC. Lors d'une réponse de type Th2, les
lymphocytes T CD4+ produisent les interleukines IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13 et
favorisent la commutation de classe et la production d'anticorps. Ceci conduit a une réponse
immunitaire de type humorale. Le mélange d'IL-2, IL-4 et IL-5 induit la prolifération des
lymphocytes B activés. L'IL-6 favorise la différenciation terminale en plasmocytes
sécréteurs  d'anticorps. L'association IL-4/IL-5, en absence d'TFN-y dans Ie
microenvironnement, induit la commutation de classe d'immunoglobuline vers 1'[gE. Or
I'[L-4 produite par les lymphocytes Th2 conduit également a la prolifération des mastocytes.
Ces cellules sont sensibles a la liaison des IgE a leur surface. Cette liaison d'IgE conduit a la
dégranulation et a la libération d'histamine et d'autres substances médiant les réactions
allergiques [1].
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Figure 10 : Schéma représentatif des réponses Thl et Th2 [1]
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III — Les autres cellules effectrices de la réponse immunitaire

D'autres cellules que les DCs, les lymphocytes B, les lymphocytes T CD4+ et les
lymphocytes T CD8+ sont impliquées dans I'orientation de la réponse immune et la réponse
antitumorale.

III — A. Les cellules NK et NKT

Les cellules NK (Natural Killer) sont des cellules effectrices de I'immunité innée
servant de premicre ligne de défense a I'organisme. Elles éliminent les cellules cibles sans
sensibilisation préalable. Elles sont dépourvues de TCR et de spécificité vis-a-vis d'un
peptide antigénique donné. Les cellules NK peuvent étre activées par les DCs et produire
des cytokines de type I et II et ainsi participer au transfert d'une réponse innée immédiate a
une réponse acquise[8]. En tant que cellules effectrices, elles lysent les cellules présentant
une absence ou un faible taux de CMH-I a leur surface (infection virale ou cancer) ou un
CMH-I de type allogénique (transplantation, grossesse). Leur activité cytotoxique est
¢troitement régulée par une communication complexe de récepteurs activateurs et
inhibiteurs reconnaissants des ligands a la surface des cellules cibles. Le mécanisme de
reconnaissance des molécules du CMH de ces cellules se fait par des glycoprotéines
membranaires de type I et par des récepteurs apparentés aux immunoglobulines a la surface
des NK. Dans des conditions physiologiques, les cellules présentant un CMH syngénique
induisent un signal inhibiteur dominant dans les NK. Il en résulte donc une préservation des
cellules du soi normales et une élimination des cellules exprimant un CMH de classe I
aberrant. Dans le cas de tumeurs exprimant peu ou pas les molécules du CMH-I, l'activité
cytotoxique des cellules NK semble étre le mécanisme de défense prédominant[9].

Les cellules NKT (Natural Killer T) ont la particularit¢ de co-exprimer le TCR,
caractéristique des cellules T, et le récepteur NKI1.1, caractéristique des cellules NK.
Comme les cellules NK, les NKT peuvent €tre activées par les DCs et participent au
transfert de la réponse innée vers la réponse adaptative. Elles sont capables d'une sécrétion
rapide, forte et de fagon tres polarisée de cytokines de type I (IFN-y) et II (IL-4). Les
cellules NKT reconnaissent un nombre limité d'antigenes. Ces antigeénes sont présentés par
les molécules non-polymorphiques apparentées au CMH et appelées CD1. Ces molécules de
CD1 sont fortement exprimées a la surface des DCs immatures et lient un ensemble restreint
d'épitopes inhabituels et essentiellement glycopeptidiques. Les cellules NKT sont capables
de contrdler le développement de la tumeur, voire d'induire sont rejet. Cependant, leur role
dans une réponse antigéne-spécifique reste a établir. Les cellules NKT semblent étre
importantes dans les phases d'initiation de la réponse immune et dans I'orientation Th1/Th2
de celle-ci.
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III — B . Les Lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (T reg) sont des suppresseurs professionnels de la
réponse immune. Représentant 5 a 10% des T CD4+, ils ont la particularité¢ d'exprimer
constitutivement le CD25. Ce récepteur n'est exprimé dans les autres lymphocytes T CD4+
qu'apres reconnaissance de l'antigéne et activation du TCR. Les lymphocytes T reg,
constitutivement CD4+CD25+, inhibent les cellules T autoréactives, prévenant ainsi des
maladies autoimmunes mais également des réponses antitumorales. Les T reg présentent
certaines caractéristiques trés conservées au cours de 1'évolution. Ils ont une capacité limitée
a proliférer, expriment de facon constitutive le récepteur CTLA-4 a leur surface et
produisent des cytokines immunosuppressives telles que I'IL-10 et le TGF-B. Un autre type
de lymphocyte T reg, cette fois-ci apparenté aux T CD8+, a également été isolé et exprime
CD8 en absence de CD28.

IV — Laa Vaccination

Le principe de I'immunisation active, c'est-a-dire la mise en place d'une immunité
protectrice et d'une mémoire immunitaire, a été€ découvert par les pratiques de variolisation
des le Xle siecle en Chine.

Au XVIlle siecle en Europe, Daniel Bernoulli démontra que, malgré les risques, la
généralisation de cet acte médical allongeait de trois ans 1'espérance de vie a la naissance. Il
avait également été observé, sans se l'expliquer, que les vachers atteints de vaccine, une
maladie bénigne transmise par leurs vaches, étaient protégés contre la variole.

Ainsi en 1796, Edward Jenner inocule le virus de la vaccine a un enfant. Celui-ci
s’avérera immunisé contre la variole apres trois mois d'incubation. Le premier « vaccin »
¢tait né. Il faudra attendre les travaux de Robert Koch sur la relation entre microbes et
infections, puis ceux de Louis Pasteur et de ses collaborateurs Roux et Duclaux, pour que le
principe d'action de la vaccination soit établit.

En 1881, Pasteur vaccine un troupeau de moutons contre le choléra, et en 1885 il met
au point le vaccin contre la rage. Depuis, de nombreux autres principes vaccinaux ont été
développés.

29



En fonction du type de principe actif utilisé, on peut distinguer les vaccins antiviraux
ou antibactériens utilisant :
* des organismes pathogénes entiers :
o virus ou bactéries atténues: Bacille de Calmette-Guérin ou BCG
(Mycobacterium bovis) contre la tuberculose,
o virus ou bactéries inactivés par la chaleur ou par voie chimige comme
l'utilisation du formaldéhyde : Coqueluche,
* des macromolécules purifiées :
o polysaccharides : Méningite, pneumonie a pneumocoques,
o toxoides : tétanos,
o protéines recombinantes : Hépatite B (HBsAg)
o peptides synthétiques,
o acides nucléiques : ADN ou ARN,
* des organismes modifiés :
o virus dérives de la vaccine, du polyovirus,
o souches bactériennes atténuées dérivées de Salmonella typhimurium
o cellules dendritiques chargées.

Les progres de la médecine laissent envisager aujourd'’hui deux grandes familles de
vaccins : les vaccins préventifs et les vaccins thérapeutiques. L'objectif d'un vaccin préventif
est de protéger la population contre la maladie avant tout contact avec le pathogene. 11 s'agit
donc d'éduquer le systéme immunitaire pour qu'il reconnaisse un pathogéne avant
l'apparition de symptomes et qu'il puisse 1'éliminer définitivement. Ce vaccin est ainsi
administré a un sujet « sain » afin que son intégrité soit préservée. Le vaccin thérapeutique
est lui administré dans un contexte pathologique. Il a pour objectif de guérir le sujet atteint
en stimulant son systéme immunitaire pour permettre d'enrayer la progression de la maladie,
voire de 1'éradiquer.

Enfin, dans les stratégies vaccinales, deux approches distinctes peuvent étre
envisagees. La premicre consiste a l'injection directe de particules antigéniques au sujet.
Cette stratégie (in vivo), simple dans son acte, est la plus commune et la plus adaptée aux
vaccins préventifs. La seconde stratégie, (ex vivo) plus contraignante, est plus dédiée aux
vaccins thérapeutiques. Par exemple, dans le cas d'une immunothérapie cellulaire, elle
consiste a prélever les DCs ou leurs précurseurs du patient et les mettre en culture afin de
procéder aux étapes de différenciation, de maturation et de chargement par 'antigéne. Ces
DCs modifiées sont ensuite réinjectées au patient. Cette approche est actuellement utilisée
pour le développement de vaccins antitumoraux.

30



Chapitre Il : Immunité et Cancer

I — Processus Tumoral

I — A :Définition d'une cellule cancéreuse

Une cellule cancéreuse est un clone cellulaire échappant aux lois de la prolifération
habituelle. Elle possede une capacité de reproduction au-dela des contraintes normales du
tissu d'origine c'est-a-dire une autonomie de production de signaux de croissance endogenes,
une croissance indépendante de signaux exogenes ou endogeénes, une insensibilité aux
signaux inhibiteurs de croissance (pas d'inhibition de contact) et une résistance a
l'apoptose[10]. Elle est capable de coloniser des territoires tissulaires réservés a d'autres
cellules, et bénéficie d'une angiogenése activée et prolongée. Au cours des divisions
cellulaires, une cellule modifie son génome. L'accumulation des mutations successives
aboutit a une cellule proprement dite "cancéreuse". On la reconnait a I'examen
microscopique sur ses criteres morphologiques. C'est I'agencement de cellules anormales au
sein d'un tissu qui confirme le diagnostic de cancer. Dans ce cas, les cellules possédent
indifféremment: un noyau plus gros que dans une cellule normale avec des anomalies de
forme, des anomalies du nombre de nucléoles, un cytoplasme plus basophile et vacuolisé.

I — B :Différents types de cancers humains

I1 existe plus de cent formes distinctes de cancers. Les carcinomes sont des cancers
issus de cellules épithéliales et correspondent a plus de 90% des cancers humains. Les
sarcomes proviennent du tissu conjonctif ou de cellules musculaires, les leucémies sont des
cancers des cellules hématopoiétiques. Il existe également des cancers des cellules
nerveuses. Les cancers provenant de types cellulaires différents donneront des maladies
différentes, par exemple, un carcinome des cellules basales de 1'épiderme entrainera la
syntheése de cytokératine, sera localement envahissant et produira peu de métastases, alors
qu'un mélanome, cancer d'une cellule pigmentaire de la peau, entrainera la synthése de
pigments, et produira de nombreuses métastases précoces.
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I — C :Origine Monoclonale et Génétique

Les cancers ont une origine monoclonale. Une tumeur sera visible aux rayons X au
seuil de 10° cellules et sera palpable a partir de 10° cellules. Dans toutes les cellules d'un
méme cancer, il existe une anomalie génétique commune, variable suivant les cancers. Par
exemple, comme dans la leucémie myéloide chronique, un réarrangement génique qui
entraine une perte de controle sur certains genes (Figure 11).

chr 9q+
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chr 22 chr 22q-(Ph)
ber % ber-abl g
abl

Présence du « chromosome Philadelphie » dans
tous les leucocytes leucémiques
Suivant les individus le site de translocation differe
légérement

Figure 11 : Schéma représentatif de la translocation
entre les chromosomes 9 et 22 dans la leucémie
myéloide chronique [64]

Les cancers ont donc une origine génétique. Pour preuve, on peut citer la relation
entre carcinogenese et mutagenese : le test de Ames (Figure 12) en est un bon exemple. Il
s'agit d'un test biologique permettant de déterminer le potentiel mutagéne d'un composé
chimique. Les cancers étant souvent liés a des dommages causés dans I'ADN, ce test rapide
est donc utilisé afin d'estimer le potentiel cancérigene d'une substance. Le protocole fut
décrit dans une série de publications au début des années 1970 par Bruce Ames et son
équipe de I'Université de Californie, Berkeley. Le principe de ce test repose sur différentes
souches bactériennes de Salmonella typhimurium portant des mutations dans les genes
nécessaires a la synthése de l'histidine. Ainsi, celles-ci sont donc auxotrophes pour
I'histidine et requiert par conséquent un apport d'histidine pour se développer. Le test permet
donc d'évaluer la facilit¢ que posséde une substance a induire une réversion de la souche
auxotrophe.
Dans le cas d'une substance mutageéne, on observe ainsi l'apparition de souches
prototrophes, ne nécessitant plus d'histidine pour croitre mais d'un milieu minimum
seulement. Un extrait de foie de rat (appelé S9 Mix) est ajouté afin de simuler l'effet du
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métabolisme. En effet, certains composés comme le benzopyréne une fois métabolisés
induisent la formation de produits cancérigenes. Du S9 Mix de Hamster peut étre utilisé
pour entrainer la métabolisation de certains produits. Certains toxiques directs ne nécessitent
cependant pas d'activation métabolique avec du S9 Mix. On peut alors le remplacer par du
PBS.

Différentes souches de Salmonella typhimurium peuvent étre utilisées pour ce test.
Diftérents types de dommages a I'ADN peuvent ainsi étre observés en fonction des souches.
La souche TA98 qui est I'une des plus utilisée est plus sensible aux mutations qui affectent
le cadre de lecture. La souche TA100 est une souche plus sensible aux mutations de
substitutions. Comme Sal/monella est un organisme procaryote, il ne représente pas un
modele parfait pour I'Homme. Un modele in vitro plus adapté a été créé pour les cellules
eucaryotes, sur des cellules de levures par exemple.
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Figure 12 : Principe du test de Ames [65]
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Il existe donc des carcinogénes chimiques qui entrainent des remaniements localisés
de la séquence nucléotidique, comme ['aflatoxine, mycotoxine produite par des souches
d'Aspergillus, au pouvoir cancérigene ¢leveé (Figure 13), des rayonnements ionisants qui
peuvent induire des cassures et translocations des chromosomes, ainsi que des virus qui
introduisent de 'ADN étranger dans les cellules.

H o OCHj3
Aflatoxine2,3-epoxyde

>
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Carcinogéne lié a une
Guanine dans I'ADN

Figure 13 : Action de l'aflatoxine sur I'ADN [1]

Les cancers sont donc les produits de multiples facteurs de 1'environnement. Chaque
¢tape de la cancérogenese est gouvernée par une multitude d'éléments : la génétique de
lI'individu, l'environnement, le mode de vie. Les facteurs environnementaux peuvent étre
difficile a identifier : il existe des initiateurs tumoraux mutagenes (aflatoxine, carcinogénes
de la cigarette comme le benzopyrene...) ainsi que des promoteurs tumoraux (exposition
aux hormones de la reproduction pour la femme, stimulation immunologique...) (Figure 14).
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L'exposition d'un géne a un initiateur et a un promoteur tumoral entrainera
l'apparition d'un cancer. Si l'exposition a un initiateur mutageéne intervient apres celle au
promoteur, il n'y aura pas de développement de cancer. Il en est de méme si I'exposition au
promoteur est ¢loignée dans le temps. L'effet du promoteur peut par contre étre remplacé par
une exposition répétée a un initiateur.

I - D : Cancérogenese

La cancérogenese se réalise en plusieurs étapes dont certaines sont irréversibles,
d'autres réversibles[11]. Tout d'abord, 1'initiation. C'est la premiére phase. Elle ne concerne
qu'une seule cellule. Elle rend la cellule immortelle. On suppose que cette phase n'est due
qu'a un seul facteur (chimique, physique, ou génétique) et que ce phénomene ne survient
qu'une seule fois. Puis, survient I'é¢tape de promotion : Au cours de la deuxiéme phase, la
cellule acquiert par mutations successives, les caractéristiques qui lui permettent de créer
un cancer. Ces étapes peuvent étre réversibles, et sont modulées par des nombreux facteurs
immunitaires, hormonaux. Enfin, I'é¢tape de progression cellulaire : Pendant cette phase, les
cellules filles de la cellule transformée sont sélectionnées pour donner des clones plus
malins et pour acquérir des propriétés leur permettant par exemple de métastaser (Figure
15).
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A partir de l'initiation, il faut attendre 30 temps de doublement (multiplication) pour
que la tumeur soit décelable cliniquement et seulement 10 temps de doublement
supplémentaire pour aboutir finalement a la mort du malade et ce, quelles que soient les
complications éventuelles. La phase clinique de la maladie est donc beaucoup plus courte
que la phase préalable inconnue de la maladie. Au début la croissance est lente. Elle
correspond a la croissance des cellules filles: promotion. Puis avec la progression, les
cellules deviennent plus malignes et croissent plus rapidement. A la fin de la phase clinique,
les tumeurs peuvent se nécroser et, par leur taille, étre moins facilement nourries. Il y a plus
de pertes cellulaires et, paradoxalement, la croissance est moins rapide [10].

Chimie
INITIATION PROMOTION PROGRESSION
- @ @ S
Vi Cellule Cellule Lésion Tumeur
rus normale initige précancéreuss maligne
Figure 15 : Schéma représentatif de la cancerogenese [66]

La cinétique des tumeurs humaines est étudiée a partir de cancers d'organes faciles
d'acces comme le cancer du col utérin dépisté par frottis. La multiplication des cellules, puis
leur non-différentiation, aboutissent a des métaplasies. Cette période correspond a une phase
réversible. Le cancer in situ qui survient ultérieurement correspond a une phase devenue
irréversible mais ou la membrane basale du tissu cutané reste conservée. Enfin I'extension
aboutit au cancer invasif. A ce stade, les traitements locaux (chirurgie ou radiothérapie)
offrent la guérison. Certaines tumeurs restent au stade local, comme les cancers
basocellulaires de la peau, ce qui explique leur relative bénignité. Quand la tumeur grossit,
les possibilités pour les cellules malignes d'acquérir des propriétés métastatiques
augmentent. La premiére invasion se fait partiellement dans les ganglions drainant le
territoire lymphatique de la tumeur. C'est 1'envahissement loco-régional. Dans le cancer du
sein, par exemple, I'envahissement des ganglions axillaires est treés fréquent. C'est pour cela
que le curage ganglionnaire du creux axillaire est associé a 1'exérese de la tumeur. L'analyse
du prélevement aftine le pronostic et assure une meilleure adaptation de la thérapeutique. En
principe le traitement associe chirurgie et radiothérapie. Au cours de sa croissance, la
tumeur continue d'acquérir les possibilités de métastaser. Les cellules cancéreuses peuvent
migrer, survivre dans la circulation générale, s'implanter dans un organe a distance et
proliférer pour donner une nouvelle tumeur (Figure 16). Ces capacités sont données au
cours de mutations successives et sont donc plus fréquentes dans les plus grosses tumeurs.
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Selon le type de la tumeur primitive, certains organes sont plus volontiers atteints.
Cela dépend de Ia localisation des métastases, de leur situation vasculaire par rapport a
'organe atteint, de leur tropisme propre. Ainsi, le cancer du colon métastase en premier vers
le foie, le sarcome des os vers le poumon, le cancer du poumon a de trés fréquentes
métastases dans les surrénales et le cerveau. Lorsqu'une tumeur a acquis le capacit¢ de
métastaser, le seul traitement curateur est général, c'est a dire par chimiothérapie.

Cancer in situ Cancer invasif Cancer métastatique

Figure 16 : Schéma représentatif de la migration de cellules cancéreuses

[67]

I - E : Néo-Angiogenése

L'angiogenése, du grec angeion (vaisseau) et genmesis (naissance), désigne un
ensemble de phénoménes multiples conduisant a la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir d'un réseau vasculaire préexistant.

Le phénomeéne d'angiogenése est exploité par les cellules tumorales pour apporter, via
le sang, I'oxygene et les nutriments qui sont nécessaires a leur croissance.

Judah Folkman, un chercheur américain (1933-2008) considéré comme le pere
fondateur des travaux portant sur l'angiogenese tumorale, a démontré que dans la premicre
¢tape de la prolifération, les cellules recoivent leur oxygene par une diffusion passive.
Quand la taille de la tumeur augmente, la perfusion passive d’oxygéne n'est alors plus
suffisante : pour croitre au-dela de 1 4 2 mm® (petites tumeurs infra-cliniques), une tumeur
doit recevoir de l'oxygene et des nutriments, sinon elle reste hypoxique (en manque
d'oxygene) et finalement se nécrose. La tumeur doit alors attirer a elle des vaisseaux
sanguins pour lui apporter I’oxygene nécessaire. Pour cela, les cellules tumorales vont
envoyer des signaux pour déclencher la formation de nouveaux vaisseaux.

L'angiogenése constitue une étape du développement de nombreux cancers, car la
capacité pour une tumeur cancéreuse de grossir et de métastaser est étroitement liée a la
prolifération des nouveaux vaisseaux sanguins qu'elle induit.
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L'endothélium vasculaire est la couche la plus interne des vaisseaux sanguins, celle
en contact avec le sang. Il est constitu¢ de cellules endothéliales. Alors que dans les tissus
normaux le réseau vasculaire est extrémement hiérarchisé, ce n'est pas le cas dans les
tumeurs. Des signaux proangiogéniques induisent une prolifération massive de cellules
endothéliales, ce qui explique que les tumeurs sont trés vascularisées. Mais ces réseaux
vasculaires sont extrémement denses et instables. En effet, méme si les tumeurs sont trés
vascularisées, elles ne sont pas pour autant extrémement bien perfusées, car ces réseaux ne
sont pas bien "finalisés". Par conséquent, il persiste en permanence dans ces tumeurs des
zones qui ne sont pas correctement vascularisées et qui continuent a étre hypoxiques
(manquer d'oxygene). Cette hétérogénéité tumorale est trés importante, car c'est elle qui
permet d'entretenir en permanence la formation de nouveaux vaisseaux [11].

Au cours du développement tumoral, différentes étapes se succedent (Figure 17) : un
stade précancéreux, la tumeur n'a pas besoin de vaisseaux sanguins, elle est avasculaire, un
stade malin (cancéreux) : un signal angiogénique (switch angiogénique) déclenche
'angiogenese suite au manque d'oxygene (hypoxie), une vascularisation de la tumeur qui
permet sa croissance, une invasion des cellules tumorales dans le réseau vasculaire, appelée
intravasation, des cellules tumorales circulent via les réseaux sanguins ou lymphatiques, des
métastases s'établissent dans des tissus distants, pour finir par un cycle d'induction de
l'angiogenese déclenché par ces métastases de manicre a €tre vascularisées et a proliférer.

Etapes auxquelles I'angiogenese joue un réle dans la progression tumorale
Figure 17 : Schéma représentatif des étapes du développement tumoral

[67]
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L'angiogenése est sous la dépendance du facteur de croissance vasculaire VEGF
(vascular endothelial growth factor), géne cible de HIF (hypoxia-inducible factor), dont la
finalité est d'augmenter le débit sanguin vers les tissus privés d'oxygene. Cette régulation de
l'angiogenese par HIF en réponse a 1'hypoxie est essentielle, non seulement au cours du
développement embryonnaire ou elle est vitale, mais aussi apres un accident ischémique
pour permettre la revascularisation d'un tissu (l'ischémie représente la diminution de 'apport
sanguin a un organe, par exemple lorsqu'un caillot sanguin obstrue une artere).
L'angiogenese est une des réponses physiologiques de sauvegarde mais qui, lorsqu'elle
survient au sein d'une tumeur, va étre délétere en favorisant la croissance tumorale.

Les cellules tumorales sont donc capables d’exprimer des facteurs de croissance
régulés par I'hypoxie. C'est le cas du facteur de croissance vasculaire VEGF qui est le
principal facteur activant la croissance des vaisseaux sanguins qui vont irriguer la masse de
cellules tumorales [11]. Le VEGF est sécrété¢ par la tumeur, il va agir sur les cellules
vasculaires, car elles expriment a leur surface une protéine appelée le récepteur du VEGEF, ce
sont les VEGFR de type 1, de type 2 ou de type 3. Ces récepteurs sont variablement
exprimés par les cellules endothéliales, vasculaires, lymphatiques et les précurseurs
myé¢loides. Le VEGFR2, majoritaire sur les cellules endothéliales vasculaires, est
fonctionnellement le plus important car il permet la prolifération, I’invasion, la migration, la
survie et 1’activation de ces cellules ainsi que 1’augmentation de la perméabilité¢ des
vaisseaux.

En situation physiologique de normoxie, la sous unité alpha de la protéine HIF est
hydroxylée par les proline et asparagine hydroxylases. HIF alpha est ainsi complexé par les
ubiquitines grace a la protéine VHL. La formation de ce complexe aboutit a la destruction
de HIF alpha par le protéasome. En situation d’hypoxie ou en cas de mutation d’HIF alpha,
I’hydroxylation est impossible et les sous unités alpha et beta d’HIF peuvent s’associer. La
translocation nucléaire d’HIF alpha + beta permet son interaction avec des promoteurs de
gene codant les facteurs pro-angiogéniques tels VEGF ou PDGF. Dans les cellules
cancéreuses et le stroma tumoral la production de VEGF est régulée par des facteurs
environnementaux et des cytokines (hypoxie, EGF, PDGEF...) via des voies de signalisations
intracellulaires (Src, HIF,Akt...). Ces voies régulent la transcription d’oncogenes et des
genes suppresseurs de tumeurs (Ras, PTEN, VHL...).
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II — Réponse Immunitaire Anti-tumorale

II — A :Réponse Immune et Cancer

Les tumeurs sont potentiellement immunogeénes. En effet, l'instabilité génique des
cellules tumorales se traduit par l'accumulation de mutations, de translocations et de
délétions provoquant l'expression d'antigénes normalement réprimés et produisant de
nouveaux peptides antigéniques. Par ailleurs, l'instabilité épigénétique de ces cellules induit
la surexpression de certains génes dépassant ainsi le seuil d'alerte du systéme immunitaire.

Les effecteurs du systtme immunitaire (lymphocytes T cytotoxiques CD8+ ou
auxiliaires CD4+) reconnaissent par l'intermédiaire de leur récepteur T (TCR) les peptides
antigéniques associés au CMH et présentés a la surface des cellules tumorales. Le
développement in vivo d'une réponse immunitaire spontanée dirigée contre les tumeurs ou
induite a des fins thérapeutiques repose sur 'existence des antigénes tumoraux et I'efficacité
de leur présentation aux effecteurs du systtme immunitaire. Malheureusement, cette réponse
reste inefficace pour un grand nombre de tumeurs. Il apparait ainsi nécessaire de prendre
¢galement en considération un autre déterminant essentiel de la réponse immunitaire
antitumorale qui est la susceptibilité tumorale a la lyse par les effecteurs cytotoxiques
(Iymphocytes T CDS8+ et cellules tueuses natural killer ou NK). En effet, l'instabilité
génétique des cellules tumorales combinée a la pression de sélection exercée par le systéme
immunitaire conduisent a I'émergence au sein des tumeurs de variants résistants a la réponse
immune.

Les cellules et les médiateurs du systéme immunitaire interagissent entre eux au ceeur
d'un réseau dynamique, afin d'assurer a l'organisme une protection continue contre les
agressions, tout en maintenant la tolérance vis-a-vis du « soi »[12]. La réponse immunitaire
innée (ou naturelle) constitue la premiere ligne de défense et fait intervenir des barriéres
physiques (épithéliums digestif, bronchique et urogénital), une composante cellulaire
(cellules tueuses : NK, neutrophiles et macrophages) ainsi qu'une composante humorale (le
complément). Elle est suivie d'une réponse immune adaptative (ou spécifique) qui se
caractérise par une mémoire immunologique permettant une destruction plus efficace et plus
rapide lors d'un second contact avec le méme agent pathogéne. Les cellules de la réponse
immunitaire innée, telles que les granulocytes, les macrophages et les NK, expriment des
récepteurs de surface dits PRR (Pattern Recognition Receptor) par le biais desquels elles
reconnaissent certains motifs conservés PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern),
absents a la surface des cellules du soi. Les PRR sont impliqués soit dans la reconnaissance
(scavenger receptors, lectines de type C), soit dans l'activation cellulaire (TLR ou 7o/l-like
Receptor) (Figure 18). La sécrétion de facteurs pro-inflammatoires et la présentation
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antigénique sont alors augmentées, induisant 'amplification du recrutement et de I'activation
lymphocytaire. De méme, 'activation du complément induit le recrutement de cellules de la
réponse innée, via des interactions avec ses récepteurs et la lyse de cellules anormales. Ces
différentes voies d'activation de la réponse innée non seulement constituent la premicre
ligne de défense contre les agents pathogeénes, mais sont également impliquées dans
l'activation et la modulation de réponses immunes plus spécifiques et adaptées.
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Figure 18 : Réponse Immune Antitumorale [13]

Il existe un concept : celui de I'i'mmunosurveillance des cancers [13]. Celui-ci a été
initialement émis par Paul Ehrlich et William Coley au début du sie¢cle dernier. Ses bases
fondamentales ont été établies quelques années plus tard par Burnet et Thomas, qui ont émis
alors 1'hypothese selon laquelle les lymphocytes T joueraient un rdle essentiel dans la
reconnaissance et l'élimination permanentes des cellules tumorales. Cependant, ce n'est
qu'avec le développement de nouvelles technologies telles que le ciblage de génes et la
génération de souris transgéniques (invalidées pour l'expression de certains genes), que cette
hypothese a réellement pu étre validée. De nombreux travaux ont démontré l'implication des
lymphocytes T dans la réponse immunitaire antitumorale. Des expériences menées chez
I'Homme ainsi que dans des modeles expérimentaux montrent que ces lymphocytes, en
particulier les lymphocytes T CD8, constituent des effecteurs cellulaires essentiels pour le
controle et I'¢limination des tumeurs.
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L'infiltration des tumeurs par les lymphocytes T capables d'éliminer les cellules
cancéreuses est désormais clairement admise. Des études épidémiologiques soulignent une
corrélation positive entre la présence d'infiltrats lymphocytaires au sein de la tumeur et la
survie globale des patients. En effet, sur plus de 500 patients atteints de mélanome primitif,
Clark et al. montrent que les individus dont la tumeur est fortement infiltrée par les
lymphocytes T CD8+ survivent jusqu'a trois fois plus que les malades chez qui aucune
infiltration n'est observée. Des observations similaires ont été faites dans différents types de
cancers.

Bien qu'il ait été initialement montré une augmentation de l'incidence de certains
cancers chez les individus immunodéprimés, il a été par la suite démontré que ces tumeurs
présentaient pour la plupart une origine virale (virus d'Epstein-Barr, virus de 1'herpes,
papillomavirus) reflétant la susceptibilité accrue de ces patients aux infections. Néanmoins,
un risque plus élevé de développer des cancers ne présentant pas a priori d'étiologie virale
comme des cancers du poumon, du rein, du colon, du pancréas et des mélanomes a été
observé chez de nombreux patients immunodéprimés suite a une greffe d'organe (rein,
poumon). De plus, I'hypothése que l'action de drogues immunosuppressives est directement
responsable de I'augmentation de 1'incidence des cancers est consolidée par le fait que des
patients recevant de telles thérapies pour d'autres pathologies, telles les maladies auto-
immunes (arthrites thumatoides ou lupus érythémateux systémique), présentent les mémes
risques de développer un cancer. L'ensemble de ces études supporte le concept selon lequel
le systtme immunitaire est capable de détecter et d'éliminer des cellules tumorales.
Néanmoins, des variants résistants a la réponse immune émergent au sein des tumeurs. Ces
variants constituent un obstacle important pour l'efficacité des protocoles d'immunothérapie
antitumorale.

La théorie de I'immunoediting des cancers [14], ou théorie des trois E, a été émise par
Schreiber et al. suite aux découvertes révélant que le phénotype immunogéne d'une tumeur
est constamment faconné par les contraintes immunologiques environnantes, méme apres
'émergence de variants résistants. Dans ces conditions, la progression tumorale semble sous
le contrdle de trois phases distinctes : I'¢limination, 1'équilibre et 1'échappement.

L'immunoediting assimile le concept d'immunosurveillance a une phase de détection
et d'éradication des tumeurs appelée phase d'élimination. Elle est suivie par une période de
latence, dite d'équilibre, la plus longue des trois phases, pouvant durer plusieurs années chez
I'homme. Les variants émergents portent de nombreuses mutations leur conférant une plus
haute résistance aux attaques par le syst¢tme immunitaire. Le scénario clinique qui démontre
vraisemblablement I'existence de ce processus d'équilibre chez 'homme est la transmission
de tumeurs de donneurs d'organes a des individus receveurs a l'issu d'une greffe.
L'immunodéficience des personnes transplantées faciliterait donc la croissance rapide et
progressive des tumeurs initialement maintenues en équilibre par le systéme immunitaire
efficace des donneurs.

A l'issue du processus d'équilibre, une tumeur pourrait esquiver complétement la

surveillance et la pression exercée par le systtme immunitaire pour entrer dans la phase
finale : 1'échappement. Au cours de cette phase, les variants tumoraux résistants se
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développent dans un environnement immunologiquement intact. Cette bréche dans le
systtme immunitaire se produit sans doute lorsque les changements génétiques et
épigénétiques ont conféré a ces variants tumoraux une résistance suffisante pour échapper a
la détection et a 1'élimination mais aussi lorsque la tumeur induit un état de tolérance
immunologique favorable a son expansion.

Une conséquence importante du concept d'immunoediting est l'immunorésistance
intrinséque de la plupart des tumeurs se développant chez un individu immunocompétent
apres acquisition des caractéristiques leur permettant d'échapper a l'immunosurveillance
(Figure 19).
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Figure 19 : Caractéristiques des cellules tumorales [10]

De nombreux travaux ont mis en évidence différents mécanismes moléculaires
permettant a la tumeur d'échapper ou d'interférer avec la réponse immunitaire antitumorale.
Ces mécanismes d'échappement peuvent €tre classés en plusieurs catégories, selon qu'ils
soient 1nhérents aux cellules cancéreuses, au micro-environnement tumoral ou aux
effecteurs du systéeme immunitaire.
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* Meécanismes inhérents aux cellules tumorales

La présentation antigénique par les molécules du CMH est cruciale a la fois dans
I'induction et le maintien de la réponse T cytotoxique [2]. Des altérations de l'apprétement
et/ou de la présentation du peptide antigénique ont été fréquemment rapportées dans de
nombreuses tumeurs.

L'expression des antigénes tumoraux par les cellules tumorales est souvent
hétérogéne, méme au sein de tumeurs de méme type histologique. La diminution de
l'expression de ces antigénes est souvent corrélée a une progression de la maladie. En outre,
la perte totale d'expression d'antigénes tumoraux a €té décrite comme un mécanisme majeur
d'échappement tumoral a la réponse immunitaire T induite par des approches
immunothérapeutiques. Ce phénomene a été particuliecrement bien démontré chez des
patients atteints de mélanome, présentant des métastases récurrentes et traités par un
transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques de l'antigéne MARTI. L'échappement
tumoral a la lyse dans ce cas s'explique par 1'émergence de variants résistants ne présentant
pas le peptide antigénique dominant contre lequel la réponse spécifique s'est établie. De
plus, la perte d'expression des molécules CMH-I est observée dans divers types de tumeurs
tels que le mélanome, le carcinome colorectal et le cancer du sein. Le déficience en CMH-I
permet aux cellules tumorales d'échapper a la lyse induite par les CTLs. Cette déficience
peut étre totale (altération de la synthése de la B2-microglobuline) ou n'affecter qu'un
haplotype (perte d'un fragment du chromosome 6), un locus (défaut de transcription) voir
méme un seul alléle (mutation spécifique). Dans certains cas, on assiste uniquement a une
diminution d'expression des molécules CMH-I due a des défauts au niveau des genes du
CMH, de l'apprétement antigénique ou encore du transport des peptides.

La susceptibilité de la cellule tumorale a la lyse demeure inéluctablement un élément
déterminant qui conditionne l'efficacité de la réponse immunitaire antitumorale. Plusieurs
mécanismes de résistance tumorale aux fonctions cytotoxiques des CTLs et des cellules NK,
impliquant particulierement la voie perforine-granzyme et la voie des récepteurs a domaine
de mort, ont été décrits a ce jour (Figure 20).
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La résistance a la lyse tumorale induite par des effecteurs cytotoxiques via la voie
perforine-granzyme a ¢été démontrée dans différents modeles tumoraux. Les mécanismes
régissant cette résistance interferent avec les voies de signalisation pro-apoptotiques menant
habituellement a la mort par apoptose des cellules cibles [10]. Des travaux ont ainsi mis en
évidence 1'échappement a la lyse spécifique des tumeurs exprimant la serpine PL9/SP16, un
inhibiteur cellulaire de granzyme B. En effet, il a ét¢ démontré que l'expression de cet
inhibiteur par les cellules tumorales constitue un moyen d'échappement a la lyse aussi bien
in vitro que in vivo. Ainsi, l'expression de 'ARNm de PL9 ou de son homologue murin
SP16 a été retrouvée dans certaines lignées tumorales humaines (mélanomes, carcinomes
cervicaux, du coélon et mammaires) et murines (carcinomes du cdlon et du poumon)
respectivement. De plus, chez I'homme, I'expression de la serpine in vivo a été retrouvée
dans 39% des lymphomes T, 27% des lymphomes B et 10% des lymphomes hodgkiniens.
De maniére plus générale, dlfferentes altérations des voies de signalisation pro-apoptotiques
mitochondriales, fréquemment observées au niveau des cellules cancéreuses, sont
susceptibles d'altérer la lyse tumorale induite par la voie perforine-granzyme et de permettre
ainsi 1'échappement de la tumeur.
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Une résistance a l'apoptose induite par la voie impliquant le récepteur Fas, suite a
I'engagement de Fas avec son ligand FasL inductible a la surface des cellules immunitaires
effectrices, a été mise en évidence dans un grand nombre de tumeurs. Plusieurs mécanismes
ont ainsi €té décrits, parmi lesquels un défaut d'expression de Fas au niveau des cellules
tumorales. En effet, il a ét¢ montré que cette expression est fréquemment diminuée, voire
totalement absente, dans plusieurs types de tumeurs aussi bien hématologiques que solides.
De plus, des niveaux élevés de Fas solubles, interférant avec Fas membranaire, ont été
retrouvés dans les sérums de patients atteints de lymphomes T ou de tumeurs solides. Enfin,
un réle dans la résistance a la lyse de la molécule cFLIP, protéine cytoplasmique anti-
apoptotique, a ét¢ démontré. En effet, cFLIP agit comme un dominant négatif, inhibiteur de
la caspase 8 prévenant ainsi l'apoptose induite par la voie Fas/FasL.

*  Micro-environnement tumoral

La croissance incontrélée des cancers malins, 1'invasion des tissus de I'hote et, par
conséquent, l'apparition de métastases s'accompagnent de signaux pro-inflammatoires,
généralement sous forme de sécrétion de cytokines et de chimiokines, principaux inducteurs
des réponses innées et adaptative. Malgré les conséquences inflammatoires et immunogénes
potentielles de I'envahissement tumoral, le systéme immunitaire reste souvent tolérant vis-a-
vis de 1'établissement des cancers. En effet, les tumeurs sont capables de moduler les
réponses inflammatoires chroniques empéchant ainsi la mise en place de la phase
d'élimination et favorisant l'accroissement des processus de transformation et de croissance
des cellules malignes[10].

L'activation de NFxB au niveau des cellules immunitaires infiltrant les tumeurs,
induit la production de diverses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, dont certaines
favorisent la prolifération des tumeurs et leur conférent un effet anti-apoptotique. Il s'agit de
cytokines telles que le TNK, 1'IL.1, I'[L6 et le CSF1 (colony stimulating factor 1), ainsi que
de multiples chimiokines telles que I'IL8. De plus, 1'activation de NFxB peut dans certains
cas induire la production de molécules chimiques hautement réactives telles que le NO,
ROS (reactive oxygen species) et les peroxynitrites, imposant un stress oxydatif aux cellules
tumorales adjacentes a caractére tumoricide ou carcinogene via l'induction de dommages a
I'ADN. Contrairement a la réponse inflammatoire liée a une infection virale ou bactérienne,
celle associée aux tumeurs ne semble pas recruter les systémes immuns inné et adaptatif et
peut étre aussi bien néfaste que bénéfique au développement tumoral.

De nombreuses données plaident en faveur d'un échappement des tumeurs da a une
inhibition d'émission de signaux de danger empéchant l'agencement de toute réponse
immune antitumorale. Stat3, la voie oncogeéne de signalisation la plus étudiée, permet la
modulation du systtme immun et l'invasion tumorale. En effet, Stat3 est exprimée de
maniere constitutive dans les cellules tumorales ou elle régule négativement 1'inflammation,
favorise la prolifération cellulaire et prévient l'apoptose. Son activation stimule la
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transcription de geénes clés dans le processus de transformation, comme les génes régulant le
cycle cellulaire, les geénes pro-angiogéniques et anti-apoptotiques. Cette voie de
signalisation inhibe également la sécrétion par les cellules cancéreuses de TNFa, IFNf, IP10
et RANTES, prévenant ainsi la mobilisation d'effecteurs immuns. De plus, 'activation de
Stat3 dans les cellules immunitaires infiltrantes est déterminante et conduit a une
modulation des réponses innées et adaptatives. L'inhibition de la réponse innée et de la
maturation des DCs par Stat3 contribue a I'échec de sensibilisation et du recrutement des
lymphocytes T spécifiques de la tumeur. Enfin, la voie Stat3 guide la transformation des
cellules my¢loides immatures iMC en cellules myéloides suppressives MSC et prévient leur
différenciation en DC présentatrices d'antigénes et par conséquent la mise en place d'une
réponse T spécifique.

Le TGFB (transforming growth factor beta) sécrété par de nombreuses tumeurs
humaines, posséde des caractéristiques inhibitrices modulant négativement les réponses
immunes antitumorales. C'est un inhibiteur de la prolifération cellulaire induisant I'arrét du
cycle cellulaire en phase G1. Des mutations survenant au niveau de la voie de signalisation
du TGFB permettent une prolifération incontrdlée des cellules tumorales dans plusieurs
cancers. De plus, la sécrétion de TGFp par les cellules cancéreuses est considérablement
amplifi¢e, elle contribue a l'invasion tumorale et stimule l'angiogenese. Dans le cadre
d'implantation et de croissance tumorale, le TGFP a des conséquences négatives sur le
pronostic de I'évolution de la maladie. D'un point de vue immunologique, des études menées
in vivo et in vitro montrent qu'il atténue l'acquisition des fonctions effectrices par les
cellules T CD8+ et proposent des stratégies thérapeutiques basées sur I'inhibition de la voie
de signalisation de cette cytokine.

*  Mécanismes inhérents au systéeme immunitaire ou tolérance

Dans un contexte tumoral, la tolérance aux tumor associated antigens (TAA) diminue
considérablement la pression immunologique et favorise 1'échappement des tumeurs au
systéme immunitaire. Bien que la mise en place d'une réponse efficace, corrélée a une
absence de la progression de la maladie, soit observée chez certains patients, chez d'autres,
des métastases progressent alors méme que les lymphocytes T CD8+, présents dans la
tumeur, se révelent cytotoxiques a 1'égard des cellules tumorales autologues in vitro. Dans
ces conditions, il est inévitable d'admettre 1'existence de tolérance a 1'antigéne in vivo. Les
mécanismes de tolérance périphérique sont au nombre de quatre : l'ignorance, l'anergie,
l'apoptose et la suppression par régulation négative [10].

Les lymphocytes T naifs ne reconnaissent un antigéne que s'il est présenté par des
DC. L'induction de la tolérance périphérique est la conséquence d'une présentation
antigénique par des DC immatures, en 'absence de signaux de danger. C'est souvent le cas
des DC infiltrant les tumeurs, caractérisées par une faible production de cytokines pro-
inflammatoires et une faible expression des molécules CD86 et CMH-II. Différents signaux
oncogenes exerces par les cellules tumorales ainsi que la voie Stat3 contribuent a I'inhibition
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de l'activation des DC. Il a été montré que la signalisation constitutive via BRAF (v-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B1) est a l'origine du relargage de facteurs
inhibiteurs contrélant I'activation des DC dans le mélanome.

L'anergie lymphocytaire est l'incapacit¢ fonctionnelle des lymphocytes T naifs
activés par un antigene a proliférer lorsqu'ils sont restimulés par ce méme antigeéne. Il est
maintenant clairement admis que l'activation totale des cellules T nécessite deux types de
signaux : la reconnaissance du complexe CMH-peptide et un signal costimulateur. Le
blocage de ce dernier inhibe l'activation des lymphocytes T et induit un état d'insensibilité
spécifique a I'antigene. In vivo, cet état se traduit par une importante inhibition de la réponse
immune observée dans des modeles expérimentaux. Ainsi, une absence d'expression de
molécules de costimulation telles que B7-1 et B7-2 par les cellules cancéreuses pourrait
conduire a une anergie des cellules T.

Deux mécanismes sont impliqués dans la délétion des lymphocytes T spécifiques de
'antigene [12]. Le premier repose sur l'expression par les cellules tumorales de FasL en
I'absence de facteurs de croissance (IL2, IL4, IL15 ...). Selon ce modéle de « contre-
attaque », de nombreuses tumeurs exprimeraient FasL (lymphomes, carcinomes
pulmonaires, mélanomes...) et induiraient l'apoptose des cellules T via le récepteur Fas.
Néanmoins, de nombreux travaux contestent ce modele, faisant douter de sa pertinence in
vivo. Le second mécanisme correspond au phénomeéne de mort lymphocytaire induite par
l'activation ou AICD. En effet, les cellules T activées expriment fortement FasL. Cette forte
expression entraine leur propre mort (suicide) ou la mort des cellules T environnantes. Il
semble donc que la stimulation continue des lymphocytes T antitumoraux par les cellules
cibles puisse aboutir a la délétion de ces effecteurs par AICD. En effet, il a ét¢ démontré
chez des patients atteints de leucémie myéloide chronique la délétion sélective par AICD de
CTL de haute avidité spécifique du peptide PR1.

Un grand intérét a été dernierement porteé sur les lymphocytes T CD4+ CD25- (Treg).
Cette population lymphocytaire se caractérise par la sécrétion de cytokines
immunosuppressives (TGFp et IL10) et par l'expression de molécules de surface telles que
Lag3 (lymphocyte activation gene-3), CTLA4 et GITR (glucocorticoid induced TNF
receptor). Ces cellules inhibent apres contact cellulaire 1'activation et la prolifération des
lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques ainsi que la production d'IL2. De plus, certaines
cellules Treg expriment PD1 qui, en s'engageant avec son ligand B7-H1, induit l'inhibition
de la production d'IL12 par les DC my¢loides, réduisant ainsi leur capacité a induire une
réponse immune efficace.
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II — B : Les Antigenes Tumoraux

Quelle que soit la stratégie envisagée dans le développement d'un vaccin antitumoral,
la détermination de l'antigéne qui sera la cible du systtme immunitaire est un point
essentiel. Il est donc nécessaire de connaitre les mécanismes d'oncogenese et les profils
d'expression des antigénes tumoraux.

Les cellules tumorales sont caractérisées par une expression dérégulée de génes ou
des mutations affectant leur fonction. Selon le cas, ces génes conduisent a une production de
protéines anormales, & la surexpression de protéines normales ou encore a I'expression de
nouvelles protéines. Le protéasome des cellules cancéreuses va dégrader ces protéines et
permettre de présenter des peptides liés au CMH-I a leur surface. Parallélement, les corps
apoptotiques issus des cellules cancéreuses mortes vont étre phagocytés par les APC. Des
peptides seront présentés via le CMH-II selon la présentation exogene classique et par le
CMH-I dans le cas de la présentation croisée. Ces mécanismes d'apprétement permettront
l'initiation de la réponse immune. Trois grandes catégories d'antigénes associés a des
tumeurs ou TAA peuvent étre définies en fonction des types de dérégulation et de leur profil
d'expression.

1 — Les antigénes codés par des génes mutés ou anormalement
exprimés

La catégorie la plus commune d'antigénes tumoraux correspond a des protéines
issues de génes mutés ou anormalement exprimés. Ces génes sont classiquement associés a
un phénotype « malin ».

1-1: Les antigénes « uniques » codés par des génes mutés

Ces antigeénes ont été identifiés au niveau de la séquence de protéines impliquées
dans la régulation du cycle cellulaire (CDK4), le contrdle de la prolifération (-caténine) ou
I'induction de I'apoptose (CASP-8) [15]. Certaines mutations au niveau des produits du
proto-oncogéne ras ou du gene suppresseur de tumeurs p53 sont reconnues par des
lymphocytes T CD4+ et CD8+. D'autres antigeénes de cette catégorie sont des protéines
virales. En effet, certains virus sont liés a I'apparition de tumeurs. Le papillomavirus humain
(HPV) peut étre impliqué dans le cancer du col de 1'utérus (protéines E6 et E7), le virus
d'Epstein Barr (EBV) dans les lymphomes (protéines BARF0O, LMP2) ou encore le virus de
I'hépatite B dans les tumeurs hépatiques. Ces antigénes associés aux tumeurs issus de
mutations ou d'origine virale pourraient é&tre des candidats intéressants pour
I'immunothérapie.
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1 -2 : Les antigénes non mutés surexprimés

Ces antigénes ubiquitaires sont surexprimés spécifiquement dans un nombre
important de cellules tumorales d'origines variées. Ils sont produits dans les cellules
normales a des niveaux particulierement faibles, dits cryptiques. Pour cette raison, les CTL
spécifiques de ces antigenes reconnaissent les cellules tumorales mais pas les cellules
saines. En effet, un seuil d'expression minimal de I'antigéne semble étre nécessaire pour la
reconnaissance par les CTL. Un antigéne typique de cette catégorie est la protéine HER-
2/neu dont le gene est exprimé dans les tissus normaux et surexprimé dans environ 30% des
cancers du sein et de l'ovaire. Des antigénes ont été identifiés par une approche prédictive.
Notamment, la sous-unité catalytique hTERT de la télomérase se trouve surexprimée dans
plus de 85% des cancers. Des résultats précliniques intéressants permettent d'envisager pour
cette catégorie d'antigénes une immunothérapie contre de nombreux types de cancers
d'origines histologiques variées. L'expression ubiquitaire de ces antigenes nécessite
cependant une étude attentive de 1'induction de réactions autoimmunes.

2 — Les antigénes tumeur-spécifiques

Cette catégorie d'antigénes se caractérise par une expression restreinte a un contexte
tumoral. Ces marqueurs « parfaits » d'atteinte tumorale restent cependant rares et les plus
connus sont ceux de la famille MAGE (Melanoma associated antigen) 1, 2 et 3, GAGE (G
antigen) et RAGE (Renal tumor antigen)[15]. La plupart des antigénes MAGE ont été
initialement décrits dans les cancers a mélanome mais de nombreux types de tumeurs
d'origines histologiques variées les expriment également. C'est le cas pour les carcinomes de
la zone téte/cou, les carcinomes hépatiques et mammaires. Par exemple, 48% des
mélanomes et 80% des carcinomes hépatiques expriment MAGE-1. Ils ne se trouvent pas
dans les tissus sains a l'exception des cellules germinales testiculaires ou de la rétine. Cette
expression spécifique des génes MAGE pourrait étre liée a une hypométhylation de I'ADN
génomique.

De par leur expression dans un nombre important de tumeurs d'origines variées, ces
antigénes sont des candidats privilégiés pour l'immunothérapie antitumorale. Leur
expression constitutive dans les testicules et la rétine n'est pas génante puisque, n'exprimant
pas ou peu de molécules du CMH, ces cellules ne peuvent pas présenter les épitopes de
MAGE au systéme immunitaire.
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3 — Les antigénes de différenciation

La plupart de ces antigénes ont été décrits dans le mélanome. Ils correspondent a la
réexpression d'une protéine caractéristique d'un stade plus précoce de la différenciation
cellulaire. Au cours du développement embryonnaire, les cellules neuroectodermiques qui
se différencient en mélanocytes expriment de nouvelles protéines. Leur expression va
s'¢teindre durant les étapes successives de différenciation vers les mélanocytes matures.
Dans le cas du mélanome, on constate une augmentation ou une production anormale de ces
protéines de la lignée mélanocytaire, et la mise en place dune réponse cellulaire cytotoxique
anti-mélanome dirigée contre certains de leurs épitopes. Les protéines MART-1/Melan-A,
gp100, tyrosinase ou encore TRP-1 et TRP-2 font partie de ces antigénes spécifiques[16].
La réponse immune déclenchée peut affecter des mélanocytes sains et engendrer une
décoloration de la peau. Cette réponse auto-immune associée a la présence des CTLs
réactifs chez des individus sains témoigne d'un mécanisme de rupture de la tolérance
périphérique. En l'absence de pathologie, ces protéines sont exprimées de facon cryptique
(non présentées au systéme immunitaire ou présentées en absence de costimulation) et
induisent une tolérance périphérique par anergie des lymphocytes T réactifs. Lors de leur
surexpression, une présentation associée aux molécules de costimulation conduit a une
activation, ou a la réactivation, des cellules T et a la mise en place de la réponse immune.
Les effets auto-immuns observés se limitent a une dépigmentation de la peau, les antigénes
de cette catégorie sont donc particuliérement intéressants pour une immunothérapie du
mélanome. Par conséquent, divers essais cliniques de stratégie vaccinale sont menés sur ce
modele[16]. D'autres antigénes lignée-spécifiques ont également été décrits dans les cancers
de la prostate comme le PSA (prostate specific antigen), le PAP (prostatic alkaline
phosphatase) ou encore le PSMA (prostate specific membrane antigen).
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Chapitre I1I : Vaccination Préventive et Cancer

I — Vaccination Préventive contre le cancer du col de 1'utérus

Le cancer du col de l'utérus, second cancer de la femme dans le monde, est
responsable d'environ 250 000 décés par an au niveau mondial[17].

En France, le cancer du col est au huitiéme rang des cancers de la femme, mais reste
le deuxieme cancer de la femme jeune. En moyenne, 3400 nouveaux cas sont déclarés par
an et environ 1000 déces annuels sont rapportés a ce cancer.

Le cancer du col est quasi inexistant avant 20 ans et atteint son incidence maximale
de 20 pour 100 000 chez les femmes de 40 ans. L'incidence se stabilise ensuite autour de 17
pour 100 000 jusqu'aux ages les plus avancés.

Le dépistage des anomalies cytologiques par le frottis cervical a permis, au cours des
20 dernieres années, une réduction de l'incidence de ce cancer de pres de 3% par an.

Les HPV (Human Papillomavirus) dits a « haut risque » sont rencontrés dans plus de
99% des cancers du col utérin. Ce cancer est la premi¢re démonstration dans I'espece
humaine du caractére viro-induit obligatoire d'une tumeur solide. Les deux génotypes les
plus fréquemment rencontrés sont les HPV-16 et 18, associés respectivement a 50 et 20%
des cancers du col. Des cofacteurs existent, tels que les déficits immunitaires, le tabagisme,
la contraception orale, la multiparité, etc. Mais l'agent nécessaire, bien que non suffisant, est
I'HPV a haut risque.

Les HPV appartiennent a la famille des Papillomaviridae. Ces petits virus sont
constitués d'une capside icosaeédrique de 45 a 55 nm de diametre formée de 72 capsomeres.
Le génome viral formé de 8000 paires de bases se présente sous la forme d'ADN circulaire
bicaténaire, dont seul un brin est codant et comporte trois régions : la région précoce E
(early) codant des protéines non structurales (E1 a E7) dont les oncoprotéines, la région
tardive L (late) codant des protéines structurales dont les protéines de capside (L1 et L2) et
enfin une région non codante URR (upstream regulation region) (Figure 21).
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Figure 21 : Structure du génome viral de I'HPV-16 et réle des protéines
virales [68]

Les HPV posseédent une spécificité d'hote trés étroite. Plus de 120 génotypes ont été
retrouvés chez 1'étre humain. Ils sont répartis en différents types phylogéniques en fonction
de leur pourcentage de concordance nucléotidique et de leur tropisme cutané ou muqueux
(génital, anal, oral). Quarante ont un tropisme génital et 15 sont oncogénes (a haut risque),
responsables des dysplasies et cancers du col utérin, de I'anus et de la vulve. Ces 15 virus,
détectables par les techniques de biologie moléculaire (capture d'hybrides, PCR) sont
classiquement répartis en type o9 (16,31,33,35,52,58), a7 (18,39,45,59) ou non a7-09
(51,56,66,68,73).

Les infections a HPV sont les infections sexuellement transmissibles les plus
fréquentes, car leur contagiosité est ¢levée. Ces infections sont le plus souvent
asymptomatiques et transitoires. Dans une minorité de cas, le portage viral persiste au-dela
d'une année qui est le délai moyen de la clairance virale. Cela favorise l'intégration virale au
sein des cellules épithéliales, a 1'origine d'une possible transformation tumorale. En effet,
toutes ces anomalies du tissu épithélial ne progressent pas. L'évolution potentielle vers le
cancer demande de nombreuses années et passe par différents stades d'anomalies
histologiques intraépithéliales préinvasives. Seules les Iésions intaépithéliales de haut grade
ou néoplasies intracervicales (CIN) 2 et 3 sont a risque de cancer invasif.
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Les HPV dits a « bas risque » sont responsables de pathologies génitales non
malignes et non dégénératives. Les génotypes 6 et 11 sont a l'origine de 90% des
condylomes acuminés anogénitaux. Ils sont aussi impliqués dans la papillomatose orale et
laryngée. En France, 300 000 a 600 000 individus sont atteints de condylomes acuminés et
le nombre annuel d'épisodes traités varie entre 180 000 et 200 000 [17]. Ces lésions
affectent surtout les gens jeunes et leur diagnostic clinique est le plus souvent aisé. Le
traitement est en revanche difficile avec un taux de récidives élevé. Le retentissement
psychologique est important et il n'existe pas de moyen de prévention efficace comme par
exemple le préservatif.

Par leur fréquence et le risque de Iésions précancéreuses, voire de cancer du col
qu'elles induisent, les infections a HPV représentent un important probléme de santé
publique.

I — A. Différents types de Vaccins

Les vaccins prophylactiques ont été congus grace a la découverte de la propriété
d'autoassemblage en grande quantité de la protéine majeure de capside L1 du virus HPV
dans différents systemes eucaryotes. Cette propriét¢ permet la formation de
pseudoparticules virales VLP (virus like particles). Les VLP ont la méme morphologie que
celle des virions, mais ne contiennent pas de génome viral. Elles ne présentent donc aucun
risque infectieux ou oncogene. Les vaccins a base de VLP sont produits par 1'insertion du
gene L1 (géne indemne de séquence oncogeéne) dans des cellules d'insectes (infectés par des
baculovirus) ou dans des levures (saccharomyces cerevisiae). L'injection des VLP chez
I'homme permet la production de titres €levés d'anticorps neutralisants dirigés contre la
protéine L1. Ces anticorps vont transsuder a travers les muqueuses génitales et étre présents
dans les sécrétions cervicovaginales pour neutraliser le virus au moment de la premicre
exposition.

L'objectif vaccinal est d'assurer la meilleure prévention possible de l'infection par
HPV. Les génotypes 16 et 18 ont été privilégiés, car responsables de la majorité des cancers
du col de l'utérus.

Deux vaccins utilisant la technologie des VLP L1 sont actuellement parvenus a un
stade de développement clinique suffisamment avancé pour autoriser leur mise sur le
marché.

Le vaccin quadrivalent Gardasil® (Sanofi Pasteur MSD, West Point, Pennsylvanie)
est une formulation au sel d'aluminium dirigée contre les HPV 16 et 18, ainsi que les HPV a
bas risque 6 et 11. Il protége donc en plus des condylomes acumingés. Par ailleurs, certaines
1ésions intraépithéliales de bas grade sont induites par de génotypes a bas risque.
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Le vaccin bivalent Cervarix® (GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgique/MedImmune,
Gaithersburg, Maryland) est dirigé contre les HPV oncogénes a haut risque 16 et 18. Ce
vaccin utilise un adjuvant original le ASO4 qui aurait la particularité de stabiliser les
pseudoparticules virales au cours du stockage et d'induire un pic de titre d'anticorps avec de
plus faibles doses d'antigénes. Par ailleurs, a concentration vaccinale égale, la réponse
humorale induite par 1'adjuvant serait plus importante et plus durable que la formulation au
seul sel d'aluminium.

1 — Vaccin Monovalent HPV-16

Dans une étude randomisée en double insu sur un vaccin monovalent HPV-16, 2392
femmes de 16 a 23 ans ont recu par voie intramusculaire trois doses de vaccin VLP L1
HPV-16 ou un placebo[18]. Le schéma d'administration était zéro, deux et six mois. Le suivi
moyen ¢était de 17,4 mois. Les résultats ont été¢ analysés chez 1533 femmes indemnes
d'infection a HPV a l'inclusion et qui ont respecté¢ le protocole. Aucune infection ni
dysplasie n'était observée dans le groupe vaccin (n=768), alors que I'incidence de l'infection
persistante a HPV-16 était de 3,8% chez les femmes du groupe placebo (n=765). L'efficacité
vaccinale était donc de 100% (95% IC 90-100%) sur la prévention des infections
persistantes a HPV-16.

Les résultats de la vaccination monovalente a plus long terme dans cette cohorte sont
rapportés dans le tableau suivant. Ils confirment I'efficacité vaccinale sur la prévention des
infections persistantes 8 HPV-16 et des Iésions intraépithéliales de haut grade viro-induite.

Etude Mao Harper Villa
Types de VLP L1 HPV 16 16,18 6,11, 16, 18
Adjuvant Aluminium ASO4 Aluminium
Laboratoire MSD GSK MSD
Site d'étude USA USA, CA, BR USA, EU, BR
Patientes randomisées (n) 2391 776 552
Protocole respecté (n) 1505 694 241
Age des patientes (ans) 16-23 15-25 16-23
Calendrier vaccinal (mois) 0-2-6 0-1-6 0-2-6
Durée du suivi (ans) 3,5 4,5 5
Infections persistantes aux HPV présents dans le vaccin
Vaccin/placebo (n) 7/111 0/7 7/45
Efficacité [% (IC95%)] 94 (88-98) 100 (34-100) 96 (83-100)
p <0,01 0,006 non défini
Lésions cervicales viro-induites
Vaccin/placebo (n) 0/12 0/8 0/6
Efficacité [% (IC95%)] 100 (65-100) 100 (42-100) 100 (12-100)
P <0,01 0,003 non défini
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2 - Vaccin Bivalent HPV 16, 18

Dans une étude randomisée en double insu, 1113 femmes de 15 a 25 ans ont regu
trois doses de vaccin VLP L1 HPV 16 et 18 (n=560) ou un placebo (n=553) par voie
intramusculaire[18]. Le schéma d'administration était zéro, un et six mois. A 27 mois,
l'efficacité vaccinale était de 100% (95% IC 47-100%) sur la prévention des infections
persistantes a8 HPV 16 et 18 lorsque le protocole était respecté (p=0,007). L'efficacité était
de 93% (95% IC 70-98%) sur les anomalies cytologiques induites par les HPV 16 et 18
(p<0,001).

Les résultats de la vaccination bivalente de cette étude a 4,5 ans sont rapportés dans
le tableau ci-dessus. Ils confirment l'efficacité vaccinale des infections persistantes a HPV
16 et 18 et des 1ésions intraépithéliales supérieures ou égales a CIN1. L'extension du suivi
de ces femmes a 5,5 ans a montré que l'efficacité était de 100% (95% IC 33-100%) sur la
prévention des dysplasies cervicales supérieures ou €gales a CIN2 [18].

La plus grande série randomisée sur le vaccin bivalent concerne 18 644 femmes de
15 a 25 ans Cervarix®. L'objectif principal était la prévention des dysplasies cervicales
supérieures ou égales a CIN2 liées aux HPV 16 ou 18 (seuls ou associés a d'autres
génotypes) dans un sous-groupe de 15 626 femmes naives. L'efficacité vaccinale était de
100% (97% IC 74-100%) sur la prévention des dysplasies supérieures ou égales a CIN2
exclusivement attribuées aux HPV 16 et 18.

3 — Vaccin quadrivalent HPV 6, 11, 16, 18

Dans une étude randomisée en double insu, 552 femmes agées de 16 a 23 ans ont
recu trois doses de vaccin VLP L1 HPV 6, 11, 16, 18 (n=277) ou un placebo (n=275) par
voie intramusculaire[19]. Le schéma d'administration était zéro, deux et six mois. A 36
mois, l'efficacité vaccinale était respectivement de 90% (95% IC 71-97%) pour les
infections persistantes a HPV 6, 11, 16, 18 (p<0,001) et de 100% (95% IC 16-100%) pour
les lésions cliniques (p=0,015), qu'il s'agisse de dysplasies cervicales ou de verrues
génitales. L'efficacité dépendait peu du type viral : elle était de 100% pour les HPV 6 et 11,
de 86% pour I'HPV 16 et de 89% pour I'HPV 18.

Les résultats de la vaccination quadrivalente de cette étude confirment l'efficacité
vaccinale sur la prévention des infections persistantes a HPV 6, 11, 16 et 18, des

condylomes et des 1ésions intraépithéliales supérieures ou égales a CINI.

La plus grande série randomisée sur la vaccin quadrivalent concerne 12 167 femmes
de 15 a 26 ans vaccinées par Gardasil® ou placebo[19]. L'objectif principal était la
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prévention des dysplasies cervicales supérieures ou €gales a CIN2 associ¢es aux HPV 16 ou
18 dans un sous-groupe de 10 565 femmes naives. L'efficacité vaccinale était de 98% (96%
IC 86-100%) lorsque le protocole était respecté, avec un recul moyen de trois ans.

L'analyse combinée de ces différentes études permet d'inclure un total de 20 583
femmes séparées en trois groupes : protocole respecté (vaccination complete, sérologie et
PCR négatives le premier jour et le septiéme mois), protocole respecté sans restriction
(vaccination compléte ou incompléte, sérologie et PCR négatives le premier jour pouvant
devenir positive le septieme mois) et en intention de traiter (toutes les femmes y compris
celles ayant une sérologie ou une PCR positive a l'inclusion). Le vaccin quadrivalent était
efficace pour prévenir les dysplasies cervicales >= CIN2 induites par HPV 16 ou 18 lorsque
le protocole était respecté avec ou sans restriction : 99% (95% IC 93 100%) et 98% (95%
IC 93-100%) respectivement [19].

Au total, ces trois vaccins ont montré une efficacité supérieure a 90% et significative
par rapport au placebo chez des femmes indemnes d'infection 8 HPV 16 et 18 a l'inclusion
avec un recul de 1,5 a trois ans. Ils ont démontré le prolongement de leur efficacité a cinq
ans sur la prévention des infections persistantes (95%) et des dysplasies cervicales (100%)
induites par les HPV concernés par la vaccination.

I — B. Immunogénicité

Les concentrations plasmatiques des anticorps anti-HPV 16 et 18 aprés vaccination
monovalente et quadrivalente ont été¢ évaluées par Immunoessai et quantifiées en unités
arbitraires (milli-Merck, unité par mL ou mMU/mL)[18][19]. Apres vaccination bivalente,
les concentrations de ces anticorps ont été évaluées par Elisa et quantifiées en unités
arbitraires (Elisa, unit¢é par mL ou EU/mL). Les chiffres exprimés correspondent a des
moyennes géométriques de titres en anticorps (GMT).

Pour le vaccin monovalent HPV 16, dans le groupe vacciné, la GMT anti-HPV 16
¢tait significativement augmentée avec un pic a la fin du programme vaccinal au septieme
mois (1500mMU/mL), puis diminuait a 200mMU/mL au 18¢me mois pour rester stable
autour de 150mMU/mL jusqu'au 48¢me mois. En revanche, il restait bas (inférieur a
SmMU/mL) dans le groupe placebo.

Pour le vaccin bivalent HPV 16 et 18, plus de 99% des femmes de 15 a 25 ans
s'immunisaient au décours des deuxiémes et troisiémes injections. Au septiéme mois, les
GMT anti-HPV 16 (9300EU/mL) et 18 (4800EU/mL) des femmes vaccinées étaient
respectivement 300 et 200 fois plus élevées que celles des femmes infectées du groupe
témoin ayant ¢éliminé spontanément ces virus (30 et 20 EU/mL). Au décours de ce pic
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immunitaire survenait une phase en plateau (supérieure a 500 EU/mL) avec un maintien de
cette immunité humorale au-deld de quatre ans. Par ailleurs, les titres obtenus apres
vaccination restaient ¢élevés chez les femmes de plus de 25 ans, laissant présager une
extension de la prévention a des tranches d'age supérieures.

Pour le vaccin quadrivalent HPV 6, 11, 16 et 18, les GMT anti-HPV 6, 11, 16 et 18
au bout de deux mois étaient 12 a 26 fois plus €levées qu'avant vaccination. Au septiéme
mois, les GMT anti-HPV 16 (3900mMU/mL) et 18 (760mMU/mL) des femmes vaccinées
¢taient respectivement 350 et 150 fois plus élevées que celles des femmes séronégatives du
groupe placebo[20]. Au décours de ce pic immunitaire, les GMT anti-HPV 16 et 18
diminuaient sensiblement pour atteindre une phase en plateau stable entre trois et cinq ans
(400 et 40 mMU/mL). En revanche, les GMT correspondantes étaient respectivement de 16
et 33 mMU/mL chez les femmes infectées du groupe témoin ayant éliminé spontanément
ces virus et inférieures a SmMU/mL chez les femmes séronégatives. Par ailleurs, les titres
obtenus apres vaccination étaient significativement plus élevés chez les adolescentes que
chez les femmes adultes, laissant présager une prévention efficace deés le plus jeune age.
Enfin, la pratique d'une injection de rappel a cinq ans permet d'obtenir des GMT supérieures
a celles observées au septiéme mois.

Au total, les vaccins induisent une immunité humorale stable et durable. Elle est
supérieure a celle obtenue apres infection naturelle et clairance virale.

I — C. Tolérance

La tolérance des vaccins a d'abord été évaluée dans les séries préliminaires, puis dans
les grandes cohortes vaccinales, pour rechercher les effets indésirables les moins fréquents
et définir la sécurité des vaccins en cas de grossesse[18][19].

Pour le vaccin monovalent HPV 16, les effets indésirables ont été recensés au cours
des deux premicéres semaines suivant chaque injection. La fréquence des effets indésirables
sur le site d'injection (douleur essentiellement) était de 93% dans le groupe vaccin et de
92% dans le groupe placebo. La fréquence des effets systémiques attribués au protocole était
respectivement de 42 et 44%. Sept effets secondaires graves ont été déclarés : quatre dans le
groupe vaccin et trois dans le groupe placebo. Aucun n'a été attribué au protocole. Seules
0,4% des femmes incluses initialement dans chaque groupe ont décidé de ne plus participer
a la suite de 1'étude en raison d'un effet secondaire.

Pour le vaccin bivalent HPV 16, 18, la fréquence des effets indésirables sur le site
d'injection (douleur, érythéme, tuméfaction cutanée) était de 94% dans le groupe vaccin et
de 88% dans le groupe placebo (p<0,001). Les effets systémiques rapportés étaient
essentiellement des céphalées, une asthénie et des troubles digestifs.
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Pour le vaccin quadrivalent HPV 6, 11, 16 et 18, la fréquence des effets indésirables
sur le site d'injection était de 86% dans le groupe vaccin et de 77% dans le groupe placebo.
La plupart des effets locaux rapportés étaient une douleur, un érythéme ou une tuméfaction
cutanée. Les effets systémiques rapportés étaient essentiellement de la fievre, des céphalées
et des nausées.

En comparant les différentes données de tolérance des vaccins bi- et quadrivalent, on
observe que la réaction locale au point d'injection était significativement augmentée dans le
groupe vaccination HPV par rapport au groupe témoin. La réaction générale tendait a étre
plus forte chez les femmes vaccinées que chez les témoins. Seules 0,2% des femmes
incluses initialement ont décidé de ne plus participer a la suite de 1'étude en raison d'un effet
secondaire. La fréquence des effets indésirables graves était différente d'une cohorte a 1'autre
du fait de nuances possibles en terme de définition, de classification ou de population.
Toutefois, aucune différence significative n'a été observée entre vaccin et témoin, et le taux
d'effets indésirables graves attribués a la vaccination était inférieur ou égal a 0,1%. Aucun
déces attribué au protocole n'a été recensé [20].

Les femmes ¢étaient ¢€ligibles si leur test de grossesse était négatif a I'inclusion.
Cependant, certaines sont devenues enceintes dans les mois qui ont suivi les injections. Les
anomalies obstétricales et pédiatriques ont été évaluées selon la date de survenue de la
grossesse par rapport a la premiere injection de vaccin quadrivalent. Aucune différence n'a
¢té observée. La fréquence des anomalies pédiatriques variait d'une cohorte a l'autre en
raison d'apparentes nuances en terme de définition et classification. Toutefois, aucune
différence significative n'a été observée entre vaccin et t€émoin. Aucune des malformations
congénitales recensées n'a été jugée attribuable aux vaccins. Cependant, par mesure de
précaution, en cas de grossesse débutante pendant la vaccination, les injections seront
suspendues puis reprises en postpartum.

Au total, la tolérance des vaccins a court et moyen terme est trés satisfaisante. Les
effets indésirables sont fréquents sur le site d'injection (supérieurs a 80 %) et peuvent
s'accompagner d'effets systémiques transitoires dans plus de 50% des cas. Ces effets sont de
faible intensité et n'ont quasiment aucune influence sur le déroulement du protocole
vaccinal. Le vaccin n'a pas montré d'effet délétere sur l'issue des grossesses.
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I — D. Protection croisée

Une extension possible de I'immunogénicité et surtout de l'efficacité des vaccins vers
les autres HPV a haut risque doit étre recherchée. En effet, les HPV 31, 33, 35 et 52 sont
phylogénétiquement proches d'HPV 16 (classe a9), alors que les HPV 18, 39, 45 et 59 sont
phylogénétiquement proches d'HPV 18 (classe a7). Les génotypes 31 et 45 sont
responsables de pres de 10% des cancers du col de I'utérus.

Le vaccin bivalent HPV 16 et 18 a montré qu'il prévenait aussi les infections a HPV
45 avec une efficacité de 94% (95% IC 63-100%) et les infections a HPV 31 avec une
efficacité de 55% (95% IC 12-78%)[20]. En revanche, il ne modifiait pas l'incidence des
infections a HPV 33, 52 ou 58 par rapport au placebo. Par ailleurs, le vaccin bivalent n'a pas
démontré son efficacité sur la prévention des Iésions supérieures ou égales a CIN2 induites
par les quinze types d' HPV a haut risque détectés par capture d'hybride HC2.

Concernant le vaccin quadrivalent HPV 6, 11, 16 et 18, la capacité des anticorps
sériques produits par dix femmes vaccinées a neutraliser une infection contre HPV 31, 45,
52 et 58 a été évaluée[21]. Ces anticorps ont réagi et se sont liés de facon croisée avec les
VLP de types 31, 45, 52 et 58, apparentés aux types présents dans le vaccin. En utilisant le
test de neutralisation des pseudovirions, ces anticorps ont été capables de neutraliser
l'infection par les pseudovirus de types apparentés a ceux contenus dans le vaccin. In vitro,
le sérum de chacune des dix femmes vaccinées a neutralis¢ les pseudovirions HPV 16 et 18.
Le sérum de huit femmes sur dix a neutralis¢ les pseudovirions HPV 31 et celui de six
femmes sur dix les pseudovirions HPV 45.

La vaccination quadrivalente n'a pas été¢ évaluée sur la prévention des infections
persistantes liées aux HPV non 16, non 18. Cependant, dans un sous-groupe de femmes
naives pour HPV 16 et 18 a l'inclusion, 95 des 4693 vaccinées et 130 des 4703 placebo ont
développé des 1ésions de haut grade induites par d'autres HPV a haut risque, montrant une
efficacité vaccinale de 27% (95% IC 4-44%)[21]. De méme, dans la population en
intention-de-traiter issue de l'analyse combinée des essais randomisés, 1'efficacité vaccinale
n'était que de 18% (95% IC 7-29%) sur les CIN2 et 3 induits par tout type d' HPV a haut
risque.

Au total, une protection croisée est possible sur HPV 31 et 45, voire 52 en terme de

réaction immunitaire pour le vaccin quadrivalent ou d'infection virale pour le vaccin
bivalent.

60



I — E. Stratégies Vaccinales

Compte tenu de la prévalence de l'infection HPV chez les jeunes filles dés leurs
premiers rapports, de leur bonne réponse immunitaire et de 1'inefficacité des vaccins chez
les femmes déja infectées par HPV 16 et 18, les adolescentes avant le début de leur activité
sexuelle sont la cible privilégi¢e. Cependant, le début de I'activité sexuelle est variable selon
les pays. En effet, 'age moyen des premiers rapports est de 17 ans en France et seules 3 et
9% des filles ont débuté leur vie sexuelle avant 15 et 16 ans. En revanche, aux Etats Unis,
24% des filles de moins de 15 ans et 40% des filles de moins de 16 ans sont actives
sexuellement. Ces discordances observées dans deux pays industrialisés sont surprenantes,
peuvent étre liées a des biais de sé€lection ou d'interprétation et expliquent sans doute les
différences de politique vaccinale. Par ailleurs, le risque de contamination est présent méme
en cas de rapport non pénétrant [17].

Ces données sont en faveur de la vaccination préférentielle des jeunes filles de 14 ans
et moins. La vaccination serait ainsi faite avant le début de l'activité sexuelle, au méme
moment que certaines injections de rappel prévues par le calendrier vaccinal frangais. Cette
population jeune est encore relativement accessible pour laisser espérer une bonne adhésion,
facteur de succés en santé publique.

La vaccination de rattrapage des jeunes femmes de plus de 14 ans ayant une activité
sexuelle ancienne et réguliere est envisageable. Elle pourrait étre adaptée aux résultats des
prélevements virologiques cervicaux, compte tenu de 1'absence d'influence du vaccin sur la
clairance des HPV 16 et 18. Cependant, les tests de génotypage ne sont pas disponibles en
routine et peu rentables dans cette indication. En effet, 5,4 a 9,1% et 2,3 a 3,9% des jeunes
femmes participant aux essais vaccinaux sont porteuses a l'inclusion d'un ADN HPV 16 ou
18[17]. De plus, le risque d'avoir une co-infection par HPV 16 et 18 au moment de la
vaccination est inférieur a 0,5%.

Apres que la vaccination quadrivalente ait obtenu I'approbation des autorités de santé
en 20006, les différents pays ont établi des recommandations pour définir I'dge ou la tranche
d'age idéale de la vaccination. Toutes ces recommandations proposent de vacciner en
priorit¢ les adolescentes avant les premiers rapports sexuels. En revanche, les
recommandations de la vaccination de rattrapage varient beaucoup selon les pays. Elles
pourraient cependant étre appliquées a toutes les femmes jusqu'a 25 ans (Cervarix®) ou 26
ans (Gardasil®), limites d'dge supérieures mentionnées dans les AMM, quelque soit
'ancienneté de leur vie sexuelle, étant donné le faible risque de co-infection par HPV 16 et
18 2 un moment donné.

En France, Le Haut Conseil de la santé publique (HCSP) recommande la vaccination
des jeunes filles entre les ages de 11 et 14 ans avec un rattrapage jusqu’a 19 ans révolus. Le
schéma de primovaccination comporte trois doses de 0,5 ml administrées a t0, puis & 1 mois
(bivalent) ou 2 mois (quadrivalent) et & 6 mois.
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Quelle que soit la politique vaccinale appliquée, le dépistage reste indispensable en
raison de la faible efficacité des vaccins sur la prévention des 1ésions cervicales induites par
les autres types d' HPV, de l'absence d'effet thérapeutique chez les femmes infectées ou
ayant des lésions viro-induites et des probables difficultés a couvrir toute la population
malgré ces recommandations.

La vaccination des garcons pourrait avoir un double intérét. D'une part, elle
permettrait de diminuer la fréquence des verrues anogénitales et autres cancers de 1'anus, du
pénis et ORL. D'autre part, elle participerait indirectement au controle des infections a HPV
et des maladies génitales et anales viro-induites de leurs partenaires. Cependant, les modéeles
mathématiques montrent qu'en cas de large couverture vaccinale féminine, la vaccination
des garcons offre peu d’intérét en terme de prévention des maladies cervicales et rapport
colt/bénéfices. La vaccination conjointe des garcons et des filles ne serait efficace qu'en cas
de faible couverture vaccinale.

La tolérance et I'immunogénicité de la vaccination quadrivalente ont été €évaluées
chez des garcons de dix a quinze ans, puis comparées avec celles des filles du méme age ou
plus agées (16-23 ans)[21]. Une séroconversion était obtenue dans 100% des cas un mois
apres la troisieme injection de vaccin quadrivalent quel que soit le sexe. Le titrage des
anticorps anti-HPV 6, 11, 16 ou 18 était aussi élevé chez les gargons de dix a quinze ans que
chez les filles du méme age. La fréquence des effets indésirables rapportés au vaccin était
identique dans les deux groupes.

Au total, les garcons de dix a quinze ans réagissent a la vaccination quadrivalente et
la tolérent aussi bien que les filles du méme age.
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II — Vaccination Préventive contre le cancer du foie induit
par le virus de 1'hépatite B

Les cancers chez I'Homme sont trés souvent provoqués par des virus. Le virus de
I'hépatite B (VHB) est par exemple fréquemment a I'origine du cancer du foie. Une longue
période s'écoule cependant entre la primo-infection et le développement de la tumeur. Les
conséquences éventuelles de la vaccination sur l'incidence des tumeurs du foie sont donc
nécessairement retardées.

L'incidence du cancer primitif du foie dont la principale forme est le carcinome
hépatocellulaire (CHC) varie considérablement d'une région du monde a l'autre. Les zones
géographiques ou l'incidence est la plus €élevée (supérieure a 15 cas par 100 000 habitants de
sexe masculin)sont I'Extréme-Orient, 1'Asie du sud est, les iles du Pacifique et la plupart des
pays d'Afrique subsaharienne. Une grande disparité existe cependant au sein méme de ces
régions et c'est initialement chez certains peuples de 1'Afrique australe ou dans la région du
Qidong en Chine que les incidences les plus élevées ont été mesurées (supérieures a 110 cas
par 100 000 habitants par an). Dans l'ensemble de ces régions, le CHC est souvent la tumeur
la plus fréquente chez les individus de sexe masculin. Il existe pourtant un phénomeéne
général de sous-estimation du nombre réel de CHC.

Au cours des derniéres décennies, 1'épidémiologie a montré que 1'incidence du CHC
évolue rapidement en tendant a diminuer dans certains pays ou elle est historiquement forte,
alors qu'elle croit dans les zones ou elle était faible. Cette situation serait liée a plusieurs
phénomenes : les grands efforts accomplis en matiere de santé publique par certains états
d'Asie, I'importance prise par 1'hépatite C dans les pays a faible risque, I'amélioration de la
prise en charge des patients cirrhotiques chez lesquels le CHC tend a devenir maintenant la
premiére cause de mortalité [22].

Parmi les pays a faible incidence, 1'l[talie, la France, I'Australie et les Etats-Unis sont
ceux ou la progression a été la plus notable. Aux Etats-Unis, I'incidence du CHC a doublé au
cours de ces quinze dernieres années. La France est également concernée par le phénomene
car le foie est devenu le quatriéme site anatomique de tumeur maligne chez les hommes
aprés la prostate, le poumon et le colon. A 1'échelle mondiale, le CHC serait donc la
cinquieme tumeur humaine par l'incidence globale. Le taux de mortalité est
approximativement identique a son incidence car le CHC continue d'emporter quasiment
tous les patients qui en sont atteints. Le cancer du foie répond, en effet, trés mal a la
chimiothérapie, la proportion de patients opérables est faible, et le taux de récidive est élevé.

A T'opposé de cette situation, la large diffusion de la vaccination contre I'hépatite B
représente une réussite des politiques de Santé publique au cours de ces derniéres années.
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I1 — A. Hépatite B chronique et évolution vers le CHC

Le VHB reste le premier facteur de risque de CHC impliqué dans plus de 50% des
660 000 nouveaux cas de CHC diagnostiqués annuellement dans le monde[22]. C'est donc a
la majorité¢ des CHC que la prévention vaccinale s'oppose quand elle est mise en place. En
2005, une synthése des données épidémiologiques par 1'Organisation mondiale de la santé
évaluait a environ deux milliards le nombre de personnes ayant été infectées par le VHB.
Parmi celles-ci, 350 millions demeuraient chroniquement infectées. En raison de la sévérité
des conséquences de l'infection chronique et de I'importance de la population concernée, le
VHB est responsable d'environ un million de morts par an dans le monde. On estime a 10-
30% le risque de développer au cours de la vie une cirrhose et/ou un CHC pour les porteurs
chroniques du VHB. Une fois la cirrhose installée, 1'incidence annuelle du CHC varie de 0,8
a 4,1% selon les régions en fonction de I'impact conjugué de cofacteurs comme I'aflatoxine
B1 ou la consommation d'alcool. Le role tumorigene du virus est bien établi. Des études
cas-témoin menées dans toutes les régions du monde ont démontré que l'infection chronique
par le VHB est beaucoup plus commune parmi les patients atteints de CHC que chez les
individus témoins. Ce risque est encore accru chez les individus porteurs de l'antigéne
précoce du virus (AgHBe pour early) qui témoigne d'une réplication virale active. Le VHB
a donc un réle prépondérant dans I'épidémiologie du CHC. La grande majorité des CHC
surviennent, en effet, dans les zones ou le VHB est fortement endémique comme I'Extréme-
Orient et I'Afrique subsaharienne. Le CHC est le plus souvent diagnostiqué a la maturité des
individus (cinquieéme a septiéme décennie), mais il peut, dans les régions de forte incidence,
survenir également chez de jeunes adultes ou méme chez I'enfant. Enfin, il faut noter que
dans toutes les régions du monde 1'incidence du CHC est deux a quatre fois supérieure chez
les hommes que chez les femmes.

Le virus de 1'hépatite B fait est un virus enveloppé faisant partie de la famille des
Hepadnaviridae. 11 en existe plusieurs sous-types définis par les déterminants de surface a, d
ouy, wour. Il possede un ADN circulaire partiellement double brin associé a la polymérase
virale, ainsi qu'une capside icosaédrique (Figure 22). Il existe deux types de particules : les
particules de Dane correspondant au virion B infectieux, et les particules vides, non
infectieuses, ne comportant que I'enveloppe.

Dans les zones de forte endémicité, les modes de propagation les plus courants de
I’hépatite B sont la transmission périnatale (de la meére a 1’enfant) et horizontale (exposition
a du sang infecté¢), notamment entre un enfant infecté et un enfant non infecté pendant les 5
premicres années de vie. L’apparition d’une infection chronique est treés fréquente pour les
nourrissons infectés par leur mere ou avant 1’age de 5 ans.

L’hépatite B se propage aussi par exposition percutanée ou a travers les muqueuses,
et par le biais de la salive, des écoulements menstruels ou des sécrétions vaginales et
séminales. Une transmission sexuelle de 1’hépatite B peut aussi intervenir, en particulier
chez les hommes non vaccinés ayant des rapports sexuels avec d’autres hommes et chez les
personnes hétérosexuelles ayant des partenaires multiples ou des contacts avec des
travailleurs du sexe.
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Figure 22 : Virus de l'hépatite B (particule de Dane) [23]

A I’age adulte, I’infection débouche sur une hépatite chronique dans moins de 5%
des cas. Le virus peut aussi se transmettre lors de la réutilisation d’aiguilles ou de seringues
en milieu de soins ou parmi des personnes consommatrices de drogues par injection. En
outre, I’infection peut se produire pendant des actes médicaux, chirurgicaux ou dentaires,
des tatouages ou lors de 1’utilisation de rasoirs ou d’objets similaires contaminés par du sang
infecté.

Le facteur de risque principal d'apparition d'un carcinome hépatocellulaire est la
cirrhose. En effet, la majorité des CHC se développent sur un foie cirrhotique. Un premier
mécanisme de carcinogénese apparait donc comme indirect et secondaire au processus de
nécrose et de prolifération hépatocytaires, a l'activation de facteurs de croissance (IGFII,
TGFa, EGF, TGFpB), a la sécrétion de cytokines et la production de radicaux libres,
aboutissant a la constitution d'une cirrhose. Ces processus pourraient permettre ensuite la
sélection de nodules de régénération monoclonaux, initiés par l'intégration virale pouvant
potentiellement évoluer vers un CHC. Le role de la cirrhose elle-méme reste discuté,
l'inflammation (associant nécrose cellulaire, infiltrat inflammatoire et libération de
cytokines) joue vraisemblablement un role majeur.

65



Il existe cependant des cas de CHC développés sur des foies non cirrhotiques,
présentant seulement des 1ésions d'hépatite chronique peu active avec une faible activité de
régéneration. Ces cas sont plus fréquents en Afrique (40 %) qu'en Europe ou au Japon (10
%) et ont été observés chez des sujets non exposés a l'aflatoxine BI. Ces tumeurs, ainsi que
les CHC décrits chez des enfants et développés sur un foie non cirrhotique, suggerent
l'existence de mécanismes de carcinogenese indépendants de la cirrhose et pourtant associés
a la présence du VHB. Plusieurs études, effectuées en Southern blot sur des tumeurs
humaines et analysant le profil d'intégration du génome du VHB, ont montré la prolifération
clonale de cellules ayant toutes le méme site d'intégration du génome viral dans le génome
cellulaire. Dans les zones de forte endémie, ou la charge virale et le nombre de copies
virales présentes dans le foie sont élevés, il est aussi possible d'observer la formation de
plusieurs clones tumoraux indépendants avec sites d'intégration différents. Ces résultats
moléculaires suggérent que l'intégration de I'ADN viral dans le génome cellulaire est un
éveénement précoce de la carcinogenese hépatique lice au VHB.

Au cours de son cycle de réplication (y compris lors d'hépatites aigués ou
fulminantes), le génome du VHB peut s'intégrer dans le génome hépatocytaire de 1'hote et
persister dans les cellules infectées. L'intégration du virus peut s'effectuer a proximité d'une
région codante du génome, modifier l'expression de ce gene et provoquer ainsi une
mutagenése insertionnelle ou cis-activation. Si le géne en question est impliqué dans la
croissance et/ou la différenciation cellulaire, cette mutagenese insertionnelle peut étre une
¢tape de la carcinogenese hépatique[23]. Chez 'homme quatre cas seulement de mutagenese
insertionnelle ont été bien documentés. Il s'agit de l'intégration du VHB dans les genes
codant pour la cycline A, la mévalonate kinase, le récepteur béta de 1'acide rétinoique et
SERCA 1, une ATPase localisée dans le réticulum sarcoplasmique. L'intégration dans la
partie 5' du geéne a rendu possible la production d'ARN hybrides (avec une partie virale et
une partie dérivée du geéne cellulaire) exprimés a partir d'un des promoteurs viraux. Dans les
cas de l'intégration du génome viral dans le géne codant pour le récepteur béta de 1'acide
rétinoique et dans celui de la cycline A, il a été possible de montrer qu'une protéine hybride,
potentiellement exprimée dans la tumeur d'origine, est transformante. Ainsi, par exemple
I'insertion de I'ADN du VHB dans le second intron du gene de la cycline A permet la
transcription de deux ARN hybrides (VHB-cycline A) a partir du promoteur PréS2/S. Dans
la protéine chimére (VHB-cycline A), les 152 acides aminés N-terminaux de la cycline
(incluant la région de dégradation) sont remplacés par 150 acides aminés provenant du VHB
rendant cette protéine chimeére non dégradable in vitro.

L'intégration virale peut aussi s'effectuer au niveau de régions répétitives et/ou non
codantes du génome. Une conséquence possible de ce type d'intégration est 'apparition de
réarrangements chromosomiques dans le génome cellulaire (microdélétions, translocation,
inversion ou duplication) qui pourraient, par le biais d'une instabilité chromosomique, jouer
un role dans la tumorigenese hépatique.
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II — B. Les différents vaccins

La premicre génération de vaccins contre I’hépatite B, d’origine plasmatique, a été
supplantée par des vaccins obtenus par recombinaison génétique ; ces derniers sont les seuls
autorisés en France aujourd’hui.

Le vaccin Genhevac B Pasteur® est constitué¢ d’une suspension inactivée et purifiée
d’AgHBs contenant les protéines S et pré-S, obtenue par clonage et expression du gene viral
dans les cellules CHO (cellules ovariennes du hamster chinois). Il existe une seule
présentation : seringue préremplie contenant 20 pg d’AgHBs par dose de 0,5 ml.

Le vaccin Engerix B® contient I’AgHBs purifié obtenu par clonage et expression du
gene viral dans la levure de biére (Saccharomyces cerevisiae). 1l existe deux présentations :
Engerix B 20 microgrammes® : seringue pré-remplie contenant 20 pg d’AgHBs par dose de
1 ml, utilisable chez I’enfant 4gé de plus de 15 ans et chez 1’adulte, Engerix B 10
microgrammes® : seringue pré-remplie contenant 10 ug d’AgHBs par dose de 0,5 ml,
utilisable chez les enfants jusqu’a 15 ans.

Le vaccin HBVaxPro® contient I’AgHBs purifié obtenu par clonage et expression
du gene viral dans la levure de bicre (Saccharomyces cerevisiae). 1l existe trois présentations
sous forme de seringue pré-remplie contenant : 5 ug d’AgHBs par dose de 0,5 ml, utilisable
chez les enfants jusqu’a 15 ans, 10 pg par dose de 1 ml, utilisable a partir de 16 ans et chez
les adultes, 40 pg par dose de 1 ml, pour les sujets dialysés ou en attente de dialyse.

Le vaccin Fendrix® contient 20 ng d’AgHBs et un nouvel adjuvant (le 3-o-desacyl-
4'-monophosphoryl lipide A) adsorbé sur phosphate d'aluminium qui est un stimulateur
immunitaire. Il est indiqué pour les insuffisants rénaux de plus de 15 ans. Ce vaccin n’est
pas commercialis€ en France.

Il existe également des vaccins combings :

Le vaccin hexavalent Infanrix Hexa® est un vaccin combiné diphtérique, tétanique,
coquelucheux acellulaire trois composants, poliomyélitique, Haemophilus influenzae b, qui
contient 10 pug d’antigéne HBs. Le volume injectable est de 0,5 ml.

Ainsi que le vaccin combiné contre 1’hépatite B et I’hépatite A Twinrix® qui existe
sous deux présentations : Twinrix® Adultes, seringue pré-remplie contenant 20 ug d’AgHBs
recombinant et 720 unités Elisa de VHA (virus de I'hépatite A) entier inactivé par dose de 1
ml, utilisable a partir de 1’age de 16 ans, et Twinrix® Enfants, seringue pré-remplie
contenant 10 pg d’AgHBs recombinant et 360 unités Elisa de VHA entier inactivé par dose
de 0,5 ml, utilisable chez les enfants jusqu’a 15 ans. Les vaccins sont tous adsorbés sur
hydroxyde d’aluminium.
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Les vaccins sont administrés par voie intramusculaire. Les vaccins contre 1’hépatite B
disponibles en France peuvent étre administrés suivant un schéma classique de trois doses
(de type 0-1-6 mois). Au-dela de ces trois injections, il n’est plus nécessaire d’effectuer des
rappels systématiques, la diminution du titre des anticorps anti-HBs sous le seuil de 10
mUI/ml ne signant pas 1’absence de protection. Cependant, pour les professionnels de santé,
ainsi que chez les personnes a haut risque d’exposition, cette attitude doit étre modulée en
fonction de I’age lors de la primovaccination. Une vaccination contre 1’hépatite B
commencée avec I’un des trois vaccins recombinants actuellement sur le marché peut étre
poursuivie avec un autre de ces trois vaccins.

Les vaccins recombinants contre 1’hépatite B actuellement utilisés sont hautement
immunogenes. Les anticorps dirigés contre 1’antigene d’enveloppe apparaissent environ un
mois apres la troisiéme injection chez plus de 90 % des sujets vaccinés, avec des titres
considérés comme protecteurs (titre anti-HBs supérieur ou égal a 10 mUI/ml). Les titres
sont souvent trés ¢€levés, dépassant 1 000 mUI/ml. Cette séroconversion témoigne de
I’acquisition d’une mémoire immunitaire solide démontrée in vivo et in vitro. Ainsi, la
diminution du titre des anticorps anti-HBs sous le seuil de 10 mUI/ml ne doit plus étre
considérée comme une perte d’immunité. Une surveillance de la réponse immune
postvaccinale a permis de cerner des facteurs de moindre réponse a la vaccination tels que
I’age (au-dela d’environ 40 ans), le sexe (masculin), I’obésité, le tabagisme et certains
groupes HLA. Lefficacit¢ de la vaccination contre I’hépatite B ne se limite pas a la
prévention de I’infection par le VHB et de ses complications, en particulier les cancers
primitifs du foie ; elle protége aussi indirectement contre [’hépatite Delta qui peut
compliquer une hépatite B chronique. Un programme de vaccination universelle des
nourrissons ayant ét¢é mis en ceuvre dans soixante-dix pays, de nombreuses enquétes
démontrent 1’efficacité épidémiologique de cette vaccination : a Taiwan, on a observé une
diminution du taux de portage du VHB chez les enfants de moins de 12 ans de 9,8 % en
1984 a 1,3 % en 1994, en Italie du Sud, aprés cinq années de vaccination, la prévalence de
1’AgHBs chez les garcons de 5 a 10 ans a été divisée par dix. Elle a également diminué chez
les personnes non vaccinées de cette communauté, suggérant une baisse de la transmission .
Le succes des campagnes de vaccination apparait enfin dans la diminution de I’incidence du
carcinome hépatocellulaire constatée aprés dix années seulement a Taiwan et en Corée, cet
effet ne se limitant pas a la population vaccinée.
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II — C. Conséquences de la vaccination sur 1'épidémiologie du CHC

L'existence de cas de CHC pédiatriques dans les pays de forte endémie et
'importance numérique des effectifs enr6lés dans les différentes cohortes rendent possible
une ¢évaluation des conséquences de la vaccination contre le VHB sur l'incidence du CHC
trente ans apres sa systématisation chez les nouveau-nés[24]. Une des conséquences de cette
politique de vaccination de masse a ¢t¢ une diminution des CHC chez l'enfant dans au
moins trois états d'Asie (Taiwan, Corée du sud et Singapour). On constate a Taiwan une
diminution considérable de l'incidence du CHC chez les enfants de méres présentant une
réplication virale active. L'incidence globale du CHC chez les enfants taiwanais de six a
neuf ans a diminué¢ de 75% par rapport a la période qui précede la mise en place de la
vaccination de masse passant de 0,5 a 0,15 cas pour 100 000 chez les enfants nés apres
1984. En Corée, en l'espace de quatre ans on a pu mesurer que 1'incidence du CHC chez les
vaccings représentait 60% de celle des non vaccings.

Il est probable qu'étant donné la précocité de certains CHC en Afrique subsaharienne,
une diminution significative des tumeurs survenant entre trente et quarante ans pourrait étre
bientdt observée dans les pays d'Afrique qui ont mis en place la vaccination universelle.

L'incidence résiduelle de CHC chez l'enfant est toujours causée par I'hépatite B
chronique puisque la quasi-totalité des enfants qui développent un CHC sont porteurs de
I'antigéne HBs. A Taiwan, les CHC résiduels de l'enfant sont attribués a I'absence de
vaccination, 1'échec de la vaccination ou a l'absence d'injection d'immunoglobulines.
Globalement, en zone de forte endémie, 1'échec de la vaccination est le plus souvent li¢ a un
délai trop important entre la naissance et la premiére injection vaccinale. Les autres causes
d'échec sont le stockage inadéquat des vaccins (chaine du froid), une administration
incompléte des doses ou l'utilisation d'une voie d’administration inappropriée. La
contamination de I'enfant in utero qui surviendrait chez 5 a 10% des nouveau-nés de meres
infectées entre également en ligne de compte. Toutefois, la présence chez les nouveau-nés
d'antigene HBs ou HBe ne signe pas obligatoirement l'infection mais simplement le passage
transplacentaire de ces petites protéines virales non accompagnées de virions. L'antigéne
HBe serait alors responsable d'une anergie postnatale vis-a-vis du virus ce qui faciliterait le
passage a la chronicité. Enfin, un taux plus faible d'anticorps anti-HBc chez la mére pourrait
augmenter le risque d'infection foetale. En zone de faible endémie, des facteurs liés a 1'hote
comme l'immunosuppression, 1'obésité, 1'dge et la consommation d'alcool sont les facteurs
qui inhibent la réponse au vaccin. La génétique des populations pourrait également jouer un
role dans le taux d'échec de la vaccination.

La politique de vaccination généralisée semble avoir contribué¢ a 1'émergence en
Afrique et en Asie de virus mutants, qui pourraient nécessiter la mise au point de nouveaux
tests diagnostiques voire méme de nouveaux vaccins. A Taiwan et Singapour, on a constaté
que les virus mutants pour l'antigéne de surface (déterminant a) sont présents chez environ
un quart des enfants porteurs d'ADN du VHB. Le déterminant a situé entre les acides
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aminés 121 et 149 de l'antigéne HBs est considéré comme la cible majeure de la réponse
humorale polyclonale. La proportion de ces mutants est significativement plus importante
chez les sujets immunisés quand on les compare aux individus non vaccinés. Le traitement
des nouveaux-nés par les immunoglobulines anti-VHB ne semble pas impliqué dans
l'apparition des mutants car ces derniers apparaissent dans les mémes proportions chez les
nouveaux-nés de meres chroniquement infectées (ils bénéficient de I'injection
d'immunoglobulines) et chez ceux dont la meére est indemne (pas d'immunoglobuline).
Enfin, la prévalence des variants du déterminant a serait plus élevée chez les patients ayant
recu le vaccin plasmatique que chez ceux bénéficiant de l'administration du vaccin
recombinant. Ce constat suggere que c'est bien la vaccination qui induit la pression de
sélection en faveur des isolats mutants. Ces variants ne sont d'ailleurs pas retrouvés chez les
meres des enfants infectés. Parmi les mutants, c'est la forme G145R de l'antigeéne de surface
qui serait la plus répandue. On a pu observer dans les régions de faible endémie I'apparition
de ces mémes variants a la suite de traitements par les immunoglobulines anti-VHB ou par
les immunosuppresseurs. On sait qu'en zone de faible endémie des variants stables du VHB
sont capables de se disséminer dans la population générale a partir de sous-groupes de
patients chez lesquels ils auraient été sélectionnés. Ces variants conserveraient leur capacité
a se répliquer chez les sujets vaccinés. Cependant, ce fait n'est pas vraiment établi pour les
variants les plus fréquents qui n'étant jamais retrouvés chez les autres membres de la famille
seraient dotés d'une faible infectiosité.

D'autres populations sont candidates a un traitement par le vaccin contre I'hépatite B.
Les 350-400 millions de porteurs chroniques du virus constituent des candidats potentiels a
une immunothérapie par le vaccin. Le but de la vaccination thérapeutique est d'¢largir ou
d'accentuer la réponse immunitaire des lymphocytes T. Les bénéfices a long terme d'une
réduction substantielle de 'activité virale sont potentiellement considérables.
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IIT — Perspectives et Recherche

Tous les médecins s'accordent a dire que la prévention est la meilleure arme contre le
cancer. Malgré de nombreuses recherches, cette prévention demeure essentiellement
comportementale : manger sainement, modérer sa consommation d'alcool, supprimer le
tabac, faire de l'exercice, se protéger du soleil ... Si ces pratiques peuvent réduire jusqu'a
50% le risque de cancer, il persiste toujours une part aléatoire, ainsi que certains facteurs
non maitrisables comme les prédispositions génétiques, l'exposition a la pollution ...

Les données précliniques issues de modeles de souris «classiques» portant sur la
vaccination anticancéreuse préventive, ainsi que ceux des modeles comparatifs en
oncologie, montrent clairement que seuls les animaux portant des 1ésions précancéreuses,
des tumeurs naissantes, et ceux qui sont a risque de développer des métastases ou récidives
apres ¢limination de la tumeur primaire sont protégés, ce qui signifie que les vaccins anti-
cancer sont efficaces lorsqu'ils sont utilisés dans des contextes prophylactiques, a savoir, la
prévention primaire, secondaire et tertiaire, comme dans le concept original de la
vaccination. Cependant, les vaccins anti-cancer montrent un potentiel important si ils sont
utilisés pour prévenir la croissance tumorale chez les patients sains dits a "risque €levé" de
développer un cancer, c'est-a-dire les personnes sujettes a une exposition professionnelle a
des agents cancérigénes, ou porteuses de mutations héréditaires comme dans le cancer du
sein, et lors du traitement des récidives et des métastases chez des patients cancéreux avec
une maladie résiduelle minimale.

Dans ce contexte, il faut également tenir compte que la prévention du cancer est
destinée a des individus sains, par conséquent, l'absence d'effets secondaires toxiques est
aussi importante que l'efficacité, alors que dans la thérapie du cancer, un certain degré de
toxicité est acceptable. Par exemple, certains vaccins thérapeutiques et adjuvants peuvent
provoquer des toxicités locales et systémiques ce qui serait interdit dans les vaccins
prophylactiques. Les vaccins actuellement utilisés pour la prévention primaire du cancer,
tels que ceux contre le VHB et le HPV, ne provoquent que des toxicités de bas grade. Des
approches prometteuses testées chez la souris et dans des essais cliniques thérapeutiques,
tels que les inhibiteurs de point de contréle immunitaire, ne trouveront pas application dans
la prévention du cancer humain, a moins que leur toxicité soit considérablement réduite.

A Theure actuelle, 1'application du concept de prévention primaire dans les tumeurs
non-associ¢ a une infection est encore confinée a des expériences précliniques. Néanmoins,
cette idée a récemment ouvert la voie a la fondation d'un projet, dont I'objectif est de
ramener le nombre de déceés dus au cancer du sein en 2020 a zéro. Ce projet, soutenu par le
Breast Cancer Coalition Nationale des FEtats-Unis, est basé sur l'identification des
néoantigeénes spécifiques au cancer du sein qui sont exprimés dans les premiéres phases de
la cancérogenese et contre lesquels des vaccins prophylactiques de différents types peuvent
étre générés. Des essais sont actuellement en cours[25].
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Sur le campus de I'Institut Pasteur de Lille, I’équipe mixte de recherche CNRS,
Université¢ de Lille animée par le Docteur Nadira Delhem, Maitre de conférences a
I’Université de Lille, s’est intéressée plus particulierement au réle des exosomes cancéreux
dans le carcinome du nasopharynx (CNP), cancer des voies aéro-digestives supérieures[26].
Elle vient de démontrer dans un article publié en décembre 2014, que ces derniers se
révelent étre de véritables « boosters » de la tumeur. Par ailleurs, elle a obtenu des premiers
résultats trés prometteurs, qui tendent a prouver I’efficacité d’une stratégie thérapeutique qui
vise a cibler et neutraliser ces exosomes.

Le CNP est le 3¢me cancer humain le plus fréquemment associ¢ a une infection
virale, apres le cancer du foie et le cancer du col de 1’utérus. Le carcinome du nasopharynx
est un cancer des voies aéro-digestives supérieures associ¢ dans 100% des cas a une
infection par le virus d’Epstein Barr. A I’heure actuelle, les CNP sont inopérables au
moment du diagnostic ; ils ne peuvent étre traités que par radiothérapie éventuellement
couplée a une chimiothérapie. Malheureusement, I’ensemble de ces traitements présente une
efficacité¢ limitée et des effets secondaires importants, d’ou I’importance de chercher des
alternatives thérapeutiques.

Les chercheurs ont donc essay¢ de comprendre I’incapacité de ces cellules a défendre
efficacement I’organisme. C’est ainsi qu’ils ont mis en lumicre le role « diabolique » des
exosomes. En effet, ils ont montré que les cellules de CNP cultivées in vitro relachaient des
quantités importantes d’exosomes et que ceux-ci agissaient a plusieurs niveaux[26]. L'une
des conséquences majeures observée, est la capacité de ces exosomes a limiter, de facon trés
importante, la réponse immunitaire de ’organisme, permettant ainsi au cancer et aux
infections opportunistes de se développer plus rapidement.

Apres avoir mis en évidence ces différents mécanismes, les scientifiques ont réussi
synthétiser un candidat médicament susceptible de se fixer sur les exosomes des CNP et de
les neutraliser. Cet outil thérapeutique a d’ailleurs fait ’objet d’un dép6t de brevet en juin
2014. Les tests précliniques sont actuellement en cours[26]. Néanmoins, il faudra encore
confirmer D’efficacité de ce traitement par de nouveaux tests en laboratoire, avant de
procéder aux premiers essais cliniques sur ’homme.

Au printemps dernier, s'est tenu a Chicago, Etats-Unis, le congrés annuel de la société
américaine d'oncologie clinique (ASCO). Cette édition a confirmé les pistes prometteuses
comme I’'immunothérapie. Apres les cancers métastatiques du poumon et les mélanomes, les
essais dans les cancers ORL, de la vessie, du rein, de 1’ovaire et d’autres encore semblent
¢galement prometteurs. Ces progres sont venus d’un constat : pour se développer en toute
impunité, les cellules tumorales apprennent a verrouiller certains points de contréle du
systtme immunitaire. Identifier et agir sur ces points de controle, appelés
immunocheckpoints, permet de les débloquer. La premicre molécule développée pour
bloquer ce frein immunitaire est un anticorps anti-CTLA4 [27].
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Afin de maintenir 'homéostasie immunitaire et éviter les complications de la sur-
activation immunitaire, plusieurs mécanismes de régulation négative sont mises en place.
De tels mécanismes comportent des postes de contrdle du systéme immunitaire, qui
comprennent les récepteurs CTLA-4 et PD-1, récepteurs exprimés a la surface des
lymphocytes T. Les cellules tumorales sont capables de résister au systéme immunitaire en
exprimant des ligands tels que le PD-L1 ou PD-L2, qui interagissent avec le récepteur PD-1
pour supprimer l'immunité.

La protéine PD1 (programmed cell death protein 1) et son ligand PD-L1 représentent
une voie immunologique intéressante a cibler pour inverser I'immunosuppression induite par
les tumeurs[27]. La liaison de PDI1 inhibe en effet l'activité¢ lytique des effecteurs du
systéme immunitaire. Des essais chez la souris révelent que la surexpression de PD-L.1 dans
des cancers de 'ovaire inhibe la dégranulation des CTL et réduit la lyse tumorale médiée par
les CTL.

CTLA-4 (également connu sous le nom CD152) et PD-1 (également connu comme
CD279) ont ¢été les deux premiers points de contréle immunitaire a étre évalués dans le
cadre de l'immunothérapie anti-cancéreuse. Ils différent par la maniere et le niveau par
lesquels ils régulent négativement le systéme immunitaire. CTLA-4 a été le premier
récepteur a étre ciblé par un agent thérapeutique. Il est exprimé uniquement sur les
lymphocytes T, dont il régule négativement l'activation par compétition avec la molécule
CD28 de co-stimulation pour la liaison avec les ligands B7.1 (aussi connu comme CD80) et
B7.2 (CD86)[28]. CTLA-4 a une plus grande affinité pour ces ligands et est également
capable d'envoyer indépendamment des signaux d'inhibition aux lymphocytes T. Les
modeles pré-cliniques de blocage de CTLA-4 ont montré une réponse immunitaire anti-
tumorale.

Contrairement a CTLA-4, qui régule les lymphocytes T au niveau de l'activation
initiale, PD-1 régule 1'immunité a de multiples phases de la réponse immunitaire, y compris
au niveau des lymphocytes T effecteurs dans les tissus périphériques. En plus de son activité
dans I'immunothérapie du cancer, PD-1 joue un rdle dans l'allergie, 1'auto-immunite, les
maladies infectieuses et 1''mmunité de transplantation. PD-1 est fortement exprimé sur les
lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) dans la phase effectrice et sert a inhiber l'activité
des lymphocytes T lors d'une exposition chronique a l'antigéne lorsqu'il est engagé par ses
ligands. Dans les tissus périphériques, des cellules tumorales et d'autres cellules du micro-
environnement tumoral expriment des ligands de PD-1, censés protéger les cellules
tumorales du systéme immunitaire.
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Figure 23 : Représentation de l’interaction entre les Lymphocytes T et les cellules
présentatrices d'antigene via PD-1 et CTLA-4 [27]

PD-L1 (également connu sous le nom B7-H1 ou CD274) et PD-L2 (également connu
sous le nom B7-DC ou CD273) sont les deux ligands de PD-1. Lorsque I'un des ligands de
PD-1 vient se lier avec celui-ci, l'interaction ligand / récepteur atténue la réponse des
lymphocytes T de plusieurs facons. Par exemple, ils inhibent les kinases impliquées dans
l'activation des lymphocytes T par l'intermédiaire de I'activité de la phosphatase et d'autres
voies de signalisation. En outre, PD-1 est exprimé sur d'autres cellules activées, y compris
les lymphocytes B et les cellules NK[29]. Enfin, 'exposition chronique a un antigéne peut
conduire a la persistante de 1'expression de PD-1. L'augmentation de I'expression de PD1 via
I'exposition chronique a un antigéne peut a la fois modifier la durée de I’interaction
lymphocyte T/APC et peut conduire a I'anergie des lymphocytes.

PD-1 est exprimé sur les TIL dans de nombreux cancers. PD-L1 est ¢galement
exprimé dans différents types de tumeurs. PD-L1 est le plus souvent exprimé dans des
tumeurs solides, comme les cancers de 1'ovaire, du poumon et les carcinomes rénaux, mais
aussi le mélanome. PD-L2 a été rapporté pour étre surexprimé dans différents types de
lymphomes.
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Des données pré-cliniques ont montré que l'expression délibérée de PD-L1 sur des
cellules tumorales de souris inhibe la réponse anti-tumorale des lymphocytes T[29].
Pourtant, l'analyse par immunohistochimie (IHC) ou cytométrie de flux a montré que les
niveaux d'expression de PD-L1 sur les cellules tumorales est variable et les raisons de son
hétérogénéité sont multifactorielles. Les mécanismes qui régulent l'expression de PD-L1 sur
la cellule tumorale comprennent la « résistance immunitaire innée » et des « mécanismes
adaptatifs de résistance immunitaire ». La « résistance immunitaire innée » peut étre liée a
des voies de signalisation oncogene inhérentes a la cellule tumorale. Ces mécanismes ne
dépendent pas de signaux inflammatoires du micro-environnement tumoral. Les
« mécanismes adaptatifs de résistance immunitaire » sont mis en place en réponse a
l'activité immunitaire a l'intérieur du micro-environnement de la tumeur, ce qui conduit a
une expression non uniforme de PD-L1. Les signaux pro-inflammatoires (tels que les
interférons) produits par une réponse immunitaire anti-tumorale dans le micro-
environnement de la tumeur peuvent conduire & une augmentation de l'expression de PD-
L1, qui a son tour protége les cellules tumorales en inhibant alors la méme réponse
antitumorale.

L'Ipilimumab (Yervoy®), un anticorps monoclonal anti-CTLA-4[29], a été le premier
agent thérapeutique a montrer des bénéfices en matieére de survie chez des patients atteints
de mélanome métastatique ce qui lui a valu l'approbation de la FDA en 2011.

Des essais portant sur l'ipilimumab ont montré un taux de réponse modeste de 10 a
15%, au détriment d'effets indésirables tels que des dermatites[30]. Cependant, deux essais
de phase III ont montré une amélioration de la survie globale[31]. La survie moyenne des
patients traités par ipilimumab par rapport au groupe traité par un vaccin anti-tumoral gp100
était de 10,9 mois versus 6,4 mois, et celle des patients traités par ipilimumab en association
avec une chimiothérapie a base de dacarbazine était de 11,2 mois par rapport & 9,1 mois
pour les patients trait€s par dacarbazine seule. La réponse obtenue chez les patients est le
plus souvent durable, 1,5 a 2 ans, et 18% des patients traités par l'ipilimumab ont survécu
au-dela de deux années, voir plusieurs années méme. Parfois, les réponses peuvent se faire
attendre jusqu'a six mois. En outre, la charge tumorale peut sembler augmenter sur
I'imagerie initiale mais régresser par la suite.

Le bénéfice thérapeutique obtenu avec l'inhibition de CTLA-4 conduit a la recherche
d'autres inhibiteurs immunitaires potentiels, inhibiteurs qui seraient plus spécifiques, tout
aussi efficace, et moins toxiques. Etant donné que les PD-1 et PD-L1 sont souvent
considérés comme des modulateurs immunitaires plus distaux, les inhibiteurs de PD-1 et
PD-L1 ont ét¢ identifiés comme potentiellement capables de remplir ces besoins. Des agents
anti-PD-1 ou PD-L1 sont actuellement en essais cliniques[27], avec des résultats
prometteurs, y compris des taux élevés, objectifs et durables de réponse (ORR) et un profil
d'effets secondaires favorable.
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Therapeutic agent Target Disease type

Mivalumab (BM5-936555; PO Solid tumors, melanoma,

M- 1 106 Bristal-Myers MESCLC, RCC, orvarian

squibhb)

Pembrolizumab® (ME3475; FO-| Melanoma®, M5CLE, head

formerly lambrolizumab; and neck

Merck, K evtruda®)

Fidilizumab (CTA01 1) FO-1 Hemamologic malighancies

AMP-24 (AmplimmunefGok) PO solid tumars

MO 1105 (BMEI3655) FO-LI Solid tumars

MFOLIZE0A [Genentech) FO-LI Solid tumors, melanoma,
MSCLC, bladder

MECH47 36 (Medlmmune) FO-LI Solid tumors, melanoma,

head and neck, gastric

FSBODIOT 13T (EMD Serona) PO-LI Solid tumars

Motes: *As of § September 2014 List & nat exhaostive due to the rapidly changing
clinical tril kndscape; Ppembrolizumab gained FOA approval for patients with
advanced or unresectable melanaoma on 4 September 2014,

Abbreviations: FDA, LS Food and Drug Adminstration; MECLE, non-small cell
lung cancer; PO, programmed cell death; RCC, renal cell cardinoma.

Figure 24 : Agents anti-PD1 et PD-L1 a l'essai [27]

Bien que les thérapies anti-PD1 et PD-L1 soient actuellement 1'objet de nombreuses
recherches sur différents types de tumeurs solides, c'est dans le mélanome métastatique
qu'elles ont ét¢ le plus étudiées. Les anticorps dirigés contre PD-1 comprennent le
nivolumab (Opdivo), le pembrolizumab (également connu sous le nom de MK-3475,
anciennement lambrolizumab), et le pidilizumab (CT-011). Parmi ceux-ci, le nivolumab et le
pembrolizumab ont été le plus étudié chez les patients atteints de tumeurs solides[32].

Le premier anticorps a cibler PD1 dans des essais cliniques était le MDX-1105. Les
anticorps anti-PD1 actuellement en développement comprennent MPDL3280A (Genentech),
MEDI14736 (Medlmmune) et MSB0010718C (EMDSerono). Derniérement, de nouvelles
approches comme 1'AMP-224 (Amplimmune), une cible de PDI, sont également a
'étude[27].
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Le premier essai de phase I sur I'Homme avec le nivolumab a été conduit chez des
patients atteints de tumeurs solides résistantes[33]. Une réponse complete et durable a éte
observée chez les patients atteints de tumeurs colorectales. Deux réponses partielles ont
¢galement été observées, I'une chez des patients atteints de mélanome, l'autre chez des
patients atteints de carcinome rénal.

Un essai ultérieur de phase I a été mené pour tester I’innocuité et l'activité du
nivolumab sur 296 patients atteints de mélanome a un stade avancé (n=104) , de cancer du
poumon non a petite cellule (n=122), de tumeur prostatique résistante aux traitements
hormonaux (n=17), de cancer rénal (n=34) ou de cancer colorectal (n=19)[34]. Les résultats
de cette étude montrent une réponse objective dans le mélanome (28%), dans le carcinome
rénal (27%) et dans le cancer du poumon (18%). Une réponse durable a été observée chez
65% des patients sur plus d'un an. Chez les patients atteints de mélanome a un stade avancé,
une réponse durable de plus d'un an a été observée dans 72% des cas pour les malades
recevant le nivolumab pendant plus d'un an. Une analyse de suivi de cet essai chez les
patients atteints de mélanome a ét€ marquée par une réponse objective et durable de 31%,
une durée médiane de réponse de 2 ans, et une médiane de survie de 16,8 mois pour toutes
les cohortes de dose (avec une survie a 1 et 2 ans de 62% et 43% respectivement) et 20,3
mois a la dose de 3 mg / kg.

Les événements indésirables liés au traitement les plus fréquents comprenaient
fatigue, diarrhée, prurit, éruption cutanée, nausées et perte d'appétit. Des événements
indésirables de grade 3 et 4 liés au traitement ont été observés chez 14% des patients. Des
effets indésirables graves liés au traitement ont été observés chez 11% des patients et
incluaient notamment: pneumopathie (3%), colite, hépatite et thyroidite.

Récemment, les résultats d'un essai de phase I sur un anticorps anti-PDI, le
nivolumab[33], test¢ sur des patientes atteintes de cancer de l'ovaire résistant a la
chimiothérapie ont été présentés. Sur les quinze patientes traitées, 20% ont montré des
réponses partielles, et 26% ont présenté une stabilisation de la pathologie.

Un essai de phase I cherchant a étudier I'innocuité et 'activité du pembrolizumab
chez des patients atteints de mélanome a la fois pré-traités par chimiothérapie et naifs a été
mené[35]. Le pembrolizumab est un anticorps monoclonal hautement sélectif qui bloque
l'intéraction entre PD-L1, récepteur présent a la surface des lymphocytes T et ses ligands
(PD-L1, L2). Au total, 135 patients ont été traités et la réponse objective moyenne obtenue
¢tait de 38%, avec un pic a 52% pour la cohorte recevant une dose de 10mg/kg. Comme
avec le nivolumab, la réponse était durable (moyenne de 11 mois), et 81% des patients sont
toujours en cours de traitement.

Dans cette étude, 79% des patients ont rapporté des effets indésirables liés au
traitement (le plus souvent bénins) et 13 % des patients ont rapport¢ des événements
indésirables de grade 3 et 4 comme hypothyroidie, diarrhées, perte d'appétit, insuffisance
rénale, rash et prurit.
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Une étude de phase Ib sur le pembrolizumab (anticoprs anti-PD-L1) actuellement
menée sur des patientes atteintes d'un cancer avancé de 1'ovaire exprimant PD-L1 montre
des résultats prometteurs[36]. En effet, on observe une réduction tumorale chez 23%
patientes lourdement pré-traitées par chimiothérapie (deux a quatre lignes).

Un essai de phase I a évalué l'innocuité et la pharmacocinétique de pidilizumab (CT-
011) chez 17 patients atteints de leucémie myéloide aigué€, de leucémie lymphoide
chronique, de lymphome non hodgkinien, de lymphome de Hodgkin et de myélome
multiple qui avaient progressé malgré une chimiothérapie ou une transplantation de cellules
souches[37]. Cette étude a montré que pidilizumab était stir, bien toléré, et un bénéfice
clinique a été¢ démontré chez 33% des patients.

Par la suite, pidilizumab a été étudié dans deux essais de phase II chez des patients
atteints de tumeurs malignes hématologiques [33]. Le premier était un essai international de
phase II qui évaluait pidilizumab chez des patients ayant subi une transplantation de cellules
souches pour lymphome B diffus[33]. Un total de 66 patients a été traité. Chez 35 patients
qui avaient une maladie mesurable apres transplantation et recus pidilizumab, le taux de
réponse ¢était de 51%. La moyenne de survie était de 0,72 a 16 mois apreés le premier
traitement. Une neutropénie (19%) et une thrombocytopénie (8%) ¢étaient les effets
indésirables les plus fréquents; 4% des patients ont présenté un événement indésirable grave
lié au traitement.

La deuxiéme étude de phase II a évalué I'innocuité et l'activité de pidilizumab en
combinaison avec rituximab chez des patients atteints d'un lymphome folliculaire en
rechute[33]. 32 patients ont été recrutés, et la médiane de suivi était de 15,4 mois. Le critére
d'évaluation primaire de 1'étude était la réponse objective, pour laquelle 29 patients étaient
¢valuables. Une réponse objective a été observée chez 66% des patients. La combinaison de
pidilizumab et rituximab a été bien tolérée, sans effets indésirables liés au systéme
immunitaire ou effets de grade 3 ou 4 liés au traitement.

Une étude multicentrique de phase I portant sur l'anticorps anti-PD-L1 MDX-1105 a
¢té menée chez des patients atteints de tumeurs solides a un stade avancé[38] : mélanome
(n=55), tumeur pulmonaire non a petites cellules (n=75), cancer colorectal (n=18),
carcinome rénal (n=17), cancer de l'ovaire (n=17), cancer du pancréas (n=17), tumeur de
l'estomac (n=7) et cancer du sein (n=4). Parmi ces différentes pathologies, une réponse
objective a été observée chez 17% des mélanomes, 12% des carcinomes rénaux, 10% des
tumeurs pulmonaires, et 5% des patientes atteintes de cancer de 1'ovaire. Chez les patients
ayant au moins un an de suivi, 50% ont montré une réponse durable sur un an. Les
¢vénements indésirables les plus fréquents liés au traitement étaient la diarrhée, arthralgie,
fatigue, éruptions cutanées, nausées, prurit, et céphalées, dont une majorité étaient de bas
grade. Bien que le développement clinique du MDX-1105 en monothérapie soit arrété, cette
expérience clinique était la premicére preuve publiée sur les avantages potentiels de
l'inhibition de PD-L1.
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Pour accroitre le nombre de patients qui bénéficient de I'immunothérapie avec des
agents anti-PD-1/PD-L1, des associations avec d'autres immunothérapies et traitements
anticancéreux standards ont été testées. La combinaison de nivolumab et ipilimumab a été
¢tudi¢ dans un essai de phase I [39]. L'administration simultanée des deux agents a montré
un profil d'effets secondaires gérables et a abouti & une réponse objective de 40% pour
toutes les cohortes de niveau de dose, avec une durée de réponse allant de 6 a 72 semaines.
L’association de plusieurs agents a montré une plus grande toxicité, des effets indésirables
liés au systéme immunitaire ont ét¢ observés chez 53% des patients, mais beaucoup de ces
effets étaient asymptomatiques, de pertinence clinique incertaine, comme des valeurs de
lipase élevées dans le sang sans symptomes associées a une pancréatite.
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Chapitre IV : Vaccination Thérapeutique

Alors que les vaccins prophylactiques sont généralement administrés a des individus
en bonne santé, les vaccins thérapeutiques sont administrés a des patients atteints de
tumeurs dans le but d'éradiquer les cellules cancéreuses en renforcant la réponse
immunitaire des patients. Les différents effecteurs immunitaires mobilisés par la vaccination
thérapeutique attaquent et détruisent spécifiquement les cellules cancéreuses et préservent
les cellules saines. Ainsi, les vaccins thérapeutiques anticancéreux peuvent étre utilisés, en
principe, pour inhiber la croissance de tumeurs et/ou faire régresser des cancers réfractaires
aux traitements conventionnels comme la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie.

En 1891, le Docteur William Coley a réalisé la premiere tentative de stimulation du
systéme immunitaire en pratiquant des injections intratumorales chez un patient atteint de
cancer de souches inactivées de Streptococcus pyrogenes et de Serratia marcescens (toxine
de Coley). L'idée venait de 1'observation de rémissions spontanées de sarcomes chez des
individus atteints d'érysipele. Malgré la bonne réponse des patients, son travail fut pergu
avec scepticisme par la communauté scientifique. Aujourd'hui, l'immunologie est un
domaine médical beaucoup mieux connu, et la science moderne a prouvé que les théories du
Dr. Coley étaient exactes. En effet, le bacille Calmette-Guérin (BCG) est un bon exemple de
toxine de Coley, il est d'ailleurs toujours utilis€¢ pour traiter par voie intravésicale certains
cancers de la vessie.

Malgré les efforts considérables pour développer des vaccins anti-cancer, la
traduction clinique de vaccins contre le cancer dans des thérapies efficaces est difficile.
Toutefois, de récents travaux sur I'immunologie des cancers ont obtenu la preuve clinique du
concept de vaccin thérapeutique : le Sipuleucel-T, un vaccin basé sur 1'utilisation de cellules
immunitaires, a permis une augmentation de la durée de vie moyenne de patients atteints de
cancers de la prostate réfractaires aux traitements hormonaux. Cela a conduit a l'approbation
par la FDA de sa mise sur la marché américain en 2010 sous le nom de Provenge®. A
I'heure actuelle, il n'est toujours pas commercialisé en France.

Beaucoup de stratégies basées sur la vaccination thérapeutique sont en cours de
développement ou en cours d'évaluation dans des essais cliniques. Basé sur leurs contenus,
on peut les classer en différentes catégories : les vaccins cellulaires (cellules tumorales ou
immunes), les vaccins peptidiques, ainsi que les vaccins moléculaires (ADN, ARN ou viral).
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I — Les vaccins a base de cellules tumorales

I —A. Cellules Autologues

Les vaccins a base de cellules tumorales autologues préparés a partir de cellules
cancéreuses de patients représentent I'un des premiers types de vaccins thérapeutiques testé.
Ces cellules tumorales sont irradiées, combinées avec un adjuvant qui stimule le systeme
immunitaire et administrées a l'individu dont les cellules tumorales ont été isolées. Les
vaccins & base de cellules tumorales autologues ont été testés dans de nombreux cancers
comme le cancer du poumon, le cancer colorectal, le mélanome, le cancer du rein ainsi que
le cancer de de la prostate. L'un des avantages majeurs de ces vaccins est leur capacité a
présenter l'intégralité du spectre des antigénes de la tumeur au systéme immunitaire du
patient. Cependant, la préparation de ces vaccins requiere suffisamment d'échantillons de la
tumeur ce qui limite cette technologie a certains types de cancers.

Les cellules tumorales autologues peuvent étre modifiées pour leur conférer un
potentiel immunostimulant plus important. En effet, des cellules tumorales autologues
infectées par le virus de la maladie de Newcastle (paramyxovirus de type 1) ont montré une
capacité a augmenter leur immunité anti-tumorale dans de nombreux modéles animaux,
comme dans le lymphome et le mélanome. Des essais cliniques ont montré que ces cellules
tumorales modifiées étaient « saines » et avaient un effet positif sur la mémoire immunitaire
anti-tumorale des patients atteints de cancers. L'immunisation avec des cellules tumorales
congues pour exprimer I'IL-12, une cytokine clé¢ de l'immunité, entraine également la
suppression de tumeurs solides chez la souris accompagnée d'une production élevée d'IFNy
et de I'activation des lymphocytes T cytotoxiques ainsi que des cellules NK.

Un vaccin a base de cellules autologues transfectées par géne GM-CSF (GVAX) a été
¢tudié dans plusieurs essais cliniques[40]. Les études ont montré que le GVAX permet le
recrutement de cellules dendritiques pour la présentation d'antigénes tumoraux et de
lymphocytes CD8+. Le GVAX stimule également la maturation des cellules dendritiques.
L'immunisation par GVAX, lorsqu'elle est combinée avec le blocus de l'antigéne 4 associé
aux CTL (CTLA-4), un important inhibiteur de la réponse immunitaire, favorise le déclin du
mélanome murin en modifiant la balance lymphocytes T effecteurs/régulateurs. Une
meilleure efficacité anti-tumorale était obtenue lorsque les cellules, congues pour exprimer
le ligand Flt3 (FVAX), étaient associées a l'inhibition du CTLA-4 dans le traitement de
I'adénocarcinome prostatique murin. En plus de CTLA-4, I’interaction du récepteur PD-1
(programmed death 1) avec ses ligands PD-L1/2 ou B7-1 inhibe aussi l'activation des
cellules T et la production de cytokines. La combinaison de I'inhibition de PD-1 et CTLA-4
en synergie avec FVAX, mais non GVAX, dans le controle de la croissance du mélanome
B16 murin, suggére que l'inhibition des voies de costimulation favorise I'expansion des
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cellules T spécifiques de la tumeur et le maintien de leurs fonctions effectrices, résultant du
changement du micro-environnement tumoral d'un état immunosuppresseur a un état
inflammatoire/immunostimulateur. En  plus de cibler les voies négatives
d'immunorégulation, GVAX a été¢ formulé a base de lipopolysaccharide (LPS), un agoniste
du récepteur TLR4, pour le traitement de plusieurs tumeurs murines. L'administration
intratumorale GVAX-LPS absorbé augmente nettement la réponse antitumorale par rapport
a GVAX seul. Cela prouve un effet antitumoral corrélé a 'augmentation de 1'infiltration de la
tumeur par des cellules dendritiques activées aussi bien que des cellules CD8- et CD4+.

Depuis 2007, le séquencage ADN de différents carcinomes a prouvé I’extréme
diversité génétique ou hétérogénéité des tumeurs. Ainsi, le concept d’homogénéité des
tumeurs était une hypothése erronée. Le cancer est une maladie génétique; le séquencage
génétique de cellules cancéreuses ces derniéres années, basé sur des technologies de
seconde génération, montre clairement qu'il y a eu une sous-estimation de I'hétérogénéité
des tumeurs et de ses conséquences sur le développement de vaccins « anti-cancer ». Il est
donc entendu que l'on ne peut traiter une pathologie hétérogene avec un traitement
homogéne. Pour aller plus loin dans ce concept d’hétérogénéité, une équipe de chercheurs
américains a analysé cette question dans le cancer du sein et dans le cancer colorectal [41].
Ils ont rapporté qu'il y a 80 mutations de I'ADN dans un cancer type conduisant a autant de
protéines altérées, ou antigénes spécifiques de la tumeur. Bien que le nombre de geénes
mutants soit similaire dans les cancers du sein et colorectaux, ces génes sont sensiblement
différents tout comme le type de mutation. En conséquence, une forte réponse immune
anticancéreuse ne peut €tre obtenue avec un vaccin a base de cellules allogéniques. Les
vaccins antitumoraux a base de cellules autologues sont donc une meilleure approche
immunologique pour le développement de vaccin anti-cancer.

La spécialité OncoVax® (Vaccinogen, Maryland, Etats-Unis) est le premier vaccin
contre le cancer du codlon utilisé pour prévenir les rechutes apres résection chirurgicale d'une
tumeur primaire[42]. Il utilise des cellules tumorales vivantes des patients atteints de cancer
du colon, métaboliquement actives, stériles et non-tumorigenes pour mobiliser le systéme
immunitaire du patient pour prévenir la récurrence du cancer aprés chirurgie. Tenant compte
de I'hétérogénéité des cancers, OncoVax® utilise la propre tumeur des patients pour créer
une forte réponse immunitaire contre la diversité et la singularité des cellules cancéreuses du
patient.

Selon le protocole OncoVax®, les deux premiéres injections sont constituées de
cellules tumorales irradiées mélangées avec des mycobactéries de la souche de Bacillus
Calmette Guérin (BCG ). La troisieme et la quatriéme immunisation sont constituées de
cellules tumorales irradiées seules. Toutes les vaccinations sont intradermiques, le site le
plus fonctionnel pour les vaccinations. La souche du BCG est, en plus d'étre un vaccin pour
la prévention de la tuberculose, également un médicament approuvé pour le traitement du
carcinome intravésical. Pour stimuler la réponse immunitaire, Oncovax® inclut des souches
de BCG dans les deux premicres injections. Le BCG est une bactérie vivante, mais
faiblement pathogéne. Néanmoins, il génére une inflammation locale, ce qui induit une forte
réponse immunitaire par de multiples voies de stimulation. En fait, 24 h aprés I'injection de
BCG chez 'homme, on note une mobilisation massive des cellules immunitaires dans le
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sang, ce qui conduit a l'ancrage de ces cellules au site de vaccination intradermique. Ces
cellules immunitaires sont activées au niveau du site de vaccination contre les antigénes
disponibles.

Des patients aux stades II et III de cancers du colon ont été sélectionnés [42]: 128 ont
recu le vaccin OncoVax® et 126 constituerent le groupe témoin. Ces derniers ne regurent
aucun traitement apres résection chirurgicale mais furent néanmoins suivis. Pour les sujets
randomisés pour OncoVax® (n =128 ), 28 a 35 jours apres la chirurgie les patients ont regu
les trois inoculations, la premiere avec des cellules tumorales mélangées avec le BCG et une
semaine plus tard, un second traitement identique. La troisiéme vaccination, une semaine
apres, ¢était a base de cellules tumorales autologues, stériles, irradiées seules. Une quatriéme
dose, un traitement de rappel, a été administrée six mois apres la résection chirurgicale. Le
suivi médian dans cette étude était a 1'origine de 5,3 ans puis 5,8 ans. La randomisation dans
I'étude a été effectuée en fonction de la classification TNM (tumeur, adénopathie,
métastase), I'emplacement de la tumeur ainsi que I'établissement de la tumeur.

Dans le groupe OncoVax®, 102 patients sur 128 ont recu les quatre vaccinations.
Pour déterminer le degré de réactivit¢ DTH (delayed type hypersensibility ou
hypersensibilité retardée),les indurations ont ét¢ mesurées aux sites d'injections 48 h apres
les troisiéme et quatrieme immunisations. Les patients montrant une induration de minimum
5 mm de diamétre ont été considérés comme ayant une immunité cellulaire efficace. 97%
des patients aprés la quatrieme inoculation ont obtenu une réponse considérée comme
efficace [42].

Quarante-six patients au stade II de la classification TNM (29 controles , 17
traitements OncoVax®) ont subi une progression de la maladie ou sont décédé pendant
I'étude. Malgré cela, les estimations de Kaplan -Meier des taux de cancer du colon ont
montré une amélioration statistiquement significative de la survie sans récidive chez les
patients de stade II traités (Figure 25). Les pourcentages apres cinq années de suivi €taient
respectivement de 21,3% et 37,7 % pour les groupes traitement et contrdle. La différence de
16,4% représente une réduction du risque relatif de 41,4 % de progression de la maladie a
cinq ans (p = 0,008). Trente-cinq patients au stade II de la maladie (21 contrdles , 14
traitements OncoVax®) sont décédés pendant I'¢tude. La survie globale a montré une
amélioration statistiquement significative des patients traités par OncoVax® (17,5 %) par
rapport aux patients du groupe de controle (27,3%) (Figure 26). La différence favorable de
9,8% représente une réduction du risque relatif de 33,3% a cinq ans (p = 0,014)[42].
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On notera un pourcentage plus élevé de patients ayant eu un effet indésirable grave
non fatal dans le groupe controle que dans le groupe OncoVax®. Trente-trois patients dans
le groupe OncoVax® (25,8 %) et 46 patients dans le groupe de controle (36,5 %) ont connu
au moins un événement indésirable. Un événement indésirable grave a été considéré comme
lié au traitement avec OncoVax®. Un patient a ¢été hospitalisé pour le traitement dun
syndrome pseudo-grippal, I'événement a été résolu neuf jours plus tard. En outre, le
traitement avec OncoVax® a été arrété chez une femme de 71 ans qui a développé une
ulcération de 21 x 32 mm apres la seconde inoculation ( a partir de laquelle le BCG avait été
omis en raison d'événements indésirables aprés la premiére inoculation). La zone
d'ulcération est devenue nécrotique et a nécessité une excision chirurgicale.

Dans une analyse a posteriori, les résultats de tous les sujets qui ont regu quatre
inoculations ont été évalués. Ainsi, la cohorte de patients traités par OncoVax® a obtenu un
résultat cliniquement significatif et statistiquement significatif en termes d'intervalle sans
récidive et de survie sans récidive. De plus, les patients atteints de la maladie au stade II ont
obtenu une différence statistiquement significative en terme de survie globale (p = 0,046 ),
85,5 % dans le groupe traité par OncoVax® contre 72,7 % dans le groupe témoin[42].

I — B. Cellules Allogéniques

Les vaccins a base de cellules tumorales allogéniques entieres, qui contiennent
typiquement deux ou trois lignées cellulaires de tumeurs humaines établies, ont un intérét
car possédent moins de limites que les vaccins a base de cellules tumorales autologues. Ils
comprennent des sources infinies d'antigénes tumoraux, une production standardisée et donc
une possibilité de vaccin a grande échelle, une analyse fiable des résultats cliniques, ainsi
qu'un bon rapport cotit-efficacité.

Le Canvaxin® est un vaccin a base de cellules enticres allogéniques constitué de trois
lignées de mélanome combinées a un adjuvant, le BCG. Dans un essai de phase II , la
médiane de survie ainsi que le taux de survie a 5 ans était significativement plus élevé chez
les patients atteints de meélanome de stade III recevant Canvaxin® comme traitement
adjuvant postopératoire par rapport au groupe témoin ( 56,4 mois et 49 % par rapport a 31,9
mois et 37 % ; p < 0,001 )[43]. Dans un autre essai de phase II chez des patients atteints de
mélanome de stade IV, le traitement par Canvaxin® abouti a un taux de 39 % de survie a 5
ans, 20% chez le groupe témoin[44]. Cependant, deux essais de phase III randomisés multi-
institutionnels chez des patients atteints de mélanome de stade III et IV ont échoué a
déterminer I'efficacité du vaccin[44] , et par conséquent , ces essais ont ét¢ abandonnés.
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L'efficacité clinique du vaccin GVAX allogénique a été évaluée pour le traitement du
cancer de la prostate récidivant, le cancer du sein et le cancer du pancréas. Bien que les
résultats des essais de phase II dans le cancer de la prostate aient été encourageants, la phase
IIT des essais cliniques congus pour tester GVAX seul versus GVAX en association avec les
chimiothérapies pour le traitement du cancer de la prostate métastatique ont échoué a
atteindre un bénéfice de survie satisfaisant et ont été abandonnés[45]. Malgré ces résultats
décevants, d'autres stratégies de combinaison impliquant le vaccin contre le cancer de la
prostate GVAX et anti- CTLA-4 (ipilimumab), un agent immunomodulateur récemment
approuvé par la FDA pour le traitement du mélanome métastatique, sont toujours
poursuivis[45].

Le belagenpumatucel-L (Lucanix®) est un vaccin a base de cellules tumorales
allogéniques génétiquement modifiées qui inhibe la transformation du facteur de croissance
TGF- B2[46]. 1l a ét¢ développé a partir de cinq lignées de cellules allogéniques de cancer
du poumon (NSCLC, non-small cell lung cancer) transfectées pour exprimer une séquence
de TGF- B2 antisens pour inhiber l'expression de TGF- 2. Le TGF- B2 est une isoforme de
la famille du TGF- B et se trouve étre immunosuppresseur, présentant des effets antagonistes
sur les cellules tueuses naturelles, les cellules tueuses activées et les cellules dendritiques.
L'expression de TGF- 2 a été corrélée a un mauvais pronostic dans le NSCLC.

Un essai clinique de phase II randomisé sur 75 patients atteints de NSCLC (stades II
-IV) a été achevé[46]. Les patients ont €té répartis en trois groupes en fonction des doses
administrées ( 1,25*10"7, 2,5%10"7, ou 5*1077 cellules / injection) et ont été traités tous les
mois ou une fois tous les deux mois. Seuls les événements indésirables mineurs ont été
notés avec un seul événement de grade 3 attribué au vaccin. Les résultats ont montré qu'il y
avait un taux de réponse partielle de 15 % chez les patients a un stade avancé. La probabilité
estimée de survie a un ou deux ans était de 39% et 20% respectivement pour les patients
recevant la dose faible du vaccin ( 1,25*10"7 cellules / injection). Cela se compare a 68 %
et 52% pour les doses plus élevées (2,5%10"7 a 5*%1077 cellules / injection). La durée
moyenne de survie estimée pour les patients de la catégorie a faible dose était de 252 jours,
comparativement a 581 jours pour les patients dans les doses plus élevées.

Basé sur ces résultats, un essai clinique randomisé de phase III a été¢ lancé pour
examiner les avantages globaux de survie pour les patients atteints de cancers aux stades
T3N2 - IIIA, IIIB et IV, qui n'ont pas progress¢ apres une chimiothérapie de premicre ligne
et ont été traités avec belagenpumatucel -L ou un placebo (essai STOP )[47]. L' étude a
enr0lée 532 patients, les patients recevant des traitements entre 4 et 17,4 semaines apres la
fin de la chimiothérapie de premiere ligne. Les patients ont été randomisés en outre sur
I'histologie de la tumeur avec 57 % d'adénocarcinomes, 27 % de tumeurs squameuses, et 6
% carcinomes a grandes cellules . Les patients ont regu le belagenpumatucel - L ou un
placebo pendant 18 mois a raison de deux injections intradermiques trimestrielles jusqu'a
progression de la maladie ou le retrait de l'essai. La survie globale médiane des patients
traités par belagenpumatucel-L était de 20,3 mois contre 17,8 mois pour le groupe placebo (
p=0,594).
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Les patients qui ont été traités dans les 12 semaines aprés la fin de la chimiothérapie
ont montré une amélioration de la survie globale avec une médiane de survie de 20,7 mois
avec le belagenpumatucel-L , comparativement a 13,4 mois avec le placebo (p = 0,083 . Les
patients qui avaient été préalablement traités avec des radiations avaient une médiane de
survie globale de 40,1 mois (belagenpumatucel-L), comparativement a 10,3 mois pour le
groupe placebo, (p = 0,014). Les patients atteints de cancer de stade IIIB / IV non -
adénocarcinome randomisés dans les 12 semaines de la fin de la chimiothérapie ( n =99 )
avaient médiane de survie globale de 19,9 mois ( belagenpumatucel - L ), comparativement
a 12,3 mois pour le placebo, (p = 0,036). La nette amélioration de la survie obtenue en sous-
groupes spécifiques de patients identifiés est une €tape encourageante pour les vaccins
contre le cancer du poumon et d'autres essais sont prévus.
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II — Les vaccins a base de cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont les cellules présentatrices d'antigénes professionnelles
les plus importantes. Elles agissent comme des sentinelles des tissus périphériques ou elles
absorbent et présentent les agents pathogénes ou peptides antigéniques aux lymphocytes T
naifs via le complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH). L'importance des cellules
dendritiques dans l'immunité innée et adaptative est bien établie. En effet, de nombreuses
stratégies d'immunothérapie du cancer ciblent les cellules dendritiques directement ou
indirectement pour l'induction de réponses immunitaires spécifiques. Des études ont montré
que les différents sous-ensembles de DCs interagissent avec différentes populations de
lymphocytes T et régulent différentes réponses immunitaires in vivo. Une étude sur des
animaux a montré¢ que les cellules dendritiques CD8 + CD205 + présentent des antigénes
via le CMH de classe I et de classe II, alors que les cellules dendritiques CD8-33D1 +
utilisent la voie de présentation du CMH de classe II uniquement.

En outre, le ciblage des antigénes présentés par les cellules dendritiques ne se traduit
pas toujours dans l'activation immunitaire, car I'engagement de certains récepteurs sur les
DCs peut induire la suppression immunitaire. Il semble que les signaux de maturation des
DCs soient essentiels pour éviter l'induction de la tolérance des lymphocytes T ou
l'augmentation de I'immunité anti-tumorale. Des €tudes sur la biologie des DCs démontrent
que trois signaux sont généralement nécessaires pour l'activation fonctionnelle des cellules
dendritiques, y compris la juste présentation du complexe CMH/peptide aux lymphocytes T,
la régulation positive de molécules de co-stimulation tels que CD40, CD80, et CD86, et la
production de cytokines capables de polariser la voie de différenciation des lymphocytes T
vers la voie Thl.

Des études menées sur des cultures ex vivo de cellules dendritiques de souris
obtenues a partir de précurseurs de la moelle osseuse fournissent la base du développement
de vaccins a base de DCs[46]. D'une maniére similaire, les DCs humaines peuvent étre
produites par culture de progéniteurs hématopoictiques CD34 + ou de monocytes dérivés du
sang périphérique. La préparation de vaccins peut étre obtenue en associant des antigénes
tumoraux a des cellules dendritiques autologues de patients qui sont simultanément traités
avec des adjuvants. Les cellules sont ensuite readministrées aux patients afin d'induire une
immunité anti-tumorale. Les antigénes utilisés a cette fin peuvent étre des protéines ou des
peptides tumoraux, des cellules tumorales enti¢res, de ' ADN ou ARN viral, ou encore issus
de la fusion de cellules tumorales et de cellules dendritiques.
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L'un des premiers essais testant I'immunogénicité des DCs a été réalisé dans le cancer
métastatique de la prostate, dans lequel les patients ont recu des cellules dendritiques
autologues présentant des antigénes dérivés de l'antigéne de membrane spécifique de la
prostate ( PSMA )[48]. Des réponses cellulaires spécifiques de 1'antigéne et une réduction
des niveaux de PSA ont été observés chez certains patients, favorisant l'utilisation
potentielle de cette thérapie vaccinale. D'autres vaccins a base de cellules dendritiques ont
été testés dans des essais cliniques pour le traitement du cancer de la prostate, dans le
mélanome, ainsi que dans le carcinome rénal. Cependant, ce type de vaccin autologue
nécessite l'isolement de cellules mononucléaires du sang périphérique provenant du patient
et la mise en culture de ces cellules, ce qui limite ainsi le nombre de vaccinations.

Le Sipuleucel -T ( Provenge® ) a été approuvé par la FDA américaine en 2010 pour
le traitement du cancer de la prostate métastatique résistant aux traitements hormonaux. Ce
vaccin autologue se compose principalement de cellules présentatrices d'antigéne incubées
avec un antigene de la prostate, la PAP (phosphatase acide prostatique) fusionnée a GM-
CSF. Plus précisément, les cellules présentatrices d'antigéne (APC) et d'autres cellules
mononuclées du sang du patient sont recueillies par leucophérése, puis ces cellules sont
exposées a une protéine de fusion recombinante qui fonctionne comme un antigéne associé
au cancer de la prostate[48]. Cet antigéne recombinant se compose de deux éléments clé. Le
premier est la phosphatase acide prostatique (PAP). La PAP est une enzyme exprimée dans
plus de 95% des adénocarcinomes de la prostate et est hautement spécifique des tissus
prostatiques. Le deuxiéme ¢élément essentiel de l'antigéne recombinant est 1'activateur de
cellule immunitaire, le facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages
(GM-CSF). Le récepteur de GM-CSF est exprimé sur les cellules présentatrices d'antigénes
dérivées du sang et de la moelle osseuse. Lorsqu'il est li¢ a 'APC, le GM-CSF stimule la
production d'autres molécules de la fonction immunitaire, y compris des cytokines et des
molécules co-stimulatrices. Ces deux composants sont combinés pour former une protéine
de fusion recombinante PAP-GM-CSF, connu sous le nom PA2024. Cette protéine de fusion
est incubée avec les cellules du patient pendant 36 a 48 heures. Il en résulte la maturation
des cellules présentatrices d'antigénes. Ce processus est effectué ex vivo pour éviter
I'environnement immunosuppresseur créé par les cellules cancéreuses de la prostate du
patient. Les APC matures, connues sous le nom APC8015, sont ensuite réinjectées au
patient. Bien que le mécanisme d'action précis soit inconnu, le Sipuleucel-T est congu pour
induire une réponse immunitaire systémique a l'encontre des cellules cancéreuses de la
prostate du patient, qui expriment PAP. Les cellules dendritiques contenant PA2024
constituent le composant actif de Sipuleucel-T.

Les essais cliniques démontrent un bénéfice en matiére de survie[48]. En effet, 127
hommes atteints de cancer de la prostate ont été randomisés dans deux groupes: ils ont recu
une perfusion de Sipuleucel-T ou une perfusion de placebo a deux semaines d'intervalle
jusqu'a occurrence de trois perfusions. Il n'y a pas de différences remarquables entre les
deux groupes quant au délai de progression de la maladie (11,7 semaines dans le groupe
vaccin contre 10 semaines dans le groupe placebo, p=0,052). Cependant, une analyse des
données sur l'innocuité dans une période de 36 mois met en évidence un avantage
statistiquement significatif et d'importance clinique en matieére de survie, soit 4,5 mois de

&9



plus chez les hommes traités par le Sipuleucel-T comparativement aux hommes sous
placebo (survie médiane de 25,9 mois contre 21,4 mois, p=0,01). Apres le suivi de trois ans,
le taux de survie est de 34% dans le groupe soumis a l'immunothérapie et de 11% dans le
groupe placebo. Compte tenu de son profil de toxicité favorable et de la voie
d'administration gérable, le succés de Sipuleucel -T comme le premier vaccin thérapeutique
ouvre de nouvelles possibilités de traitement pour le cancer de la prostate et d'autres
cancers.

Malgré le succes clinique du vaccin contre le cancer de la prostate a base de cellules
dendritiques, la modeste efficacité anti-tumorale de Sipuleucel-T souligne la nécessité
d'améliorer et d'optimiser cette approche. Etant donné que l'activation des lymphocytes T est
finement contrdlée par des molécules co-stimulatrices exprimées sur les DCs, la
modification des niveaux d'activation ou de molécules inhibitrices pourrait améliorer
l'efficacité des vaccins a base de cellules dendritiques. La stimulation de CD40 sur les DCs
via les cellules T CD4 + activées est requise pour une activation et une réponse des
lymphocytes T CD8 + efficace. La surexpression de CD40L dans des cellules dendritiques
de souris via la transduction de virus ou d'électroporation d'ARNm a conduit a une
expression ¢levée de molécules B7 et a une production accrue d'IL-12p70, les deux étant
essentiels pour I'immunité anti-tumorale via la voie Thl. De méme, l'expression de CD40L
sur des cellules dendritiques humaines a également abouti a une activation accrue des
lymphocytes T, méme vis a vis d'antigénes de tumeur peu immunogenes, telle que la
glycoprotéine 100 (gp100) [48].

La modulation d'autres molécules co-stimulatrices telles que CD70, GITRL, CD137L
ou des facteurs pro-inflammatoires, comme 1'lL- 12p70, IL- 2, IL- 18, et CCR7 CXCL10
améliore également les fonctions des cellules dendritiques en favorisant leur maturation et
leur activation, leur migration et leur capacité¢ a stimuler les réponses Thl et CTL
spécifiques de 'antigéne.

Tandis que les molécules activatrices exprimées sur les DCs sont impliquées dans
une réponse de cellules pro-inflammatoires ou anti-tumorale T, certaines molécules
suppressives contribuent a la tolérance immunitaire. Récemment, des études ont révélé que
le récepteur scavenger SRA/CD204 représente un nouveau régulateur immunitaire.
SRA/CD204 diminue I'immunogénicité des cellules dendritiques et 1'immunité anti-tumorale
médiée par les CTLs chez la souris[49]. La suppression de SRA/CD204 améliore les
fonctions de présentation d'antigénes et la réponses immunitaire anti-tumorale consécutive
impliquant I'I[FN- y et CTL. Ces résultats soutiennent le concept de ciblage de SRA / CD204
en tant que stratégie pour optimiser l'activité des vaccins actuels qui peuvent étre utilisés
seuls ou en combinaison avec des thérapies conventionnelles, telles que la radiothérapie.
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III — Vaccins a base de protéines/peptides

III — A. Les Antigenes tumoraux en tant que cible thérapeutique

La disponibilité des échantillons des patients et la complexité de la procédure de
préparation de vaccins individualisés limitent grandement la large utilisation des vaccins
autologues contre le cancer, y compris les cellules tumorales entieres ou DCs. Les vaccins
recombinants, basés sur l'utilisation de peptides provenant d'antigénes associés a des
tumeurs définies ( TAA ), et généralement administrés avec un adjuvant ou un modulateur
immunitaire, ont clairement des avantages. MAGE- 1 est le premier géne reconnu pour
coder un antigéne tumoral humain reconnu par les lymphocytes T [50]. L'identification de
TAA a permis la conception de vaccins thérapeutiques ciblés, et ces antigénes peuvent étre
classés en plusieurs catégories principales. Par exemple, les antigénes du cancer des
testicules, tels que MAGE, BAGE, NY-ESO-1 et SSX-2, sont codés par des génes qui sont
normalement réduits au silence dans les tissus adultes, mais voient leur transcription
réactivée dans les cellules tumorales. Les antigenes de différenciation sont d'origine
tissulaire normale et retrouvés a la fois dans les tissus sains et les tumeurs, tels que le
mélanome (gp100, Melan-A / Mart- 1 et la tyrosinase), le cancer de la prostate (PSA , PAP)
et les carcinomes du sein (mammaglobine -A). De méme, plusieurs autres antigénes
tumoraux tels que le CEA, MUCI1, HER2 / Neu, les genes suppresseurs de tumeurs (p53),
hTERT et certaines protéines anti- apoptotiques sont également trés €levés dans les tissus
tumoraux par rapport aux tissus sains. Les antigeénes spécifiques de tumeurs sont souvent
appelés oncogenes mutés (ras, B-raf').

Le ciblage de ces antigénes spécifiques de tumeurs impliqués dans le processus
néoplasique a l'avantage de la résistance a 1'immunosélection. Des essais cliniques sont en
cours pour tester des vaccins qui ciblent des mutations ras retrouvées dans les cancers
colorectaux et pancréatiques[51]. Cependant, l'identification de ces mutations reste difficile.
Il est également difficile de cibler des mutations uniques qui se produisent dans des tumeurs
individuelles.

Les vaccins a base de peptides ou de protéines sont plus rentables que les vaccins
autologues ou individualisés. Cependant, ils ont aussi un inconvénient, car ils ciblent
uniquement un épitope ou quelques épitopes de l'antigene associ¢ a une tumeur. Il est
généralement admis que l'induction de CTL spécifiques et des cellules auxiliaires CD4 + T
spécifiques d'antigéne est nécessaire pour qu'un vaccin contre le cancer soit efficace de
maniére optimale. Certains vaccins polypeptidiques contiennent potentiellement a la fois des
épitopes reconnus par les cellules CD4 et CDS8. Une autre approche pour améliorer
I''mmunogénicité d'un auto-antigéne est de modifier la séquence peptidique de l'antigéne
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pour présenter des €pitopes agonistes, qui augmentent la liaison du peptide a la molécule de
CMH ou au récepteur des cellules T, ce qui entraine des niveaux plus élevés de réponses des
lymphocytes T.

Bien que ces vaccins soient capables d'induire une réponse des lymphocytes T
spécifique de l'antigéne, les résultats cliniques sont décevants. En effet, dans 1'étude de
phase III qui a mené a l'approbation de l'ipilimumab pour le traitement du mélanome[31],
aucune différence dans la survie globale n'a ét¢ observée chez les patients atteints de
mélanome de stade III ou IV entre le groupe ipilimumab et ipilimumab associé a gp100.

Cependant, des résultats encourageants ont été obtenus récemment dans un essai
randomisé de phase III portant sur des patients atteints de mélanome de stade IV ou de
mélanome de stade III avancé[49]. Le groupe traité avec le peptide gp100 associé¢ a 1' [L-2 a
montré une amélioration statistiquement significative de la réponse clinique globale ( 16 %
contre 6% , p = 0,03 ) ainsi que de la survie sans progression ( 2,2 mois vs 1,6 mois , p =
0,008 ) par rapport au groupe IL-2 seul. La médiane de survie globale était également
améliorée dans le groupe gp100 associée a 1 '[L-2 par rapport au groupe IL- 2 seul ( 17,8
contre 11,1 mois ; p = 0,06 ). En effet, ce fut le premier essai de phase III & démontrer un
bénéfice clinique d'un vaccin peptidique dans le traitement du mélanome.

111 — B. Des adjuvants Immunostimulateurs pour les vaccins a base de
protéines/peptides

Etant donné que les TAA sont peu immunogénes naturellement, un adjuvant
immunostimulateur est essentiel pour générer une réponse immunitaire efficace. Les sels
d'aluminium (alun) ont été utilisés comme adjuvants avec un grand succés depuis prés d'un
siecle et ont été particulicrement efficaces dans la promotion de I'immunité humorale
protectrice. Cependant, 1'alun n'est pas un adjuvant optimal pour les maladies ou I'immunité
a médiation cellulaire est nécessaire pour une réponse efficace. La reconnaissance au cours
des trois derniéres décennies que l'activation de l'immunité innée est nécessaire pour
conduire des réponses immunitaires adaptatives a radicalement modifi¢ les théories sur la
facon dont les adjuvants promeuvent I'immunité adaptative. La reconnaissance de
fragments conservés associés aux agents pathogenes ou de motifs moléculaires associés a
des pathogeénes ( PAMP ) via des récepteurs comme les récepteurs Toll-like ( TLR), entraine
la coordination de l'immunité innée et de l'immunité adaptative contre le pathogéne ou
contre les cellules infectées. L'activation médiée par un TLR de cellules présentatrices
d'antigene est une étape cruciale dans ce processus. En effet, de nombreux vaccins établis ou
expérimentaux intégrent des PAMP, non seulement pour protéger contre les maladies
infectieuses, mais aussi dans le cadre de la vaccination thérapeutique contre le cancer.
L'utilisation de ces molécules comme adjuvants facilite grandement la conception
rationnelle de vaccins.
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Ainsi, le BCG utilisé dans le traitement du cancer de la vessie s'est montré
relativement efficace et a mis en évidence l'activation de TLR2 et TLR4[52]. En effet, on
sait depuis les années soixante que le LPS, un ligand naturel de TLR4, possede des
propriétés anticancéreuses. Le monophosphoryl lipide A (MPL) est un dérivé chimiquement
modifi¢ d'une endotoxine bactérienne qui maintient la plupart des propriétés
immunostimulantes du LPS. Beaucoup d'études ont montré que MPL stimule puissamment
la réponse immunitaire d'un patient contre des antigénes viraux et tumoraux. La FDA a par
exemple approuvé plusieurs vaccins contenant du MPL comme le vaccin Cervarix®
contenant du MPL et un sel d'aluminium en tant que vaccin prophylactique contre le
papillomavirus humain, ainsi que 1' imiquimod (un agoniste TLR7) pour une utilisation chez
les humains contre la kératose actinique et le carcinome basocellulaire. Ces agonistes TLR
ont un fort potentiel dans la promotion de I'immunogénicit¢ de TAA faiblement
Immunogenes.

Le nombre de PRR connus a considérablement augmenté au cours des derniéres
années, beaucoup de moyens sont donc déployés pour enquéter sur le role des PRR dans une
activité adjuvante des vaccins thérapeutiques contre le cancer. En plus de détecter des
signaux associés a des pathogeénes, les PRR reconnaissent également des molécules
endogénes telles que les protéines de choc thermiques (HSP). En tant que composants
protéiques intrinséques et hautement conservés de la cellule, ces motifs moléculaires dits
DAMPS (damage-associated molecular patterns) communiquent également la nature et
'ampleur de la 1ésion cellulaire au systéme immunitaire de I'hdte. Bien que les protéines de
choc thermique soient connues pour agir comme des chaperons moléculaires et participent
au controle de la qualité des protéines intracellulaires, des études ont montré que certaines
HSP sont capables d'intégrer les réponses immunitaires innées et adaptatives, et peuvent étre
utilisées en tant qu'agents immunostimulants pour 1'immunothérapie du cancer [46].

L'immunogénicité des HSP est principalement attribuable a leur capacité a se lier a
des peptides antigéniques et a transporter ces peptides vers les cellules présentatrices
d'antigeéne. Ceci est cohérent avec la capacité bien connue des molécules chaperons pour lier
les chaines polypeptidiques en réponse a un stress physiologique. A ce jour , l'immunité
anti-tumorale provoquée par les HSP, y compris les protéines de choc thermique
cytosoliques Hsp70, Hsp90, HSP110, ou la Grpl170 et la calréticuline, a ét¢é mise en
¢vidence contre une variété de tumeurs de différentes origines histologiques telles que les
fibrosarcomes, les carcinomes pulmonaires, les mélanomes, les cancers du coélon, les
lymphomes a cellules B et les cancers de la prostate. Ainsi, la vaccination avec des
complexes chaperons-peptide dérivés d'une tumeur contourne la nécessité d'identifier des
épitopes de CTL a partir de cancers particuliers . Cet avantage unique étend 1'utilisation de
I'immunothérapie a base de chaperons pour le traitement de cancers dont les antigénes
tumoraux spécifiques ne sont pas encore caractérisés.
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Le premier vaccin autologue HSP, Oncophage ( également connu sous le nom HSP-
peptide complexe 96, HSPPC-96 ), a ét¢ étudié¢ dans des essais cliniques sur divers types de
tumeurs malignes, y compris le cancer colorectal métastatique, le mélanome métastatique, le
carcinome rénal et le lymphome non hodgkinien[46]. Malgré les résultats positifs des essais
de phase précoce, I'essai de phase III mené sur des patients atteints de mélanome de stade IV
n'a pas réussi a démontrer des avantages en maticre de survie. De méme, aucune différence
dans la survie sans récidive entre le groupe vaccination et le groupe témoin n'a été observée
dans un essai de phase III portant sur des patients atteints de carcinome rénal (bien que les
patients atteints de carcinome au stade I et II semblaient tirer un bénéfice de la vaccination)
[46]. Une analyse plus poussée des données a montré que les patients atteints de carcinome
rénal au stade I / I avaient une survie sans récidive d'environ 45 % supérieure par rapport
au groupe de contréle. En conséquence, le vaccin a base de gp96 ( Oncophage / Vitespen ) a
été approuvé en 2008 par le ministére russe de la Santé pour le traitement adjuvant du
carcinome rénal. Pour surmonter les difficultés techniques (échantillonnage de la tumeur,
temps de préparation, etc. ) associées aux approches conventionnelles de préparation des
vaccins autologues HSP, une nouvelle technologie a permis de formuler des vaccins
recombinants HSP. La protéine enticre utilisée dans cette approche contient un grand
nombre de peptides comme autant d'antigénes potentiels qui permettent au CMH de
l'individu de sélectionner I'épitope appropri¢ pour la présentation aux lymphocytes et qui
augmentent donc les chances de réponse spécifique T et B. Cette approche synthétique peut
servir de modele pour développer de nombreuses cibles d'antigénes différents, que ce soit
seul ou en association.
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IV — Vaccins basés sur la génétique

Une autre stratégie pour délivrer des fragments d'antigéne ou un antigéne entier in
vivo consiste a utiliser des vecteurs d'ADN viraux ou plasmidiques portant les geénes
d'expression. Lors de 'administration, des cellules somatiques (kératinocytes, myocytes) ou
des cellules dendritiques sont transfectées, et infiltrent le muscle ou la peau lors de la
réponse inflammatoire a la vaccination, ce qui entraine la présentation d'antigéne directe. Un
avantage majeur des vaccins génétiques est l'utilisation de multiples antigénes et donc
l'activation de différentes voies de I'immunité.

IV — A. Les Vaccins a ADN

Les vaccins a ADN sont des plasmides bactériens ou viraux construits pour
fonctionner en tant que systéme de navette pour livrer l'antigéne tumoral aux cellules
présentatrices d'antigéne et générer une immunité humorale et cellulaire ciblée. Le transgéne
est généralement guidé par le promoteur précoce du cytomégalovirus et sa séquence intron
A adjacente pour assurer I'efficacité de la transcription[53]. L'ADN bactérien agit lui-méme
comme un PAMP pour stimuler l'activation des cellules immunitaires par le TLR ou d'autres
molécules de reconnaissance. L'addition d'une séquence ciblant des antigenes dans le
réticulum endoplasmique induit une réponse humorale, et facilite également la production
d'une réponse CD8 +, probablement due a un transfert de I'antigene a partir du réticulum
endoplasmique vers le cytosol et a la livraison directe de 'ADN a I'APC sur le site de
vaccination.

En outre, les vaccins 8 ADN peuvent étre combinés logiquement avec d'autres agents
immunostimulateurs, tels que les agonistes de TLR , pour optimiser les réponses
immunitaires. Le vaccin a ADN contre le cancer du sein ciblant HER- 2/neu, lorsqu'il est
utilisé en conjonction avec un agoniste TLR9 ou un agoniste TLR7, a donné lieu a la
production de plus grands titres d'anticorps et a une plus grande activité cytotoxique
cellulaire dépendante des anticorps, ce qui conduit & un meilleur contrdle des carcinomes
mammaires HER2-positif dans des modeles murins[54].

Atteindre une réponse CTL efficace et durable reste l'objectif ultime de vaccins
contre le cancer. La génération de lymphocytes T CD4 + via la voie de CMH de classe 11
est importante pour 1'amplification de la réponse immunitaire via les lymphocytes T CD8 +
et pour I'entretien de la mémoire immunitaire. Compte tenu de la mauvaise immunogénicité
des TAA du soi, la fusion des TAA avec d'autres molécules, comme le fragment C modifié¢
de la toxine du tétanos, peut augmenter la réponse des lymphocytes T auxiliaires, ce qui
entralne une meilleure présentation croisée des TAA et une réponse immunitaire
antitumorale accrue. Les vaccins & ADN qui ont été congus pour cibler des antigénes
tumoraux et les molécules costimulatrices B7 sur les APC par fusion du domaine
extracellulaire de CTLA- 4 a HER- 2 /neu induisent une réponse immunitaire protectrice
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humorale et cellulaire ce qui retarde I'évolution des carcinomes mammaires[54].

Les vaccins a ADN ont ¢galement été testés pour cibler les cellules endothéliales du
systéme vasculaire de la tumeur. Un essai sur un vaccin a ADN (testé chez la souris) avec le
geéne d'expression pour le récepteur du facteur de croissance vasculaire endothélial 2
induirait la mort des cellules endothéliales de la tumeur via les CTL[53], ce qui promettrait
une efficacité thérapeutique potentielle contre plusieurs tumeurs murines ( mélanome,
carcinome du coOlon et carcinome du poumon) et la réduction de la dissémination des
métastases pulmonaires. Des souris immunisées avec un vaccin 8 ADN codant pour la
molécule E7 du papillomavirus humain de type 16 (HPV- 16) fusionné avec la calréticuline
ont développé une forte réponse des lymphocytes T CD8 + spécifiques de la tumeur et ont
¢galement montré une réduction spectaculaire de la densité des microvaisseaux dans les
nodules tumoraux[53], ce qui suggere un effet antitumoral amplifi¢, ciblant a la fois les
cellules cancéreuses et les cellules endothéliales. D'autres approches de vaccins a ADN
ciblant le récepteur de I'angiostatine augmentent également I'inhibition de 1'angiogenese et
de la tumeur. De plus, l'augmentation de la perméabilité des vaisseaux de la tumeur suite a
la vaccination par ADN renforce I'effet antitumoral des agents chimiothérapeutiques.

Bien que les vaccins 8 ADN aient montré des résultats prometteurs dans des études
précliniques, le passage a 1'étre humain reste difficile. En plus de I'injection sous-cutanée ou
intradermique, les vaccins a ADN peuvent étre injectés directement dans les ganglions
lymphatiques pour augmenter 'absorption des antigénes par les APC et promouvoir des
signaux inflammatoires locaux. Ceci est actuellement testé en phase I / II dans des essais
cliniques pour le mélanome et d'autres cancers[55]. D'autres approches comme
I'électroporation, les ultrasons, le laser, les liposomes, etc, ont été testées pour amplifier
l'expression de I'antigéne et l'efficacité du vaccin a ADN.

IV — B. Les Vaccins a ARN

L'ARN messager (ARNm) issu de tissus tumoraux autologues peut également étre
utilisé pour induire une réponse CTL spécifique. L'administration de I'ARN total en tant que
vaccin génere des réponses immunitaires contre plusieurs antigénes tumoraux afin de
réduire la possibilité d'échappement de la tumeur. Contrairement aux vaccins a ADN , les
vaccins a ARN sont moins susceptibles de provoquer des effets secondaires ou des maladies
auto-immunes en raison de leur dégradation rapide. La vaccination avec des vaccins 8 ARN
est habituellement mise en ceuvre avec d'autres agents de stabilisation ou adjuvants , tels que
des liposomes. La modification chimique du squelette phosphodiester de I'ARN peut
¢galement fournir un signal de « danger » pour stimuler les cellules dendritiques notamment
a travers la voie de MyD88. Les vaccins contre le cancer a base d'ARN ont seulement été
testés cliniquement dans des essais de phase I / II sur des patients atteints de mélanome ou
de carcinome rénal[56].
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IV — C. Les Vaccins Viraux

La justification de l'utilisation de virus comme véhicules d'immunisation est basée
sur le phénomene que l'infection virale aboutit souvent a la présentation au CMH de classe |
/ 11 de peptides spécifiques du virus dans les cellules infectées. Les vecteurs viraux ayant un
potentiel pathogéne et une faible immunogénicité intrinséque sont congus pour coder des
TAA ou des TAA combinés avec des molécules immunomodulatrices.

Les premiers vecteurs viraux et les plus largement évalués dans les essais de vaccin
contre le cancer sont de la famille des poxviridae, tels que la vaccine, souche de la vaccine
Ankara modifiée ( MVA), et les avipoxvirus. Les poxvirus ont la capacité d'accueillir un ou
plusieurs transgenes de grande taille. La réplication et la transcription des poxvirus sont
limitées au cytoplasme, ce qui minimise le risque pour I'hdte de mutagenese insertionnelle .
On pense que l'induction d'une réponse inflammatoire locale par les TLR de 1'hdte et autres
propriétés de la vaccine ou MVA contribuent au renforcement de la réponse immunitaire.

Un vaccin prometteur contre le cancer de la prostate est Prostvac® (développé par
Bavarian Nordic)[57]. Ce vaccin se compose d'un vecteur de la vaccine compétent pour la
réplication et d'un vecteur de la variole aviaire incompétent pour la réplication. Chaque
vecteur contient des transgenes pour le PSA et trois molécules de co-stimulation ( CD80 ,
CD54 et CD58 ) qui sont collectivement appelées TRICOM.

Le virus de la vaccine est injecté par voie sous-cutanée une seule fois, le premier
jour, afin d’induire une réponse immunitaire contre le PSA, puis les injections suivantes se
font avec le virus fowlpox, non réplicatif chez I’homme (pour éviter 1’apparition d’anticorps
neutralisants antivaccine). Des essais de phase II ont ét¢ menés sur 32 et 125 patients
porteurs d’adénocarcinomes prostatiques résistant a la castration, métastatiques, pauci-
symptomatiques et non prétraités par chimiothérapie[57]. Ces résultats montrent un bénéfice
de survie globale médian de 8,5 mois (le groupe traité par Prostvac® a montré une
amélioration de la survie globale médiane par rapport au groupe controle ( 25,1 vs 16,6 mois
, p = 0,006 )), a confirmer par une étude de phase 3 actuellement en cours, dont les résultats
sont attendus pour 2016. Comme pour le sipuleucel-T, la tolérance a été satisfaisante en
dehors de réactions cutanées au site d’injection, d’un syndrome grippal et de nausées, tous

d’intensité faible a modérée. De méme et encore une fois, comme pour I’ipilimumab et le
sipuleucel-T, un bénéfice en survie globale sans gain en temps jusqu’a progression a été
observé.

TroVax® est un vaccin contre le cancer a base de vecteurs MVA ciblant l'antigéne de
carcinome rénale 5T4 [57]. La phase III des essais cliniques de TroVax® dans le traitement
des patients atteints de cancer rénal métastatique ne satisfaisaient pas au critere principal de
survie globale et a donc était abandonné.

Un autre vaccin a base de vecteur MVA TG4010 est constitué de génes d'expression
codant pour l'antigéne MUCI et IL-2. Dans un essai de phase II sur des patients atteints de
carcinome rénal[58], le TG4010 combiné avec l'interféron - a2a et IL-2 a porté la survie
globale des patients a 22,4 mois comparé a 19,3 mois pour les patients non-traités par ce
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processus.

Un essai de phase II sur le vaccin thérapeutique TG4010 en association avec une
chimiothérapie de premicre ligne ( cisplatine et gemcitabine ) dans le carcinome rénal
avancé a démontré une augmentation significative de 6 mois de la survie médiane ( 17,1
mois dans les bras expérimentaux vs. 11,3 dans le bras de contrdle )[58]. Des cellules NK
activées ont ¢t¢ identifiées comme des biomarqueurs prédictifs de 1'issue clinique positive.
Un essai de phase III est en cours.

Les adénovirus recombinants sont un autre type de virus qui peut étre utilisé en tant
que support pour la vaccination génétique. Les adénovirus sont faciles a concevoir a des
rendements ¢élevés pour une utilisation clinique. Bien que les évaluations cliniques de
vaccins basés sur les adénovirus ont été entravées par une immunité antivirale préexistante,
les vecteurs adénovirus exprimant divers TAA ( PSA , HER- 2 / neu ) sont actuellement
testés pour leur efficacité clinique et immunologique[59].

Le virus Herpes simplex de type 1 (HSV- 1) est un virus a ADN double brin
enveloppé avec la capacité d'infecter une grande variét¢ de cellules, et d'incorporer des
transgenes uniques ou multiples. Un HSV- 1 oncolytique codant pour le facteur de
croissance GM-CSF (OncoVex® GM -CSF) a été testé en injection directe dans les 1ésions
de mélanome accessibles de patients[60], i1l en a résulté¢ un taux de 28% de réponse
objective dans un essai clinique de phase II. Les patients répondeurs ont montré une
régression des deux Iésions injectées et non injectées, montrant un double mécanisme
d'action de OncoVex® GM -CSF, qui comprend a la fois une activité oncolytique directe
dans les tumeurs injectées et un effet antitumoral de médiation immunitaire secondaire. Un
essai de phase IIl a été lancé sur des patients atteints de mélanome métastatiques
inopérables.
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Conclusion

Ces nombreux essais donnent beaucoup d'espoir dans l'avenir pour trouver des
moyens de prévention et de traitements efficaces contre les cancers. En effet, les résultats
sont prometteurs.

Méme avec une efficacité partielle, des vaccins dirigés contre les principaux cancers
qui touchent les Hommes pourraient sauver des millions de vies chaque année, et faire
gagner des années d'espérance de vie a notre espece si lI'ensemble de la population était
vaccinée.

Dans les années a venir, les bénéficiaires de ces traitements seraient uniquement les
personnes a risque, parce qu’elles sont exposées a des produits cancérigenes, sont
prédisposées génétiquement, ou ont déja développé des 1ésions précancéreuses.

Mais si les vaccins se montrent sans effets indésirables rédhibitoires, alors des
campagnes plus larges de vaccination deviennent envisageables.

Deux cent ans apres la découverte des vaccins contre les virus et bactéries, qui ont

fait reculer la mortalité¢ d'une maniere unique dans I'histoire, voila que ces mémes vaccins
promettent une nouvelle révolution médicale en s'attaquant aux cancers.
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