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RESUME

Le développement de vaccins sécuritaires capables de générer une réponse immunitaire
cellulaire, essentielle pour protéger contre la plupart des infections persistantes et des cancers,
est encore aujourd’hui un défi. Une des méthodes utilisées pour augmenter I'efficacité de ces
vaccins est de les combiner avec un adjuvant. Cependant, encore peu d’adjuvants sont
autorisés pour l'utilisation chez 'humain et ceux qui le sont ont un mécanisme d’action parfois
mal défini et engendrent principalement une réponse immunitaire de type humoral. Ainsi,
I'élaboration de nouveaux adjuvants et de nouvelles méthodes de vaccination ainsi que la
compréhension de leur mécanisme d’action est cruciale pour réussir a prévenir ou traiter
plusieurs maladies infectieuses ou encore le cancer. Parmi les nouveaux adjuvants et systémes
de vaccination en développement, un intérét grandissant a récemment été observé pour les
pseudoparticules virales (VLP) et les molécules immunomodulatrices comme les ligands de
récepteur de motifs moléculaires associés aux pathogénes (PRR). Notre équipe a démontré
précédemment que les pseudoparticules du virus de la mosaique de la papaye (PapMV),
composées des protéines de capside d’un virus de plante et d’'un acide ribonucléique simple
brin (ARNsb) non codant, sont hautement immunogéniques chez la souris. De plus, PapMV
peut étre utilisé comme plateforme vaccinale, en fusionnant a sa surface des épitopes d’un
agent pathogeéne, ou comme adjuvant, en I'ajoutant a un vaccin existant. Dans ces contextes,
une augmentation de la réponse immunitaire humorale spécifique aux antigénes vaccinaux a
été obtenue. Dans cette étude, nous avons caractérisé le mécanisme d’action de PapMV et
évaluer son potentiel dans la lutte contre les infections et le cancer.

En utilisant un modéle d’'immunisation chez la souris, nous avons démontré que le PapMV
activait les cellules du systéme immunitaire via la liaison du récepteur de type Toll 7 (TLR7) par
son ARNsb et la production d’interféron de type | (IFN-I) par les cellules dendritiques
plasmacytoides. De plus, lorsque PapMV est ajouté comme adjuvant dans un modéle
d'immunisation avec des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (BMDC)
présentant le peptide de l'ovalbumine (OVA), cela permet d’augmenter le nombre de
lymphocytes T CD8" effecteurs et mémoires spécifiques, ce qui résulte en une meilleure
protection contre une infection par Listeria monocytogenes exprimant OVA. Puis, nous avons
évalué le potentiel de PapMV a améliorer 'immunothérapie du cancer dans un modéle de
mélanome murin. Nous avons observé que 'administration de PapMV dans la tumeur modifie le
microenvironnement tumoral, ce qui permet de réduire la croissance des tumeurs et
d’augmenter la survie des souris. De plus, lorsque PapMV est combiné a d’autres traitements
d'immunothérapie, il augmente leur potentiel thérapeutique. Enfin, bien que le systéme du
complément semble impliqué dans la reconnaissance et la phagocytose du PapMV, I'absence
de la protéine C3 du complément, amplifie le pouvoir adjuvant de PapMV en haussant la
production d'IFN-a.

En conclusion, PapMV est un nouveau ligand de TLR7 avec de fortes propriétés
immunomodulatrices qui pourraient étre exploitées dans le développement de stratégies de
vaccinations ou d'immunothérapies améliorées contre les maladies infectieuses et le cancer.

Mots clés: vaccination, immunothérapie, adjuvant, pseudoparticules virales, virus de la
mosaique de la papaye, systéme du complément, interféron alpha, TLR7, réponse immunitaire
cellulaire






ABSTRACT

The development of safe vaccines capable of generating potent cellular immune responses,
essential to protect against most chronic infections and cancer, is still a challenge. In order to
increase their efficacy, adjuvants can be added to vaccines. However, very few adjuvants are
currently authorized for human use and these mainly stimulate a humoral response and have a
poorly defined mechanism of action. Therefore, the development of new adjuvants and
vaccination strategies and understanding of their mechanism of action is of paramount
importance to successfully fight against many life-threatening infectious diseases and cancer.
Among the novel adjuvants and immunization systems in development, there is a growing
interest for virus-like particles and immunomodulatory molecules such as pattern recognition
receptors ligands. Our team demonstrated that papaya mosaic virus-like particles (PapMV),
composed of the coat protein of a plant virus and a non-coding ssRNA, are highly immunogenic
in mice. Moreover, PapMV can be used either as a vaccine delivery platform, through fusion of
various epitopes to the coat protein, or as adjuvant, by adding it to existing vaccines. In these
contexts, an increased humoral immune response specific to vaccine antigens was observed. In
this study we characterized the mechanisms of action of PapMV and evaluate its potential in the
fight against infectious diseases and cancer.

Using immunization studies in mice, we demonstrate that PapMV activates immune cells
through the binding of Toll-like receptor 7 (TLR7) by its ssSRNA and type | interferon (IFN-I)
production by plasmacytoid dendritic cells. In addition, when PapMV is used as an adjuvant in a
bone marrow derived dendritic cell-vaccination setting, an increased number of specific effector
and memory CD8" T cells is obtained, thus resulting in a better protection against an
intracellular bacterial infection by Listeria monocytogenes. Then, we evaluated the potential of
PapMV to improve cancer immunotherapy in a murine melanoma model. Administration of
PapMV in the tumor alters the tumor microenvironnement, reduces tumor growth and increases
mice survival. In addition, when PapMV is combined with other immunotherapy treatments, it
increases their therapeutic potential. Finally, although the complement system seems to be
involved in the recognition and phagocytosis of PapMV, the absence of complement component
C3, increases the adjuvant properties of PapMV throught an increased production of IFN-a.

In conclusion, PapMV represents a novel TLR7 agonist with strong immunostimulatory
properties that could be useful for the development of improved vaccination strategies against
infectious diseases and cancer.

Keywords: vaccination, immunotherapy, adjuvant, virus-like particles, papaya mosaic virus,
complement system, alpha interferon, TLR7, cellular immune response
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CHAPITRE | : ETAT DES CONNAISSANCES






1- LA VACCINATION

Bien que des écrits rapportent des pratiques similaires a la vaccination depuis le XVI° siécle en
Chine, ce n’est qu’'en 1796 avec Edward Jenner que le concept de vaccination a été introduit.
En effet, un enfant, préalablement inoculé avec le virus de la vaccine, a été protégé d’une
infection subséquente par le virus de la variole, démontrant pour la premiére fois I'efficacité de
ce procédé (Riedel, 2005). Par la suite, les travaux se sont concentrés, avec Louis Pasteur et
Robert Koch principalement, sur la compréhension du principe d’action de la vaccination et de la
relation entre les agents pathogénes et les maladies observées. Par exemple, lors d’une étude
effectuée par Louis Pasteur sur le choléra de poule, une erreur a mené a une meilleure
compréhension de la vaccination (figure 1). Cest donc en utilisant une vieille culture de
bactéries oubliée sur le comptoir qu’il a démontré que des poulets ayant préalablement été
inoculés avec une culture de bactéries affaiblies étaient protégés contre une infection
normalement mortelle (Pasteur, 1880). La suite des recherches effectuées par Louis Pasteur et
Robert Koch leur ont permis d’étre reconnus, entre autre, pour I'établissement de la théorie des
germes et le développement du vaccin contre la rage (Pasteur, 1885) ainsi que I'élaboration des
postulats de Koch respectivement. Il existe maintenant plus de 25 vaccins autorisés et utilisés
de facon courante afin de prévenir bon nombre d’infections virales et bactériennes (Tableau 1).
La vaccination est un procédé qui vise a préparer le systéme immunitaire a lutter contre les
agents pathogénes. Pour ce faire, les vaccins vont contenir des formes affaiblies ou inactivées
des microorganismes contre lesquels le systéme immunitaire va développer une réponse. Ainsi,
lorsque le corps sera infecté par I'agent pathogéne visé par le vaccin, les anticorps préformés
pourront neutraliser le microorganisme et les lymphocytes B et T mémoires seront rapidement
réactivés, ce qui va permettre au systéeme immunitaire de contréler l'infection, souvent avant
méme le développement des symptdmes. Les vaccins traditionnels couramment utilisés chez
'humain peuvent étre classifiés en trois grandes classes ; 1- vivant atténué, 2- inactivé et 3-

sous-unitaire.
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Figure 1. Expérience de Louis Pasteur sur le choléra de poule.

Le choléra de poule est une maladie causée par une bactérie, Pasteurella multocida, qui engendre la mort des poules
en un a deux jours. Lors de ses études, Louis Pasteur administra une vieille culture de bactéries aux poules
(expérience 1). Ces derniéres tombeérent |égérement malades, mais survécurent. Par la suite (expérience 2), Louis
Pasteur inocula les poules ayant guérit avec une culture fraiche, virulente, et les poules ont été protégées contre
l'infection, alors que les poules n’ayant pas préalablement regu la vieille culture de bactérie sont mortes (expérience
3). Ces travaux démontrent que I'administration de culture de bactéries affaiblies permet de vacciner contre une
maladie mortelle.



Tableau 1. Liste des vaccins autorisés pour I'utilisation chez I’humain.
Compilation de sources diverses dont Pantaleo et Koup, 2004 et Agence de Santé Publique du Canada

Année de

Immunité engendrée

Mécanisme

Maladies développement Type de vaccin . immunitaire pour
- . par le vaccin P .
du premier vaccin contréler l'infection
Variole 1798 Vivant atténué Anticorps, CTL CTL
Rage 1885 Inactive Anticorps Antlco(r:r_)rsL, CDb4,
Fiévre typhoide 1896 Vivant attenué attler?ue A_p—ntlcor. s et CTL Anticorps, CTL
Sous-unitaire Anticorps
Choléra 1896 Inactivé Anticorps Anticorps
Diphtérie 1923 Sous-unitaire Anticorps Anticorps
Tétanos 1926 Sous-unitaire Anticorps Anticorps
Tuberculose 1927 Vivant atténué CD4, CTL CD4, CTL
Fiévre jaune 1935 Vivant atténué Anticorps Anticorps
. Vivant atténué Anticorps, CD4 et CTL Anticorps, CD4,
Grippe (Influenza) 1945 Inactivé Anticorps CTL
Polio 1955 Vivant atte;ny eou Anticorps Anticorps
Inactivé
Coqueluche 1915 Inactl\{e .SOUS' Anticorps Anticorps
unitaire
Rougeole 1963 Vivant atténué Anticorps Anticorps
Oreillons 1967 Vivant atténué Anticorps Anticorps
Rubéole 1969 Vivant atténué Anticorps Anticorps
Mgnlnglte a 1974 Sous-unitaire Anticorps Anticorps
méningocoques
Infections a 1977 Sous-unitaire Anticorps Anticorps
pneumocoques
Encéphalite a tique 1981 Inactive Anticorps Anticorps
Hépatite B 1981 Sous-unitaire Anticorps Antlcocr;grsL, CD4,
Infection par
Haemophilus 1985 Sous-unitaire Anticorps Anticorps
influenzae
Encephgllte 1992 Inactivé Anticorps Anticorps
Japonaise
Varicelle 1995 Vivant atténué Anticorps, CTL Anticorps, CTL
Hépatite A 1995 Inactivé Anticorps Antlco(r;r_)rsL, CD4,
Diarrhée a rotavirus 1998 Vivant atténué Anticorps Anticorps
Infection par le virus
du papillome 2006 Sous-unitaire Anticorps CD4, CTL
humain
Zona 2006 Vivant atténué Anticorps Anticorps




1.1 Les vaccins vivants atténués

Dans les vaccins de type vivant atténué, les pathogénes ciblés ont été altérés et rendus
inoffensifs par différentes méthodes afin que notre systéme immunitaire puisse les contréler
rapidement. Par exemple, il est possible de modifier génétiquement les agents pathogénes afin
de diminuer leurs virulences. C’est le cas du vaccin contre la fievre typhoide qui est constitué
d'une bactérie modifiee génétiquement caractérisée par sa production réduite de LPS
(Germanier et al., 1983, Williams et al., 1974). L’atténuation peut aussi s’effectuer par la
méthode de passage. Cette méthode consiste a cultiver 'agent pathogéne dans des conditions
différentes de celles de notre corps. C’est le cas du vaccin contre la fiévre jaune et celui contre
l'influenza administré par voie intra-nasale. Dans le premier cas, le virus a été passé in vitro plus
de 200 fois dans des cellules de différentes espéces animales (singe, souris, poulet) afin de le
modifier suffisamment pour le rendre inoffensif (Theiler et al., 1937a, Theiler et al., 1937b). Pour
ce qui est du vaccin contre la grippe, le virus a été sélectionné pour se répliquer a une
température plus faible que 37°C, ce qui fait en sorte qu'il se réplique uniquement dans les voies
respiratoires supérieures et qu’il n’est pas en mesure d’infecter les voies respiratoires inférieures,
limitant par le fait méme sa capacité a causer la grippe (Belshe et al., 2004). En outre, il est
aussi possible d’utiliser des microorganismes affectant normalement les animaux. Ceux-ci sont
moins bien adaptés a la réplication dans les cellules humaines, mais expriment des antigénes
suffisamment similaires pour mener & une protection croisée contre les pathogénes humains. A
titre d’exemple, les vaccins contre la tuberculose et la variole sont développés a partir d’agents
pathogénes affectant les bovins soit Mycobacterium bovis et le virus de la vaccine (Cowpox).
Dans les vaccins de type vivant atténué, les microorganismes utilisés sont hautement
immunogéniques, c'est a dire qu’ils engendrent une forte réponse du systéme immunitaire.
Conséquemment, lorsqu’ils sont comparés a leurs équivalents inactivés ou sous-unitaires, les
vaccins de type vivant atténué sont généralement les seuls a étre en mesure d’engendrer une
réponse immunitaire cellulaire en plus de la réponse humorale et d’octroyer une protection
croisée contre des agents pathogénes similaires (X. Cheng et al., 2013, He et al., 2006,
Salerno-Goncalves et al., 2002, Wahid et al., 2015). Cependant, ces vaccins ont I'inconvénient
de présenter un certain risque de réversion vers un pathogéne virulent, en plus de permettre,
dans certains cas, le développement de maladies. En effet, lorsque les microorganismes utilisés
présentent peu de mutations ou sont constitués d’'une population hétérogéne, la pression de

sélection, combinée aux mutations survenant lors du processus de réplication peuvent mener a



'émergence de microorganismes mieux adaptés ayant retrouvé leur virulence. En outre,
puisqu’ils conservent la capacité de se répliquer, le systéme immunitaire doit intervenir
rapidement afin de contenir les microorganismes et de limiter le développement de symptédmes.
Cest pourquoi ils ne peuvent généralement pas étre utilisés chez les personnes
immunosupprimées (Agence de la santé publique du Canada, 2013, Mossad, 2003). Les
vaccins constitués de microorganismes vivants atténués comprennent entre autres le vaccin
contre la polio de type Sabin, qui est donné par voie orale, le vaccin contre la grippe administré

par la voie nasale ou encore les vaccins contre la rougeole, la rubéole et la varicelle.

1.2 Les vaccins inactivés

Pour ce qui est des vaccins de type inactivé, les pathogénes subissent différents traitements qui
visent a les rendre incapables de se répliquer. Ces vaccins sont donc plus sécuritaires que ceux
constitués de microorganismes vivants atténués. Les traitements utilisés comprennent: la
chaleur, la fragmentation, les modifications génétiques ou encore [l'utilisation de produits
chimiques. Par exemple, les virus inclus dans le vaccin FLUVIRAL® contre la grippe sont dans
un premier temps inactivés par la lumiére UV, subissent ensuite un traitement au formaldéhyde
et sont fragmentés a l'aide de sodium deoxycholate (GlaxoSmithKline, 2015). Dans le cas du
vaccin contre la rage IMOVAX® Rabies, le virus est inactivé par un traitement au béta-
Propiolactone (sanofi pasteur, 2006). Ces procédés ont cependant le désavantage de pouvoir
dénaturer les protéines vaccinales et de diminuer I'immunogénicité des vaccins, rendant
'administration de rappels ou [l'utilisation d’adjuvant parfois nécessaire pour octroyer une
protection adéquate. Le vaccin contre l'influenza administré par la voie intra-musculaire, celui
contre la polio de type Salk, contre la rage ou encore contre I'hépatite A en sont quelques

exemples.

1.3 Les vaccins sous-unitaires

Enfin, dans le cas des vaccins de type sous-unitaire, seulement des antigénes ou encore des
petits fragments du pathogéne sont inclus dans le vaccin. Il n’y a donc aucune chance qu’une
maladie se développe suite a 'administration de ce type de vaccin. Cependant, des recherches
approfondies doivent étre effectuées afin de sélectionner judicieusement les antigénes qui

seront inclus dans le vaccin pour conférer une protection contre la maladie. De plus, ces vaccins



sont généralement trés faiblement immunogéniques et nécessitent plusieurs rappels ainsi que
lajout d’adjuvant pour assurer leur efficacité. Les vaccins dans cette catégorie sont assez
divers ; ils contiennent des toxines détoxifiees (anatoxines), des molécules de surface de
microorganismes ou sont constitués de pseudoparticules virales ou d’ADN. Il s’agit par exemple,
des vaccins contre le tétanos, I'hépatite B et le virus du papillome humain. Ainsi, le vaccin
ADACEL®, permettant de protéger contre la diphtérie, le tétanos et la coqueluche, est composé
des anatoxines tétanique, diphtérique et pertussique et de composants acellulaire de Bordetella
pertussis comme des fimbriaes. De plus, ce vaccin est combiné a l'adjuvant aluminum
phosphate et doit étre administré tous les 10 ans afin de maintenir une protection
(sanofi pasteur, 2012b). Quant & lui, le vaccin Act-HIB® contre la méningite bactérienne a
Haemophilus influenzae, qui contient des polysaccharides purifiés conjugués a I'anatoxine
diphtérique, doit étre administré a quatre reprises pour atteindre des titres d’anticorps

suffisamment élevés pour procurer une protection durable (sanofi pasteur, 2012a).

En somme, la majorité des vaccins présentement utilisés chez 'humain engendrent une réponse
de type humorale. La production d’anticorps neutralisant les agents pathogénes est dailleurs
suffisante pour protéger contre plusieurs infections et a fait le succés de nombreux vaccins
(Tableau 1). Cependant, dans le cas de certaines maladies comme I'hépatite C, la malaria ou le
cancer, la réponse immunitaire cellulaire et plus particuliérement les lymphocytes T CD8" sont
nécessaires au contrdle de la maladie (Moorthy et al., 2002, Seder et al., 2000, Young et al.,
2002). Il y a donc une nécessité de créer de nouvelles méthodes de vaccination qui permettent

d’engendrer le développement d’'une réponse cellulaire en plus de la réponse humorale.



2- LA REPONSE IMMUNITAIRE MEDIEE PAR LES
LYMPHOCYTES T CD8"

Lorsque l'organisme fait face a un agent pathogéne intracellulaire, des lymphocytes T CD8"
spécifiques sont genérés. Ce processus (figure 2) débute par la présentation des antigénes du
microorganisme par les cellules présentatrices d’antigénes (APC) aux lymphocytes T naifs.
Cette interaction méne a une phase d’expansion durant laquelle les lymphocytes T naifs vont
proliférer et se différencier en lymphocytes T effecteurs qui contribueront alors a I'élimination du
pathogéne. La population de cellules T CD8" effectrices se divise en deux principaux sous-
groupes : les cellules effectrices précurseurs de mémoire (MPEC) et les cellules effectrices a
courte vie (SLEC). Comme leur nom le dit, les premiéres auront tendance a survivre pour former
la population de cellules mémoires, alors que les secondes vont préférentiellement mourir par
apoptose aprés avoir effectué leurs fonctions effectrices. Ces populations sont différenciées par
I'expression du récepteur de linterleukine 7 (IL-7), le CD127 et le KLRG1 (killer-cell lectin like
receptor G1) (Joshi et al., 2007, Kaech et al., 2003); les SLEC étant caractérisés par une forte
expression de KLRG1 et une faible expression de CD127 tandis que les MPEC sont
KLRG1°“CD127". Suivant I'élimination du pathogéne, il y a une phase de contraction ou la
majorité des lymphocytes T CD8" effecteurs vont mourir par apoptose et seulement 5 a 10%
vont survivre pour former la population de lymphocytes T CD8" mémoires fonctionnels. Ainsi,
lors d’une réinfection, les cellules T CD8" mémoires spécifiques a I'antigéne pourront
rapidement contréler l'infection. Cela leur est possible car la quantité de cellules spécifiques a
I'antigéne est plus grande (Murali-Krishna et al., 1998), que ces derniéres ont une capacité de
réponse plus rapide (Bachmann et al., 1999, Veiga-Fernandes et al., 2000) et qu’elles sont
situées a des endroits clés permettant une réponse efficace (Sallusto et al., 1999, Weninger et
al., 2001). Les lymphocytes T CD8" mémoires sont elles aussi divisées en sous-populations de
cellules (figure 3) soit les cellules mémoires effectrices (Tegw) qui migrent dans les tissus
inflammés pour effectuer rapidement leurs fonctions effectrices (Masopust et al., 2001, Sallusto
et al., 1999), les cellules mémoires centrales (Tcy) qui restent dans les organes lymphoides
secondaires et qui ont peu de capacités effectrices, mais un grand pouvoir de division afin
d’assurer une expansion cellulaire suffisante en cas de réinfection (Sallusto et al., 1999), les
cellules mémoires résidentes (Tgry) dans les tissus qui ne recirculent pas et peuvent agir
rapidement au site d’infection (Schenkel et al., 2014) et les cellules souches mémoires (Tscw),

des cellules pluripotentes capables d’auto-renouvellement (Gattinoni et al., 2011).



Lymphocytes T

effecteurs
Cellules présentatrices SLEC
d’antigénes Lymphocyte (KLRG1MCD127'w) Lymphocytes T
T naif mémoires
CMH-I-
peptide e expansion contraction . .
——- ———————————————
Apoptose (90-95%
-4 C*DZB poptose ( 8) .
o, MPEC
cytokines (KLRG1wCD127")

Signaux requis

1- Reconnaissance de l'antigéne (CMH-I-peptide : TCR)
2- Co-stimulation (B7 : CD28)
3- Cytokines (IL-12, IFN-a....)

Figure 2. Le développement de la réponse T CD8"

Naive Tscm Tem Trm Tem Terr
Fonctions effectrices
Différenciation
Sénescence
Survie
Prolifération
Plasticité
Auto-renouvellement
Efficacité thérapeutique

Figure 3. Les différents types de lymphocytes T CD8"
Adaptée de Purushe et al., 2016 et Gattinoni et al., 2013

2.1 Signal 1 : La présentation antigénique

Afin que le processus de génération de la réponse T CD8" se déroule adéquatement, plusieurs
eléments sont nécessaires. Tout d’abord, les antigénes doivent étre présentés au niveau du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe | (CMH-I) afin de pouvoir interagir avec le
récepteur des lymphocytes T CD8" (TCR). Cela peut se faire de trois fagons. D’'une part, les
cellules présentent constamment les antigénes endogénes au niveau du CMH-I. Ainsi, lorsqu’un
agent pathogéne infecte une cellule et s’y réplique, les antigénes du microorganisme qui y sont

générés peuvent entrer dans la voie de présentation des antigénes endogénes sur le CMH-I.
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Cependant, lorsque les cellules présentatrices d’antigenes, comme les cellules dendritiques
(DC) et les macrophages, ne sont pas infectées par I'agent pathogéne, la présentation des
antigénes doit se faire par la voie de la présentation croisée (Sigal et al., 1999, Yewdell et al.,
1999). Il existe deux principales voies de présentation croisée soit la voie cytosolique et la voie
vacuolaire (Joffre et al., 2012). Dans la premiére, la cellule présentatrice d’antigéne va
phagocyter le microorganisme, puis les antigénes seront exportés dans le cytosol pour étre
dégradés par le protéasome et présentés sur le CMH-I grace au transporteur TAP. Dans la
seconde voie, les antigénes sont plutét dégradés dans le phagosome et présentés, sans l'aide
de TAP, sur un CMH-I situé dans la méme vacuole suite au recyclage a partir de la surface ou
provenant du réticulum endoplasmique. Cependant, lorsque les APC phagocytent des antigénes,
ceux-ci sont normalement présentés sur le CMH-Il. Enfin, un troisitme processus, le cross-
dressing, a été identifié récemment et contribue a la présentation des antigénes sur le CMH-I
des cellules présentatrices d’antigénes. Le cross-dressing consiste au transfert, via le processus
de trogocytose, de CMH-I chargée avec un peptide d’'une cellule a une autre. Ainsi, une cellule
infectée par un agent pathogéne peut transférer des complexes CMH-I-peptide microbien a une
cellule présentatrice d’antigéne afin de mener au développement d’une réponse immunitaire
cellulaire (Dolan et al., 2006, L. Li et al., 2012, Wakim et al., 2011).

2.2 Signal 2 : La co-stimulation

Un second élément essentiel a la génération d’une réponse cellulaire fonctionnelle est le signal
de co-stimulation. En effet, en absence de signal de co-stimulation, la présentation antigénique
aux lymphocytes T CD8" ménera au développement d’anergie et de tolérance (Hawiger et al.,
2001). Il y a plusieurs récepteurs qui peuvent induire un signal de co-stimulation, mais le plus
important et le plus étudié est le CD28 exprimé sur les lymphocytes T. Ce dernier interagit avec
les molécules de la famille B7 telles que CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2) dont I'expression a la
surface des APC est augmentée suite a une activation. La signalisation par le CD28 a plusieurs
effets au niveau des lymphocytes T CD8". En fait, la liaison du CD28 par son ligand augmente la
production d’IL-2 (Fraser et al., 1991, Shapiro et al., 1997), une cytokine importante pour la
prolifération des lymphocytes T lors de la phase d’expansion (D'Souza et al., 2003, Or et al.,
1992) ainsi que l'induction des fonctions cytolytiques (Pipkin et al, 2010). De plus, la
signalisation par le CD28 est importante pour la formation de la synapse immunologique en
entrainant des modifications au niveau du cytosquelette de la cellule (Tavano et al., 2006). Enfin,

l'interaction du CD28 avec son ligand résulte en une prolifération et une survie accrue des
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cellules suite a l'induction du facteur anti-apoptotique Bcl-xL (Boise et al., 1995). Ainsi, en
absence de signalisation par le CD28, les lymphocytes T CD8" meurent rapidement par
apoptose ou deviennent anergique (Boise et al., 1995, F. A. Harding et al., 1992, Linsley et al.,
1993).

2.3 Signal 3 : Les cytokines

Enfin, la production des messagers appropriés, qui assure la communication entre les cellules,
peut aussi avoir un impact considérable sur le développement de la réponse cellulaire. En fait,
les cytokines sont considérées comme étant le 3° signal nécessaire au développement de la
réponse T CD8" (Curtsinger et al., 1999). Ainsi, il a été démontré in vitro, en substituant les APC
par des billes présentant les antigénes, que la stimulation antigénique devait étre accompagnée
d’IL-2 et d’IL-12 pour engendrer une prolifération des lymphocytes T CD8" (Curtsinger et al.,
1999). Par la suite, des études ont établi que I'lL-12 et l'interféron de type | avaient un impact
similaire sur les lymphocytes T CD8" in vivo (Curtsinger et al., 2005, Pham et al., 2011). En effet,
en contexte d’infection avec le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV), I'absence de
signalisation du récepteur de I'lFN-I sur les lymphocytes T CD8", réduit I'expansion clonale de
ces cellules de 99% di a un probléeme de survie et réduit le pouvoir cytolytique des cellules
(Curtsinger et al., 2005, Kolumam et al., 2005). Cependant, la dépendance a I'lFN-I n’est pas la
méme selon le microorganisme utilisé (L. J. Thompson et al., 2006). En fait, dans le cas d’une
infection par LCMV, I'lFN-I est la cytokine nécessaire pour le développement de la réponse T
CD8" alors que c'est plutét I'lL-12 dans un contexte d’infection par Listeria monocytogenes (LM)
ou vaccinia virus (VV) (Kolumam et al., 2005, L. J. Thompson et al., 2006, Xiao et al., 2009). En
outre, le réle des cytokines pro-inflammatoires passe aussi par I'augmentation de I'expression
du récepteur de I'lL-2, le CD25, ce qui permet de maintenir la division des cellules lors de la
phase d’expansion (Starbeck-Miller et al., 2014). En plus d’étre nécessaire au développement
de la réponse T CD8’, la quantité de cytokines pro-inflammatoires auxquels sont exposés les
lymphocytes T peut avoir un impact majeur sur le phénotype des cellules effectrices et
mémoires geénérées. Par exemple, il a été démontré que la présence de cytokines
inflammatoires au moment de la stimulation antigénique augmente I'expression du facteur de
transcription T-bet et méne a une plus grande génération de SLEC (Joshi et al., 2007, Wiesel et
al., 2012). Aprés la phase d’expansion et de génération des cellules effectrices vient la phase de
contraction. Cette derniére est aussi influencée par la présence de cytokines. Par exemple,

I'IL-15 et I'lL-7 sont importantes pour limiter la mort des cellules en augmentant I'expression de
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Bcl-2, un facteur anti-apoptotique. (Schluns et al., 2000, Yajima et al., 2006). Enfin, la population
de lymphocytes T CD8" mémoires est maintenue en absence de stimulation antigénique grace a
la production d’'IL-7 et d’IL-15 qui vont promouvoir leur survie et leur auto-renouvellement (Tan
et al., 2002). En effet, I'lL-7 régule la survie en augmentant I'expression de Bcl-2, alors que
'lL-15 est importante pour le maintien de la population de cellules mémoires (Becker et al., 2002,
Carrio et al., 2007, Osborne et al., 2007). Ainsi, les cytokines peuvent influencer les étapes

d’expansion, de contraction et de formation de la mémoire des cellules T CD8".

2.4 Laréponse T CD8" en contexte de vaccination

La création de vaccin engendrant une réponse T CD8" adéquate est encore aujourd’hui un défi.
Cependant, plusieurs études ont identifié des éléments importants afin de favoriser ce type de
réponse. En premier lieu, la génération d’'une réponse immunitaire cellulaire lors d'une
vaccination requiert la présentation des antigénes vaccinaux par le CMH-I. Dans la majorité des
cas, les antigénes vaccinaux sont exogénes et doivent passer par le processus de présentation
croisée pour étre en mesure d’activer les lymphocytes T CD8". Afin de favoriser ce type de
présentation antigénique dans un contexte de vaccination, plusieurs éléments sont a considérer.
D’une part, il a été démontré que lorsque les vaccins contiennent des antigénes sous forme
particulaire ou agrégée, la phagocytose de ces antigénes ainsi que leur présentation au niveau
du CMH-I sont facilitées, ce qui résulte en une meilleure réponse immunitaire cellulaire (C. V.
Harding et al., 1994, Kastenmuller et al., 2011, Mant et al., 2012). De plus, la production d’IFN-I
favorise la présentation croisée par les DC ainsi que la génération d’'une réponse T CD8"
efficace (Durand et al., 2006, Le Bon et al., 2006, Le Bon et al., 2003, Le Bon et al., 2008,
Spadaro et al., 2012). D’ailleurs, les DC sont les cellules immunitaires les plus compétentes
pour effectuer ces processus in vivo (Jung et al., 2002) bien que d’autres cellules comme les
macrophages et les lymphocytes B aient démontré une certaine capacité dans des expériences
in vitro (Huang et al., 1994, Ke et al., 1996, Norbury et al., 1995). En outre, il semble que la
capacité des différents types de cellules dendritiques a activer de fagon croisée les lymphocytes
T CD8" ne soit pas équivalente, les DC CD8" et CD103" étant les plus efficaces (Bedoui et al.,
2009, den Haan et al, 2000, L. Li et al., 2012). Il serait donc intéressant de cibler la
phagocytose des antigénes vaccinaux par ces cellules. Tel que décrit dans la section
précédente, I'activation des cellules présentatrices d’antigénes est aussi nécessaire au bon
développement de la réponse immunitaire cellulaire puisque les lymphocytes T CD8" requiérent

un signal de co-stimulation pour étre pleinement fonctionnels (F. A. Harding et al., 1992) et que
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I'activation des APC peut mener a 'augmentation de la présentation antigénique en plus de
'augmentation de I'expression des molécules de co-stimulation (Siddiqui et al., 2011). En fait,
I'activation des récepteurs de type Toll peut aussi mener a 'accumulation de CMH-I au niveau
des endosomes, favorisant ainsi la présentation croisée des antigénes phagocytés (Nair-Gupta
et al., 2014). Enfin, le niveau de cytokines pro-inflammatoires engendré par le vaccin peut aussi
avoir des répercussions importantes sur 'efficacité du vaccin. Par exemple, dans un contexte de
vaccination en présence de peu d’inflammation, comme lors d’'une immunisation avec des DC
chargées avec un peptide, la proportion de cellules T CD8" affichant un phénotype précurseur
de mémoire est plus élevée et la formation de cellules mémoires est accélérée (Badovinac et al.,
2005), ce qui est intéressant dans un contexte ou la rapidité a laquelle la protection se
développe importe. En revanche, lorsqu’'on ajoute au vaccin une molécule qui induit la
production d'IFN-I et/ou d’IL-12, cela permet d’augmenter la génération de lymphocytes T CD8"
effecteur spécifiques a l'antigéne, mais cela augmente aussi la proportion de SLEC et donc
n‘augmente pas nécessairement la mémoire et la protection a long terme (Badovinac et al.,
2005, Cui et al., 2009, Joshi et al., 2007). L'équipe de John Harty a aussi découvert que la
présence de cytokines pro-inflammatoires pouvait accroitre la sensibilité individuelle des
lymphocytes T CD8" en augmentant la signalisation TCR, ce qui réduit la densité d’antigéne
nécessaire pour engendrer une réponse T CD8" efficace et donc peut avoir un impact majeur

sur la conception des vaccins a médiation cellulaire (Richer et al., 2013).

A la lumiére de ces recherches, il semble donc que I'ajout d’un adjuvant qui induit I'activation
des APC, dont les DC, et la production d’IFN-I & un vaccin dont les antigénes sont sous forme
particulaire est prometteur pour générer une réponse immunitaire cellulaire efficace. D’ailleurs,
'équipe de Robert Seder a démontré qu’il était possible de générer une réponse cellulaire
protectrice en utilisant un ligand de TLR7/8 comme adjuvant avec des antigénes vaccinaux sous
forme agrégée (Kastenmuller et al., 2011) ou encore la combinaison d’un ligand de TLR3 avec
des antigénes formulés en complexe immunostimulateur (ISCOMs) (Quinn et al., 2013). Dans
ces deux situations, le choix de la formulation et I'utilisation de molécules immunostimulatrices
permet d’augmenter la phagocytose des antigénes, de favoriser leur présentation sur le CMH-I
et d’engendrer la production d’'IFN-I et d’IL-12 ce qui favorise le développement de la réponse
immunitaire cellulaire et résulte en une meilleure protection contre I'infection par LM ou VV au

stade mémoire.

Comme le principe de la vaccination repose sur la formation d’'une réponse mémoire

fonctionnelle, une attention particuliére devrait étre portée sur les facteurs qui peuvent influencer
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la formation et la fonction des cellules T CD8" mémoires. Par exemple, bien que la présence
d’'inflammation peut avoir un réle adjuvant dans un contexte de vaccination, il a été démontré
que la présence constante d’inflammation peut aussi nuire au processus de formation de la
mémoire. L’inflammation est un processus mis en place suite a la détection d’'un agent
pathogéne ou de dommages cellulaires afin d’initier une réponse. Ce processus engendre la
production de médiateurs (cytokines, chimiokines, anaphylatoxines, histamine, prostaglandine,
réactifs oxygénés...) qui ménent a la vasodilatation, la perméabilité vasculaire ainsi qu’a
'adhésion, l'infiltration et I'activation des cellules immunitaires, dans le but ultime d’éliminer le
microorganisme étranger et de favoriser le développement de la réponse immunitaire adaptative.
Cependant, lorsque linflammation n’est pas résolue, des mécanismes régulateurs sont
déclenchés et limite le développement de la réponse effectrice. Par exemple, une production
continue de cytokines pro-inflammatoires va maintenir I'expression de KLRG1 et limiter celle du
récepteur de I'lL-7 sur les lymphocytes T effecteurs, ce qui va nuire au développement de la
réponse mémoire (Stelekati et al., 2014). De plus, la présence constante d’IFN-I meéne a la
production d’IL-10 par les DC et I'expression de PD-1 sur les lymphocytes T CD8", ce qui va
favoriser I'épuisement de ces cellules et la persistance du virus dans un modéle d’infection par
LCMV clone 13 (Oldstone, 2015). Par ailleurs, l'inflammation chronique peut mener a des
dommages tissulaires excessifs et ultimement au développement de maladies auto-immunes,
suite a la relache d’antigénes du soi conjointement a linfiltration et I'activation de lymphocytes
autoréactifs (Takagi et al., 2016). Cela devrait donc étre pris en considération dans le choix des
adjuvants a utiliser afin de s’assurer que I'inflammation engendrée soit transitoire. Ce choix peut
aussi avoir de grandes implications lors de la vaccination de personnes infectées de fagon

chronique ou subissant des traitements a long terme avec I'lFN-I.

D’un autre cété, I'équipe de John Harty a démontré que I'lL-15, en plus de contribuer a
I'homéostasie des T CD8" mémoires, influence la migration de ces cellules dans les tissus
inflammés en induisant I'expression de O-glycan, un phénoméne qui pourrait étre exploité dans
des contextes de vaccination ou d'immunothérapie afin de localiser les cellules au bon endroit et
ainsi d’augmenter l'efficacité de ces méthodes (Nolz et al., 2014). De plus, il a été démontré
dans des modeéles de vaccination a ADN que l'ajout d’'un plasmide codant pour I'lL-15 pouvait
grandement améliorer la formation et la fonctionnalité de la réponse cellulaire effectrice et
mémoire (Kutzler et al., 2005, Oh et al., 2003).

L’administration répétée d’'un vaccin, une pratique qui est couramment utilisée avec les vaccins

a médiation humorale afin d’amplifier la réponse immunitaire, peut avoir un impact considérable
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sur le phénotype des cellules T CD8" mémoires et donc sur la protection octroyée par ces
cellules. D’'une part, il a été observé que les stimulations antigéniques répétées menent a une
augmentation de la population de Tgy au dépend des Ty (Jabbari et al., 2006, Masopust et al.,
2006, Wirth et al., 2010). En effet, les cellules mémoires ont un phénotype effecteur et des
capacités cytotoxiques augmentés, marqué par une production plus grande de granzyme B, une
hausse de I'expression de KLRG1 et une diminution de I'expression de CD62L, CCR7 et CD27,
mais une aptitude réduite a se diviser (Masopust et al., 2006, Wirth et al., 2010). Dans le cas
d’infections par LM, LCMV Armstrong ou VV ces altérations fonctionnelles des mémoires
résultent en un contréle amélioré des agents pathogénes (Jabbari et al., 2006, Nolz et al., 2011).
Cependant, dans le cas d’une infection par des pathogénes qui se répliquent rapidement ou qui
ont tendance a persister comme LCMV clone 13 ou le virus de I'hépatite murine (MHV), la
capacité de division rapide des cellules ainsi que leur localisation dans les organes lymphoides
secondaires sont cruciales, ce qui fait en sorte que la mémoire secondaire est moins efficace
que la mémoire primaire pour contréler I'infection (Nolz et al., 2011). Ainsi, selon le pathogéne
contre lequel le vaccin est dirigé, il peut étre bénéfique ou néfaste d’administrer le vaccin a
plusieurs reprises. Cela a une implication particulierement importante pour le développement de

vaccins ciblant des pathogénes causant des infections persistantes ou les cancers.

Lors du processus de génération d’une réponse immunitaire adaptative, les lymphocytes T CD4"
auxiliaires (Th) produisent des cytokines et interagissent avec les autres cellules du systéme
immunitaire afin de diriger la réponse. Cette aide prodiguée par les lymphocytes T CD4" a un
role crucial dans la génération de la réponse T CD8" mémoire. En fait, il a été démontré que
I'aide CD4" est nécessaire a la fonctionnalité de la réponse T CD8" mémoire en influengant la
capacité d’expansion secondaire des lymphocytes T CD8" ainsi que leur aptitude a éviter la mort
induite par l'activation (AICD) (Janssen et al., 2003, Shedlock et al., 2003, J. C. Sun et al,,
2003b). Plus précisément, les lymphocytes T CD4" vont interagir avec les APC via le lien CD40-
CDA40L, ce qui va mener a une augmentation d’expression de CD70 par les APC (Bullock et al.,
2005, Taraban et al., 2004, Van Deusen et al., 2010). Par la suite, le CD70 sur les APC va se
lier & CD27 sur les lymphocytes T CD8" ce qui va limiter I'expression de TRAIL et par le fait
méme l'apoptose lors de la stimulation secondaire (Feau et al., 2012, Janssen et al., 2005).
Conséquemment, en absence de I'aide CD4" la mémoire CD8" est formée, mais lors d’'une
restimulation les cellules meurent par apoptose plutdét que de proliférer et d’effectuer leurs
fonctions cytotoxiques. Les lymphocytes T CD4" peuvent aussi induire la production des
chimiokines MIP-1a and MIP-18 par les DC, ce qui va faciliter I'interaction entre les DC et les

lymphocytes T CD8" et ainsi maximiser le développement de la réponse T CD8" mémoire
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(Castellino et al., 2006). La génération d’'une aide CD4" passe par la présentation des antigénes
sur le CMH-II des APC aux lymphocytes T CD4" en présence de signaux de co-stimulation et
d’'IL-12 (Trinchieri, 1994). Ainsi, l'efficacité des vaccins basés uniquement sur ['utilisation
d’épitopes reconnus par les lymphocytes T CD8" comme les vaccins peptidiques, les vaccins a
ADN ou les APC chargées avec des peptides CD8", est affectée par I'absence de présentation
antigénique sur le CMH-II. C’est pourquoi, en modéle murin d'immunisation avec des cellules
dendritiques chargées avec un peptide CD8", I'injection de cellules dendritiques provenant de
souris males dans des souris femelles est nécessaire pour fournir 'aide CD4" essentielle a la
génération d’'une mémoire CD8" fonctionnelle (Livingstone et al., 1999). En outre, d’autres
signaux, comme les ligands de TLR, peuvent induire I'expression de CD70 sur les APC et ainsi
fournir 'aide nécessaire aux lymphocytes T CD8" (Bullock et al., 2005). De plus, les ligands des
TLR3 et TLR9 ménent a I'expression de CD40L sur les APC et suffisent au développement
d’'une réponse T CD8" fonctionnelle (Hervas-Stubbs et al., 2007, S. Johnson et al., 2009).
D’ailleurs, il a été démontré que I'administration d'IFN-o ou d’un plasmide codant pour I'lL-15
ainsi que l'utilisation anticorps anti-CD40 ou de CD40-L compensent pour I'absence d’aide CD4"
(Bullock et al., 2005, Kutzler et al., 2005, Oh et al., 2008, Ontiveros et al., 2011, Taraban et al.,
2004) et que 'administration de ligands de TLR potentialise le signal CD40 ce qui permet le
développement d’une réponse T CD8" optimale (Sanchez et al., 2007). Ces éléments pourraient

donc étre ciblés dans I'élaboration de nouveaux vaccins.
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3- LES ADJUVANTS

Le terme adjuvant provient du mot latin adjuvare, signifiant aider. En effet, les adjuvants sont
des composés utilisés pour augmenter ou moduler 'immunogénicité de différents antigénes afin
d’améliorer l'efficacité des vaccins. lls peuvent aussi servir & diminuer la quantité d’antigéne a
utiliser tout en maintenant la méme efficacité, ce qui est trés utile lorsque les doses de vaccins
sont limitées (Bershteyn et al., 2012, Leroux-Roels et al., 2007), a augmenter la rapidité a
laquelle la réponse immunitaire se développe (Bhagawati-Prasad et al., 2010, Leroux-Roels et
al., 2010, Quattrocchi et al., 2014) ainsi que sa durabilité (Leroux-Roels et al., 2010, W. Xu et al.,
2015). Encore peu d’adjuvants sont autorisés pour l'utilisation chez 'humain (Tableau 2), mais
plusieurs sont en développement ou en essai clinique afin de répondre aux besoins du domaine
de la vaccination. Bien que les premiers adjuvants étaient ajoutés aux vaccins sans connaitre
leurs mécanismes d’action, les études immunologiques des derniéres années ont permis de
classifier les adjuvants en 2 principales classes selon leur mode de fonctionnement, soit les
systémes de livraison et les molécules immunomodulatrices. Certains adjuvants peuvent aussi

avoir des propriétés appartenant a chacune de ces catégories.

Tableau 2. Les adjuvants présentement autorisés pour 'utilisation chez ’lhumain

Type d’adjuvant Type de réponse | Vaccins
immunitaire généré
Alum Systéme de livraison Humorale Virus du papillome humain (CERVARIX®,

GARDASIL®), hépatite B  (Fendrix®,
ENGERIX®, RECOMBIVAX®), coqueluche,
diphtérie, tetanos et polio (BOOSTRIX®,
QUADRACEL®), hépatite A (AVAXIM®,
HAVRIX®), méningite (BEXSERO®,
Meningitec®, Menju%ate@’), enceéphalite
japonaise (IXIARO@), pneumocoque
(Prevnar®, SYNFLORIX®)

Squalene Systéme de livraison Humorale MF59 - Vaccin antigrippal (FLUAD®)
ASO03 - Vaccin®pandémique antigrippal
(PANDEMRIX™)

Monophosphoryl | Immunomodulateur Humorale Virus du papillome humain (CERVARIX®)

lipid a (MPL) Hépatite B (FENDRIX®)

Liposome Systéme de livraison Humorale et cellulaire | Vaccin antigrippal (Inflexal V ©)

VLP Systéeme de livraison Humorale et cellulaire | Virus du papillome humain (CERVARIX®, |
GARDASIL®)
Hépatite B  (FENDRIX®, ENGERIX®,
RECOMBIVAX®)
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3.1 Les systémes de livraison

Les systemes de livraison des vaccins vont faciliter la reconnaissance des antigénes vaccinaux
ainsi que leur phagocytose par les cellules présentatrices d’antigénes. Il peut s’agir de
molécules qui sont ajoutées aux vaccins telles que les sels d’aluminium et les émulsions.
L’antigéne peut aussi étre directement associé a des anticorps ou des pseudoparticules virales.
Le choix du systéme de livraison peut affecter la stabilité, la reconnaissance par les cellules

immunitaires ainsi que l'innocuité des vaccins et donc influencer sa réussite ou son échec.

3.1.1 Les sels d’aluminium

Les sels d’aluminium (hydroxyde d’aluminium et phosphate d’aluminium) sont les premieres
molécules qui ont été identifiées comme pouvant augmenter I'efficacité des vaccins (Buttle G
Glenny A, Stevens M, 1931, Pope C Glenny A, Waddington H, Wallace U, 1926). lIs sont utilisés
depuis plus de 80 ans et ont été administrés a des millions de personnes, ce qui en fait un des
adjuvants les plus utilisés et les plus sécuritaires jusqu'a présent. La capacité des sels
d’aluminium a augmenter la production d’anticorps lorsqu’ajouté a un vaccin est bien connue.
Cependant, cela ne fait qu'une vingtaine d’années que des équipes de recherche se sont
intéressées a I'élucidation de son mécanisme d’action et celui-ci reste encore controversé. En
général, les deux principaux effets observés lors de I'ajout de molécules dérivés de I'aluminium
aux vaccins sont 'augmentation de la phagocytose des antigénes vaccinaux et l'induction
d’'inflammation (Hem et al., 2007, Mannhalter et al., 1985). Pour ce faire, les antigénes doivent
étre en association avec les molécules d’aluminium, mais leur adsorption ne semble pas
toujours nécessaire (Clausi et al., 2008, B. Hansen et al., 2009, B. Hansen et al., 2007, Hem et
al., 2007, lyer et al., 2003, Levesque et al., 2006, Romero Mendez et al., 2007). Dans cette
situation, les antigénes ne sont plus solubles, mais plutdt agglomérés en particules de taille
adéquate pour faciliter leur phagocytose par les cellules présentatrices d’antigénes, en plus de
favoriser leur persistance (Hem et al., 2007, Morefield et al., 2005, Romero Mendez et al., 2007).
D’'un autre c6té, les sels d’aluminium semblent aussi avoir un effet immunomodulateur. lls
peuvent recruter des cellules immunitaires au site d’injection (Goto et al., 1982, Goto et al., 1997,
Kool et al., 2008, Mosca et al., 2008) et induire la production d’acide urique, probablement en
causant la nécrose ou des dommages a des cellules au site d’injection (Goto et al., 1982, Goto

et al., 1997), ce qui méne a l'activation de l'inflammasome et la production des cytokines pro-
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inflammatoires IL-13 et IL-18 (Eisenbarth et al., 2008, Kool et al., 2008, Kuroda et al., 2011, H.
Li et al., 2007, H. Li et al., 2008). L’activation de cette voie peut aussi étre induite directement
par les cristaux d’aluminium (Hornung et al., 2008). Récemment, I'équipe de Robert J. Benschop
a aussi démontré que l'alum engendre de la nécrose cellulaire, ce qui méne a la production
d’IL-33 qui peut participer a 'amélioration de la réponse immunitaire humorale en induisant la
production de cytokines pro-inflammatoires (Rose et al.,, 2015). Cependant, dans cette étude
I'action de I'lL-33 n’est pas nécessaire au pouvoir adjuvant d’alum. Ainsi, bien que des études in
vitro ont démontré que les adjuvants a base d’aluminium ne sont pas en mesure d’activer
directement les cellules présentatrices d’antigénes (Kool et al., 2008, H. Sun et al., 2003a), des
études effectuées in vivo ont démontrées qu’il y avait production de motifs moléculaires
associés au danger (DAMP) menant a I'activation du systéme immunitaire inné (Lindblad, 2006).
Enfin, les sels d’aluminium sont reconnus comme des adjuvants sécuritaires et efficaces pour
augmenter la production d’anticorps entre autre en activant la réponse Th2 (Brewer et al., 1999,
Grun et al., 1989, Serre et al., 2008), mais ils ne sont pas en mesure, a eux seuls, d’'augmenter
la réponse immunitaire cellulaire, mettant en lumiére le besoin de développer de nouveaux
adjuvants (Grun et al., 1989, Lindblad et al., 1997).

3.1.2 Les émulsions

Les émulsions sont un autre type d’adjuvant qui est présentement inclus dans les vaccins en
utilisation ou en développement. Elles peuvent étre constituées d’'une émulsion d’eau dans
I'huile ou d’huile dans I'eau avec de I'huile de source minérale, végétale, animale ou synthétique.
Actuellement, seules les émulsions a base de squaléne, une huile d’origine animale, sont
autorisées. |l s’agit du MF59 dans le vaccin antigrippale FLUAD® autorisé dans une trentaine de
pays, ainsi que I'AS03 qui a été utilisé dans plusieurs vaccins contre le virus influenza
pandémique H1N1 de 2009. L’ajout du MF59 au vaccin saisonnier contre la grippe avait pour
but d’augmenter l'efficacité de la vaccination saisonniére chez les personnes agées ainsi que
les jeunes enfants, alors que l'utilisation de 'AS03 a permis de diminuer la quantité d’antigenes
nécessaires pour mener a une protection efficace dans une situation ou les doses de vaccins
etaient limitées. Tout comme les sels d’aluminiums, ces adjuvants ont eux aussi été administrés
a des millions de personnes et sont considérés trés sécuritaires en plus d’avoir démontré leur
capacité a augmenter l'efficacité des vaccins contre la grippe (Della Cioppa et al., 2011,
Pellegrini et al., 2009, Schultze et al., 2008) et méme a potentiellement élargir la protection

conférée par le vaccin a des souches de virus hétérologues (Khurana et al., 2010, Vesikari et al.,
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2012). Encore une fois, le mécanisme d’action de ce type d’adjuvant n’est pas complétement
elucidé. Des études ont démontré que le MF59 forme des gouttelettes qui sont phagocytées par
les cellules présentatrices d’antigénes dont les cellules dendritiques (Dupuis et al., 1998).
Celles-ci augmentent la phagocytose des antigénes vaccinaux et la production d’anticorps
spécifiques (Dupuis et al.,, 1998, G. Ott et al, 1995b). Cependant, contrairement aux sels
d’aluminium, l'association des antigénes avec les gouttelettes lipidiques ne semble pas
nécessaire a I'effet adjuvant du MF59 (G. Ott et al., 1995a). Le MF59 induit aussi le recrutement
de cellules immunitaires au site d’injection, ce qui peut faciliter la phagocytose et le transport
des antigénes aux ganglions drainants (Calabro et al., 2011), et module un nombre important de
geénes reliés a l'inflammation dont des chimiokines et des récepteurs de chimiokines et ce, de
facon plus importante que I'alum ou les oligodeoxynucleotides contenant des motifs CpG non
méthylés (CpG ODN) (Mosca et al., 2008). En fait, le MF59 est généralement considéré comme
un adjuvant plus efficace que I'alum pour augmenter la production d’anticorps et la réponse T
CD4" (Wack et al., 2008). Il semble donc que l'injection du MF59 engendre I'établissement d’un
environnement favorable au développement de la réponse immunitaire humorale. Cependant, le
mécanisme d’action exact du MF59 n’a pas encore été identifié. Par contre, des études ont
démontré que contrairement aux sels d’aluminium le pouvoir adjuvant du MF59 ne dépend pas
directement de I'inflammasome, mais est diminué par 'absence de la signalisation TLR ou de la
protéine adaptatrice de Tlinflammasome ASC (Apoptosis-associated speck-like protein
containing CARD) (Ellebedy et al., 2011, Seubert et al., 2011). D’autres types d’émulsions ont
aussi été développés et étudiés, mais ne sont pas présentement utilisées chez 'humain, comme
les émulsions d’eau dans I'huile de type montanide ou encore celles utilisées dans les adjuvants
complet et incomplet de Freund. Bien que l'adjuvant complet de Freund, contenant des
fragments de Mycobacterium tuberculosis tuées dans une émulsion d’eau dans I'huile, soit 'un
des adjuvants les plus efficace pour augmenter autant la réponse immunitaire humorale que
cellulaire, la forte toxicité qu’il engendre (inflammation persistante, nécrose tissulaire, ulcération)
empéche sont utilisation chez 'humain (Broderson, 1989). En revanche, 'absence des bactéries
tuées dans I'adjuvant incomplet de Freund, réduit la toxicité de cet adjuvant, mais aussi son
efficacité (Jensen et al., 1998). Enfin, le montanide est en mesure d’augmenter les réponses
immunitaires humorales et cellulaires (Dar et al., 2013, Diefenbach et al., 2008, Jang et al., 2011,
Quattrocchi et al., 2014), mais il est toujours en évaluation quant aux effets secondaires qu'il

engendre (van Doorn et al., 2015).
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3.1.3 Les liposomes

Les liposomes sont composés d'une couche bilipidique en forme de sphéres
immunologiquement inertes, biodégradables et non toxiques qui ont été utilisé pour la premiére
fois en 1974. Comme pour les autres adjuvants de type systéme de livraison, I'utilisation de
liposomes a pour effet d'augmenter la phagocytose des antigénes vaccinaux qui y sont
incorporés. Dans ce cas précis, la reconnaissance et la phagocytose des liposomes par les
cellules présentatrices d’antigénes, plus particulierement les macrophages, se fait soit via le
récepteur Fc ou encore grace au systeme du complément (Wassef et al., 1987). Suite a leur
phagocytose, les antigenes vaccinaux sont dégradés et peuvent emprunter la voie de
présentation sur le CMH-II, mais peuvent aussi étre présentés de fagon croisée au niveau du
CMH-I (Serre et al., 2006, Zaks et al., 2006). La formulation des antigénes vaccinaux dans les
liposomes a aussi I'avantage d’augmenter 'immunogénicité de petits peptides (Friede et al.,
1993), de diminuer la quantité d’antigéne requise pour engendrer la prolifération des
lymphocytes T (Serre et al., 2006) et de limiter la toxicité de certaines molécules (Kwong et al.,
2011). En outre, les liposomes sont un outil trés versatile dont I'efficacité est dépendante de
leurs tailles ainsi que leurs compositions. En effet, la taille des liposomes formés peut
grandement affecter la phagocytose de ces vésicules et ainsi avoir un impact au niveau de la
réponse immunitaire (Oussoren et al., 1997), alors que I'ajout de phosphatidylsérine dans la
bicouche lipidique augmente la phagocytose des liposomes (Oussoren et al., 1997). Cependant,
les liposomes ne sont généralement pas suffisamment immunogéniques pour étre utilisés seuls,
ce qui fait en sorte qu’ils sont régulierement combinés avec des molécules immunomodulatrices
comme le MPL ou des cytokines afin d’augmenter leur efficacité (Boks et al., 2015, Christensen
et al.,, 2011, Hanson et al., 2015, Meraz et al., 2014). En outre, I'utilisation des liposomes a aussi
évoluée vers le développement de virosomes, c'est a dire de liposome contenant des
glycoprotéines d’enveloppes virales. Cette méthode s’est avéré trés efficace pour améliorer la
protection contre le virus de l'influenza, et ce particulierement chez les personnes agées et les
enfants, tel que démontré par la réduction du nombre d’hospitalisations et de pneumonies
observées dans différentes études cliniques effectuées en Europe (Gasparini et al., 2013,
Herzog et al., 2009). Ces résultats prometteurs ont d’ailleurs mené a la commercialisation du
vaccin antigrippal Inflexal V® en Europe et en Asie. De plus, la formulation en liposomes d’un

vaccin ciblant I'antigéne tumoral mucin 1, surexprimé dans plusieurs cas de carcinome
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pulmonaire, augmente la durée de vie des patients et est maintenant en essai clinique de phase
[l (Butts et al., 2011, Y. L. Wu et al., 2011). Enfin, la formulation du peptide MPER, dérivé de
I'antigeéne gp41 du virus de 'immunodéficience humaine, a l'aide de liposomes s’est révélée étre
la seule méthode permettant le développement d’anticorps spécifiques, en comparaison avec
l'utilisation d’alum, ou d’émulsion a base de squaléne ou de montanide et ce méme lors de
combinaison avec des molécules immunomodulatrices (Hanson et al., 2015). Cette méme
équipe a aussi mis en évidence la versatilité des liposomes en démontant la possibilité d’ajouter
du MPL ou encore un peptide helper, permettant de stimuler les lymphocytes T CD4" auxiliaires,
aux vésicules afin d’obtenir une réponse immunitaire optimale (Hanson et al., 2015). Les

liposomes sont donc un outil a considérer dans le développement de nouveaux vaccins.

3.1.4 Les pseudoparticules virales

Les VLP sont des particules virales qui ne contiennent pas de matériel génétique infectieux. En
effet, selon le mode de production et le type de virus utilisé, ces particules peuvent soit étre
totalement dépourvu d’acide nucléique (Lizotte et al., 2015, Sainsbury et al., 2014), contenir des
acides nucléiques contaminants (Ren et al., 2015, Tumban et al., 2013), ou posséder un acide
nucléique viral ou synthétique qui ne meéne pas a la production de particules virales infectieuses
pour I’humain (C. Mathieu et al., 2013, Phelps et al., 2007). Ainsi, il n’y a pas de réplication virale,
ce qui en fait un outil sécuritaire. La majorité des VLP présentement utilisés en vaccination sont
une version non réplicative du virus contre lequel on veut monter une réponse immunitaire. C’est
entre autre le cas des trois vaccins constitués de VLP qui sont utilisés chez 'humain : le vaccin
contre I'hépatite B, le virus du papillome humain et celui contre I'hépatite E autorisé en Chine. lls
sont tous les trois composés des protéines de capside des virus ciblés et ne contiennent pas
d’acide nucléique (Herrin et al., 2014, Maugh, 1981, Riedmann, 2012). La production de vaccins
sous forme de VLP est aussi fréquemment utilisée dans le développement de vaccins contre le
virus de l'influenza. Cela a 'avantage de mener au développement d’'une réponse immunitaire
plus forte et plus large en comparaison avec l'utilisation de virus inactivés ou de protéines
recombinantes de I’hémagglutinine (Bright et al., 2007, Matassov et al., 2007, Ren et al., 2015).
En effet, des titres d’anticorps plus élevés et reconnaissant une plus grande gamme de virus
distincts sont générés avec cette méthode. L'utilisation de VLP permet aussi d’éviter I'utilisation
de traitements chimiques pour inactiver les particules et conserve la conformation native des
antigénes. En outre, une réponse immunitaire de type Th1 et une protection contre l'infection

par les souches homologues et hétéro sous-typiques du virus ont été observées avec I'utilisation
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de VLP (Bright et al., 2007, Prabakaran et al., 2013, Quan et al., 2007, Ren et al., 2015). Enfin,
la production du vaccin contre la grippe en VLP permet d’éviter la méthode basée sur I'utilisation
d’ceufs, qui est longue, colteuse et dépend de I'approvisionnement en ceufs (Bright et al., 2007,
D'Aoust et al., 2010, Shoji et al., 2015).

De plus en plus d’équipes de recherche utilisent aussi les protéines de capside de différents
virus, comme celles du virus de I'hépatite B, pour les modifier génétiquement ou chimiquement
afin d’exprimer des antigénes étrangers et ainsi de s’en servir comme plateforme vaccinale (S.
Chen et al., 2015, Lico et al., 2009, Storni et al., 2002). Cela permet entre autres de monter une
réponse immunitaire contre des épitopes hautement conservés entre les souches de virus
influenza, comme M2e, qui sont normalement faiblement immunogéniques (Denis et al., 2008,
M. C. Kim et al., 2013, Petukhova et al., 2013). Les VLP sont aussi étudiées pour la création de
vaccin contre I'hépatite C, le mélanome, Ebola ou encore la malaria, afin de répondre aux
besoins non comblés (Jones et al., 2013, Kazaks et al., 2008, Sominskaya et al., 2010, Warfield
et al., 2003). Les VLP servent donc de transporteur pour diriger de facon adéquate les
antigénes vaccinaux aux cellules immunitaires. En fait, puisqu’elles sont physiquement
similaires aux virus, tant au niveau de la taille que de la forme, la reconnaissance des antigénes
vaccinaux par les APC en est facilitée (Bershteyn et al., 2012, Fifis et al., 2004, X. Li et al., 2014,
X. Li et al., 2011). En outre, ces propriétés leur permettent aussi de diffuser librement jusqu’aux
ganglions drainants le site d’injection pour étre phagocytés par les cellules s’y trouvant comme
les cellules dendritiques CD8", impliquées dans le développement de la réponse immunitaire
cellulaire (Manolova et al., 2008). De plus, la présentation croisée des antigénes est aussi
possible et méne au développement de lymphocytes T CD8" spécifiques (Lacasse et al., 2008,
Leclerc et al., 2007, Ruedl et al., 2002, Win et al., 2011). L'utilisation de VLP permet aussi
d’augmenter la réponse immunitaire humorale générée contre les antigénes exprimés a la
surface des particules en comparaison aux antigénes utilisés seuls sous forme de protéines ou
de peptides (Shoji et al., 2015). Bien que la présentation des antigénes vaccinaux sous forme
de VLP a un effet adjuvant, plusieurs vaccins a base de VLP requiérent la co-administration d’'un
adjuvant de type immunomodulateur pour étre pleinement efficaces (S. Chen et al., 2015, Shoji
et al., 2015, Storni et al., 2002). C’est d’ailleurs le cas des trois vaccins VLP autorisés qui
contiennent des sels d’aluminium et/ou du MPL (Herrin et al., 2014, Maugh, 1981, Riedmann,
2012). Cependant, certaines VLP ont des propriétés immunomodulatrices intrinséques et sont
en mesure d’activer les cellules immunitaires innées, rendant I'ajout de molécules activatrices

non nécessaire (Bosio et al., 2004, Lenz et al., 2001, Ye et al., 2006). Les VLP possédent donc
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plusieurs propriétés intéressantes pour le développement de nouveaux vaccins plus efficaces et

sécuritaires.

3.1.5 Les anticorps

Dans la catégorie des adjuvants de type systéme de livraison, I'utilisation des anticorps a fait
récemment son apparition. Ces anticorps ont pour but d’amener les antigénes vaccinaux
spécifiguement a des cellules cibles, comme les cellules présentatrices d’antigénes, en ciblant
des molécules exprimées a la surface de ces cellules, plus particulierement des récepteurs
endocytiques. Il s’agit, entre autre, des anticorps ciblant DEC-205, DC-SIGN, Clec9A, Dectin-1
ou DCIR dont I'expression est majoritairement restreinte aux cellules dendritiques (Engering et
al., 2002, Geijtenbeek et al., 2000, Huysamen et al., 2008, Kato et al., 2006, Meyer-Wentrup et
al., 2008). Ainsi, la fusion d’'un antigéne (protéine ou peptide) a un anticorps reconnaissant ce
type de récepteur permet dans un premier temps la phagocytose de I'antigéne, puis sa
présentation au niveau des CMH de classe I, mais aussi au niveau du CMH-I par le phénoméne
de présentation croisée (Birkholz et al., 2010, Mahnke et al., 2000, Saluja et al., 2014). Par la
suite, il y a une présentation efficace des antigénes aux lymphocytes T CD4" et CD8" ce qui
méne au développement d’'une réponse immunitaire cellulaire cytotoxique (L. Bonifaz et al.,
2002, Cruz et al., 2014) en plus de fournir I'aide nécessaire a la réponse immunitaire humorale
dans le cas de vaccins protéiques (Boscardin et al., 2006). Il est important de noter que dans le
contexte de vaccination, les antigénes couplés a des anticorps ciblant des récepteurs
endocytiques exprimés par les cellules dendritiques ne peuvent étre utilisés seuls, car une
réponse immunitaire de tolérance sera induite (L. Bonifaz et al., 2002, Hawiger et al., 2001).
Ainsi, il faut coupler l'utilisation de ces anticorps avec des molécules activant les cellules
dendritiques comme un anticorps anti-CD40, du poly(l:C), des CpG ODN ou le resiquimod (L.
Bonifaz et al., 2002, Boscardin et al., 2006, Dhodapkar et al., 2014, Mahnke et al., 2005). Cette
technique a donné des résultats prometteurs dans des contextes de prévention d’infections
virales, mais aussi de traitement du cancer qui nécessite le développement d’'une réponse
immunitaire cellulaire et est présentement en essai clinique (Badillo-Godinez et al., 2015, L. C.
Bonifaz et al., 2004, Dhodapkar et al., 2014, Mahnke et al., 2005). Finalement, de récentes
etudes ont démontré qu’il était aussi possible d’extrapoler cette technique aux bactériophages
ou aux nanoparticules afin de favoriser la présentation croisée des antigenes présentés dans
ces systémes et ainsi induire le développement de lymphocytes T CD8" spécifiques (D'Apice et
al., 2015, Saluja et al., 2014, Sartorius et al., 2015).
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3.2 Les immunomodulateurs

Lors d’'une infection, le systeme immunitaire inné est activé suite a la détection de motifs
associés aux pathogénes (PAMPS) par des PRR. Cette reconnaissance méne a une réponse
de type inflammatoire qui contribue au développement de la réponse immunitaire adaptative.
Dans un contexte de vaccination, 'administration du vaccin a pour but de mimer la présence
d’'un agent pathogéne, sans pouvoir causer une réelle infection. Ainsi, I'ajout de PAMPS ou de
molécules inflammatoires pouvant simuler la présence d’'un agent pathogéne est tout indiqué
afin de développer une réponse immunitaire qui sera efficace pour contréler une infection

subséquente.

3.2.1 Les ligands de PRR

Les ligands de PRR ont la propriété commune d’activer les cellules du systéme immunitaire inné.
Ce processus est caractérisé par lI'augmentation de I'expression des molécules de co-
stimulation par les APC et la production de cytokines pro-inflammatoires. Cependant, selon le
type de ligand de PRR utilisé, des différences majeures dans les populations de cellules
immunitaires activées ainsi que le type de cytokines produites sont observées, ce qui se
répercutent ultimement sur le développement de la réponse immunitaire adaptative et donc leur
pouvoir adjuvant (Agrawal et al., 2003, Kwissa et al., 2012, Steinhagen et al., 2011). Parmi les
ligands de PRR, ceux qui activent les TLR sont les plus étudiés. Un total de dix TLR (TLR1-10)
ont été identifiés chez I’humain, alors qu’il y en a douze chez la souris (TLR1-9, TLR11, TLR12
et TLR13). Les TLR sont exprimés au niveau des cellules immunitaires, dont les macrophages,
les DC et les lymphocytes B, mais aussi chez d’autres types cellulaires tels que les fibroblastes
et les cellules épithéliales. La majorité des TLR sont situés a la surface des cellules ; seuls les
TLR3, 7, 8, 9 et 13 sont localisés dans les endosomes (figure 4). De plus, a I'exception du TLR3
et parfois du TLR4 qui peuvent faire intervenir les molécules adaptatrices TRIF et TRAM, tous
les TLR signalent a I'aide de la molécule adaptatrice MYD88. Suite a 'activation des TLR de
surface, MYDB88 est recrutée au niveau de la portion cytoplasmique du récepteur, ce qui résulte
en une cascade de signalisation menant a la translocation au noyau des facteurs de

transcription NF-kb et AP-1 puis a la production de cytokines pro-inflammatoires (figure 4) (Akira
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et al., 2006). Dans le cas des TLR endosomaux, leur activation peut induire la production de
cytokines pro-inflammatoires, mais aussi plus particulierement d’'IFN-I. En effet, I'activation du
TLRY dans les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) induit la formation d’'un complexe
avec |IRAK-1, TRAF6, TRAF3, IKK-a et IRF7, ce qui méne a la phosphorylation et la
dimérisation d’'IRF7 qui transloque alors au noyau pour activer I'expression des génes codant
pour I'IFN-I (Takeuchi et al., 2010). Pour sa part, I'activation du TLR3, recrute la molécule
adaptatrice TRIF au domaine cytoplasmique du récepteur et induit la formation d’'un complexe
composé de TRAF3, TANK et NAPI, permettant ensuite a TBK1 et IKKe de phosphoryler IRF3

qui va se dimériser et migrer au noyau pour mener a la production d’IFN-I (Takeuchi et al., 2010).
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Parmi les ligands de TLR, le MPL, un dérivé non toxique des lipopolysaccharides (LPS), a été
commercialisé par GSK et est utilisé en combinaison avec Alum dans leurs vaccins dirigés
contre le virus du papillome humain et I'hépatite B (Kundi, 2007, McKeage et al., 2011). Il s’agit
d’'un agoniste du TLR4, qui a des propriétés adjuvantes similaires au LPS, mais qui est
dépourvu de sa toxicité (Evans et al., 2003, B. S. Thompson et al., 2005). Le MPL est reconnu
pour recruter et activer les APC et mener a la production de cytokines pro-inflammatoires
comme le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et I'lL-6 (Didierlaurent et al., 2009,
Vitoriano-Souza et al., 2012). De plus, des études ont démontré sa capacité a augmenter la
production d’anticorps spécifiques, mais aussi a engendrer la production d’IFN-y par les
lymphocytes T CD4" et donc de diriger la réponse vers un profil Th1 (Hu et al., 2013, Vernacchio
et al., 2002). Le MPL connait un bon succeés lorsqu’il est combiné a I'Alum dans les vaccins
commerciaux de GSK, mais sa capacité a soutenir le développement de la réponse T CD8" n’a
pas été clairement démontrée (Giannini et al., 2006, Kundi, 2007, McKeage et al., 2011, Nevens
et al., 2006).

Le TLR2, un autre récepteur situé a la surface des cellules, reconnait les molécules situées
dans la membrane des bactéries comme le peptidoglycane, I'acide lipotéichoique ou les
lipoprotéines (Hertz et al., 2001). L'utilisation des lipopeptides tels le Pam3;Cys comme adjuvant
a démontré de bonnes propriétés immunomodulatrices (Hertz et al., 2001), en plus de stimuler
limmunité mucosale (Rharbaoui et al., 2002). Plusieurs essais cliniques ont été réalisés ou sont
actuellement en cours avec le Pam;Cys pour le développement de vaccins contre la malaria, le
VIH ou I'hépatite B. De plus, les lipopeptides ont démontré une bonne capacité a améliorer
autant la réponse immunitaire humorale que cellulaire (BenMohamed et al., 1997, D. C. Jackson
et al., 2004). Cependant, comme les récepteurs situés a la surface des cellules répondent a des
pathogénes extracellulaires, ils ont normalement tendance a mener majoritairement a la
production d’anticorps spécifiques et de lymphocytes T CD4" de type Th2, mais peu a la
génération de lymphocytes T CD8" (Agrawal et al., 2003, Dillon et al., 2004, Honko et al., 2006,
Redecke et al., 2004). Ainsi, un grand intérét est porté aux récepteurs endosomaux comme le

TLR3, le TLR7/8 et le TLR9 impliqués dans la reconnaissance des pathogénes intracellulaires.

Les ligands naturels des TLR3, 7/8 et 9 sont ’ARN double brin, ’ARN simple brin et 'TADN non
méthylé respectivement (Alexopoulou et al., 2001, Bauer et al., 2001, Diebold et al., 2004). Ces
différentes formes d’acides nucléiques correspondent au génome ou a des intermédiaires de
réplication des agents pathogénes infectant les cellules. L’activation de ces récepteurs

endosomaux meéne a la production de cytokines pro-inflammatoires, mais aussi d’IFN-I, crucial
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pour la présentation croisée des antigénes vaccinaux et le développement de lymphocytes T
CD8" spécifiques (Durand et al., 2006, Le Bon et al., 2003). En plus des ligands naturels,
différents ligands synthétiques ont été développés pour activer les TLR3, 7/8 et 9, soit le
poly(l:C), les imidazoquinolines et les CpG ODN respectivement. Ces ligands ont démontré un
grand potentiel en tant qu’adjuvant pour améliorer la réponse immunitaire humorale, mais aussi
une capacité a engendrer une réponse immunitaire cellulaire contre les antigénes vaccinaux, ce
qui leur a permis de générer des résultats prometteurs dans le développement de vaccins
nécessitant des lymphocytes T CD8" cytotoxiques (CTL) comme le cancer, la tuberculose ou la
malaria (Kastenmuller et al., 2011, F. Ma et al., 2010, Scheiermann et al., 2014, Tewari et al.,
2010). Cependant, les premiéres versions de ces adjuvants comportaient certains inconvénients.
Par exemple, ils sont trés sensibles a la dégradation par les nucléases, présentes en grande
quantité dans les liquides biologiques, en plus de causer beaucoup de toxicité (fievre, libération
d’enzyme hépatique, inflammation systémique, hypotension), ce qui limite les bénéfices reliés a
leur utilisation (Duraisingham et al., 2013, Engel et al., 2011, Fortier et al., 2004, Nordlund et al.,
1970, Robinson et al., 1976). Toutefois, des recherches intensives ont été réalisées afin
d’améliorer ces adjuvants et différentes solutions ont été identifiées. D’'une part, la création de
molécules dérivées, plus stables, permet d’avoir des adjuvants plus résistants a la dégradation,
mais aussi moins toxique (Lan et al., 2007, Sester et al., 2000). D’autre part, la combinaison de
ces adjuvants avec des systémes de livraison tels que les liposomes, des microsphéres ou des
nanoparticules permet de les protéger de la dégradation tout en ciblant leur phagocytose par les
cellules du systéme immunitaire inné, ce qui augmente leurs propriétés adjuvantes tout en
limitant leur toxicité (de Titta et al., 2013, Hafner et al., 2011, Malyala et al., 2008, Varypataki et
al., 2015, Wilson et al., 2007). Enfin, les molécules immunomodulatrices non reliées aux TLR
comme les ligands des récepteurs NOD, CLR, RIG-I ou STING sont aussi évaluées comme
adjuvants pour les vaccins, mais sont a un stade de recherche moins avancé (Beljanski et al.,
2015, Pavot et al., 2014).

3.3 La combinaison des adjuvants

Le vaccin vivant atténué contre la fievre jaune (YF-17) est le vaccin le plus efficace créé jusqu’a
ce jour. En effet, il a une efficacité de plus de 98%, engendre le développement d’anticorps
neutralisants protecteurs a trés long terme et méne au développement d’'une réponse T
cytotoxique spécifique (Co et al., 2002, Poland et al., 1981). Ainsi, les chercheurs se sont

intéressés a comprendre le mécanisme d’action de ce vaccin afin de pouvoir créer de nouveaux
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vaccins plus efficaces. Ces études ont permis de mettre en évidence limportance de la
stimulation du systéme immunitaire innée ainsi que I'activation simultanée de plusieurs TLR
pour avoir un effet optimal (T. Querec et al., 2006, T. D. Querec et al., 2009). En général, les
vaccins qui simulent le plus fidélement I'infection sont les plus efficaces et donc l'utilisation de
vaccins vivants atténués semble étre le meilleur choix pour le développement d’'une réponse
immunitaire protectrice a long terme. Cependant, ce type de vaccin est de plus en plus délaissé
au profit des vaccins de type sous-unitaire, plus sécuritaires, mais moins immunogéniques,
auxquels l'ajout d’'un adjuvant est crucial. Avec l'augmentation de la compréhension des
mécanismes d’action des différents adjuvants ainsi que 'évaluation de leur efficacité respective,
les différents avantages et inconvénients de chacun ont été identifiés et le bénéfice de combiner
plus d’'un type d’adjuvant pour un méme vaccin afin d’obtenir une efficacité optimale a été mis
en évidence. Ainsi, de fagon analogue au vaccin YF-17, I'équipe de Bali Pulendran a démontré
que la combinaison de plusieurs ligands de TLR avait un effet synergique sur le développement
de la réponse immunitaire humorale en contexte de vaccination (Kasturi et al., 2011). Ce
phénoméne a aussi été observé par I'équipe du Dr Robert Seder dans un contexte de vaccin a
médiation cellulaire (Kastenmuller et al., 2011). En effet, I'utilisation d’'un ligand de TLR7/8
permet d’activer plusieurs types de DC et de maximiser la réponse immunitaire. En ce sens, la

compagnie InvivoGen a développé des molécules qui contiennent plusieurs ligands de PRR.

De facon similaire, une combinaison non seulement de différents ligands de TLR, mais aussi de
différents types d’adjuvants a été observée ces derniéres années et a menée a des résultats
prometteurs. En effet, comme les systémes de livraison et les immunomodulateurs ont des
mécanismes d’actions différents, mais complémentaires, leur association peut avoir de grands
avantages. C’est entre autres le cas de I'adjuvant autorisé ASO4, une combinaison entre un
systéme de livraison et une molécule immunomodulatrice, qui permet daugmenter
significativement I'efficacité des vaccins en comparaison avec ['utilisation d’'un seul adjuvant
(Didierlaurent et al., 2009, Giannini et al., 2006, Harper et al., 2004, Paavonen et al., 2007). De
fagon analogue, lors d’'un essai de développement d’un nouveau vaccin plus efficace contre la
tuberculose, l'administration concomitante de CpG ODN et d’alum a menée a un effet
synergique en améliorant la production d’anticorps et s’est révélé étre le seul traitement en
mesure d’engendrer une augmentation significative du nombre de lymphocytes T produisant de
IFN-y (L. Chen et al., 2010). L'incorporation de CpG ODN dans des nanoparticules s’est
révélée aussi trés efficace pour potentialiser I'effet de cet agonist du TLR9. En fait, cela permet
d’obtenir une meilleure capacité a augmenter la réponse cellulaire et de diminuer la quantité de

CpG ODN utilisé, ce qui pourrait potentiellement diminuer les effets secondaires causés par cet
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adjuvant (Diwan et al., 2004). Cependant, il ne suffit pas de combiner un systeme de livraison
avec un immunomodulateur pour avoir de bons résultats. En effet, plusieurs exemples illustrent
limportance du choix du systéme de livraison selon le type de réponse immunitaire recherchée.
Par exemple, lorsque le MPL est en formulation avec des liposomes il augmente la réponse
cellulaire, alors que ce n’est pas le cas lorsqu’il est dans une émulsion d’huile dans I'eau
(Mettens et al., 2008, Pichyangkul et al., 2004). D'un autre cété, la formulation du GLA
(Glucopyranosyl Lipid Adjuvant), un ligand de TLR4, sous forme aqueuse, en liposome ou en
émulsion d’huile dans I'eau, peut avoir un gros impact sur la génération de la réponse cellulaire,
alors que la réponse humorale n’est pas affectée par ce changement (Fox et al., 2013). Ainsi,
I'élucidation des mécanismes d’action des différents adjuvants et des interactions qu’ils peuvent
avoir entre eux met en lumiére I'importance du choix du ou des adjuvants qui seront incorporés

aux vaccins afin de maximiser les chances de réussite.

3.4 L'’utilisation des virus de plante en vaccination

Les virus de plante sont considérés comme non pathogénes pour les mammiféres, incluant les
humains. Cependant, la forte exposition aux virus de plante par la nourriture (Colson et al.,
2010), les remédes a base de plante, ou le tabagisme (Balique et al., 2012), ainsi que leur
ressemblance aux virus affectant les vertébrés ont soulevé des interrogations quant aux
interactions possibles entre les virus de plantes et les cellules de vertébrés. D’ailleurs, plusieurs
études ont démontré que des virus de plantes, parfois encore infectieux, pouvaient étre
retrouvés dans les excréments d’humains (Nakamura et al., 2009, Tomlinson et al., 1982, T.
Zhang et al., 2006) et d’animaux, (L. Li et al., 2010, Phan et al., 2011) ainsi que dans la salive
de fumeurs (Balique et al., 2012). En effet, plusieurs virus de plantes semblent résister aux
barrieres physiques comme le pH acide et les protéases présentes dans les voies d’entrée
(Nuzzaci et al., 2010, Rae et al., 2005, F. Xu et al., 1996). D’autre part, des anticorps
spécifiques a des virus de plantes ont été détectés chez la souris et 'humain, suggérant une
reconnaissance de ces virus par le systéeme immunitaire (Florindo et al.,, 2002, R. Liu et al.,
2013). Cependant, aucune étude ne démontre que les virus de plante pourraient étre impliqués
dans une pathologie chez les vertébrés. Ainsi, I'utilisation des virus de plante en vaccination
s’avere étre une option intéressante qui est développé dans Tlarticle Plant Viruses as

Nanoparticle-Based Vaccines and Adjuvants.
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3.4.1 Article 1 : Plant Viruses as Nanoparticle-Based Vaccines and Adjuvants
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Résumé en francais :

La vaccination est un des plus grands accomplissements réalisés dans la lutte contre les
maladies infectieuses. Cependant, plusieurs maladies telles que I'hnépatite C, le VIH/sida, le
paludisme, la tuberculose ou le cancer pose certains problémes, puisque les méthodes de
vaccination traditionnelles se sont avérées inefficaces. Cela a donc conduit au développement
de nouvelles approches de vaccination. A cet égard, beaucoup d'efforts ont été déployés afin de
créer de nouveaux adjuvants et des plateformes vaccinales sécuritaires. Parmi celles-ci,
l'utilisation de pseudoparticules de virus de plante ou de virus de plante recombinants a pris de
limportance a ce qui a trait au développement de nouveaux vaccins contre les maladies
infectieuses et le cancer. La présente revue résume les récents progres effectués dans
['utilisation de virus de plantes en tant que vaccin ou adjuvant, ainsi que dans I'élucidation de

leurs mécanismes d’action. Une meilleure compréhension des propriétés immunogéniques des
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virus de plante permettra la conception de nouveaux vaccins thérapeutiques et prophylactiques

efficaces et sécuritaires.

Abstract: Vaccines are considered one of the greatest medical achievements in the battle
against infectious diseases. However, the intractability of various diseases such as hepatitis C,
HIV/AIDS, malaria, tuberculosis, and cancer poses persistent hurdles given that traditional
vaccine-development methods have proven to be ineffective; as such, these challenges have
driven the emergence of novel vaccine design approaches. In this regard, much effort has been
put into the development of new safe adjuvants and vaccine platforms. Of particular interest, the
utilization of plant virus-like nanoparticles and recombinant plant viruses has gained increasing
significance as an effective tool in the development of novel vaccines against infectious
diseases and cancer. The present review summarizes recent advances in the use of plant
viruses as nanoparticle-based vaccines and adjuvants and their mechanism of action.
Harnessing plant-virus immunogenic properties will enable the design of novel, safe, and

efficacious prophylactic and therapeutic vaccines against disease.

Keywords: recombinant plant virus; vaccine; adjuvant; immune response; production methods

1. Introduction

Although vaccines have allowed great achievements such as a significant reduction in
incidence, mortality, and morbidity related to infectious diseases, the field of vaccinology has
faced several challenges in recent years. Indeed, development of new vaccines has proven
difficult especially against chronic infections or cancer. To overcome these obstacles, large
research efforts are being devoted to better understand the key elements required to generate
protective immunity. For example, while the majority of available vaccines mainly induce the
generation of antibodies that neutralize targeted pathogens, it is now recognized that the cellular
immune response is often necessary to protect against many infections. A balanced and
complete immune response involving both humoral immunity, with high-affinity neutralizing
antibodies limiting pathogen transmission and cellular immunity, with cytotoxic CD8" T cells
killing infected cells, is in fact required to control malaria, hepatitis C, and HIV/AIDS, just to list a
few (Barth et al., 2011, de Souza, 2014, Holz et al., 2015, Imai et al., 2015, Pereyra et al., 2014),
highlighting the need for the development of new vaccine design approaches. Moreover,
antigens and epitopes from several pathogens targeted by protective immune responses have
recently been identified (Chakraborty et al., 2014, Frosig et al., 2015, Hafalla et al., 2013,
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Linnemann et al., 2015). This has led to the design of safer and more specific recombinant
vaccines, although they are often less immunogenic than more traditional vaccines based on
live/attenuated pathogens. Therefore, the choice of vaccine formulations and the addition of
suitable adjuvants will likely be required to achieve protective immunity with these novel
vaccines. It is generally accepted that the best way to generate vaccines capable of generating
a broad immune response with high levels of antibodies and cytotoxic T lymphocytes is to mimic
a pathogenic infection while remaining as safe as possible. In this regard, virus-like
nanoparticles (VLPs) have been increasingly studied in recent years with the aim of developing

new effective vaccines.

2. Virus-Like Nanoparticles

VLPs mimic viruses by bearing similar protein composition while being non-infectious. In fact,
most VLPs do not contain any viral genetic material while others contain nucleic acids that do
not allow virus replication in mammals. For now, there are three vaccines composed of VLPs
used in humans: the hepatitis B vaccine, the human papilloma vaccine, and the recently
approved vaccine against hepatitis E in China (Riedmann, 2012). These generate robust
humoral immune responses but still require the addition of an adjuvant to be fully effective.
Other VLPs are currently in clinical trials (Medicago, 2000- [cited 2015 jul 21] , Novavax, 2000-
[cited 2015 jul 21] , Takeda, 2000- [cited 2015 jul 21] ) and many more are in development (M.
C. Kim et al., 2013, S. H. Kim et al., 2015, S. Sun et al., 2015). The increase in VLP use in the
development of novel vaccines is related to their numerous qualities that meet new medical
needs. For example, their highly ordered and repetitive structures facilitate recognition by the
immune system and induce B-cell activation through B-cell receptor (BCR) cross-linking (Batista
et al., 2009). The size of VLPs is generally between 20 and 300 nm, which is ideal to be
effectively recognized by dendritic cells (DCs) or other antigen-presenting cells (APC)
(Bershteyn et al., 2012, Fifis et al., 2004, X. Li et al., 2014, X. Li et al., 2011). In addition, VLPs
frequently display various Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) that are recognized
by Pattern Recognition Receptors (PRRs), leading to the activation of the innate immune system
and cytokine production such as type | interferon (IFN-I); notably, these cytokines were reported
to increase the cross-presentation capacity of DCs and are beneficial towards cell-mediated, T-
lymphocyte immune responses (Kolumam et al., 2005, Le Bon et al., 2006, Le Bon et al., 2003).
IFN-aB can also increase the humoral response, induce isotype switching, and enhance the
generation of T follicular helper cells (Cucak et al., 2009, Le Bon et al., 2001). Furthermore,

many studies have shown the capacity of VLPs to induce a cellular immune response, therefore
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permitting the development of prophylactic and therapeutic vaccines targeting CD8" cytotoxic T
lymphocyte (CTL) responses (Cubas et al., 2009, Kammer et al., 2007, Pinto et al., 2006, Quan
et al., 2007). This strongly correlates with APC cross-presentation of antigens fused to VLPs to
CD8" T cells through a Tap- and proteasome-independent pathway (Leclerc et al., 2007, Ruedl et
al., 2002, Win et al., 2011). This mechanism has also been shown to generate tumor-specific
CD8" T-cell responses that efficiently slow down tumor growth and increase mice survival in various
models (Cubas et al., 2011, Peacey et al., 2008, Speiser et al., 2010). Importantly, non-infectious
VLPs are safer than attenuated or inactivated viruses and could therefore potentially be
administered to immunocompromised individuals. Finally, the use of VLPs could be
advantageous for developing vaccines against viruses that are impossible or difficult to grow in
culture such as the human norovirus, for example (Y. Ma et al., 2011). Altogether, these

properties contribute to the effectiveness and usefulness of VLP vaccines.

3. Recombinant Plant Virus Particles (rPVP)

Recombinant plant virus particles are increasingly studied as candidate vaccines. They can be
classified as a subtype of VLP since they are viral particles that are non-infectious in mammals.
However, most rPVPs retain their replication potential in plants, posing additional safety and
environmental challenges. Nonetheless, rPVPs possess all of the advantages of VLPs and thus
would allow the development of effective vaccines. Many plant viruses such as the tobacco
mosaic virus (TMV), cowpea mosaic virus (CPMV), potato virus X (PVX), alfalfa mosaic virus
(AIMV), and papaya mosaic virus (PapMV) (see Table 1 for more information) are currently used
for the development of new vaccines. Typically, plant viruses are simple, rod shaped, or bearing
icosahedral symmetry; they are composed of one or two repeated coat protein (CP) subunits
and bear an RNA genome. These viruses are relatively easy to engineer, produced at low cost,
and very stable, enabling storage at room temperature, which is desirable for vaccination in
developing countries. CP modification of plant viruses allows dense expression of fused
antigens, thereby contributing to the development of an effective immune response. Finally,
while other virus platforms, such as adenovirus, suffer from platform-specific antibody
development (Fausther-Bovendo et al., 2014, Zaiss et al., 2009), rPVP seem to maintain their
immunogenic properties in the presence of specific antibodies (Kemnade et al., 2014,
Mallajosyula et al., 2014). In the following paragraphs, we will discuss the different methods of
production of rPVP for vaccination, the diverse approaches for antigen expression on their

surface, and achievements made with rPVP.
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Table 1. Recombinant plant virus particles used in vaccine development.

Virus

Shape

Parameters Tested

Element of Response

References

CPMV

Icosahedral

Humoral response

Binding or neutralizing antibodies

Protection against challenge

(Brennan et al., 1999a,
Brennan et al., 1999b,
Brennan et al., 1999d,
Dalsgaard et al., 1997,
Durrani et al., 1998,
Kaltgrad et al., 2007,
Langeveld et al., 2001,
Mclnerney et al., 1999,
Miermont et al., 2008,
Nicholas et al., 2003,
Nicholas et al., 2002,
Rennermalm et al.,
2001, Taylor et al.,
2000)

(Brennan et al., 1999b,
Dalsgaard et al., 1997,
Langeveld et al., 2001,
Rennermalm et al.,
2001)

Cellular response

IFN-y production

(Nicholas et al., 2003,
Nicholas et al., 2002)

Immunomodulation

APC activation

(Gonzalez et al., 2009)

PVX

Rod

Humoral response

Binding or neutralizing antibodies

Protection against challenge

(Jobsri et al., 2015,
Lico et al, 2009,
Marconi et al., 2006,
Marusic et al., 2001,
Uhde-Holzem et al.,
2010)

(Jobsri et al., 2015)

Cellular response

CD8+ T cells activation
IFN-y production

Protection against challenge

(Lico et al., 2009, S.
Massa et al., 2008)
(Lico et al., 2009, S.
Massa et al., 2008)
(Jobsri et al., 2015, S.
Massa et al., 2008)

Immunomodulation

APC activation

Cytokine production

(Jobsri et al., 2015,
Marusic et al., 2001)
(Jobsri et al., 2015)

T™MV

Rod

Humoral response

Binding or neutralizing antibodies

Protection against challenge

(L. Jiang et al., 2006,
Koo et al, 1999,
Mallajosyula et al.,
2014, Palmer et al.,
2006, M. L. Smith et
al., 2006, Staczek et
al., 2000, Yin et al.,
2012)

(L. Jiang et al., 2006,
Koo et al, 1999,
Mallajosyula et al.,
2014, Palmer et al.,
2006, Staczek et al.,
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2000)

Cellular response

CD8" T cells activation

IFN-y production

Protection against challenge

(Kemnade et al., 2014,
McCormick et al.,
2006a, McCormick et
al., 2006b)
(McCormick et al.,
2006a)

(McCormick et al,
2006a)

Immunomodulation

APC activation

(Kemnade et al., 2014,
McCormick et al.,
2006a)

Humoral response

Binding or neutralizing antibodies

(Piazzolla et al., 2005)

CMV Icosahedral
Cellular response

CD8" T cells activation

IFN-y production

(Piazzolla et al., 2005)
(Nuzzaci et al., 2007,
Piazzolla et al., 2005)

AIMV lcosahedral Humoral response

Binding or neutralizing antibodies

(Jones et al, 2013,
Yusibov et al., 2005)

Cellular response

IFN-y production

(Yusibov et al., 2005)

Humoral response

Binding or neutralizing antibodies

(Babin et al., 2013,
Denis et al, 2008,
Denis et al., 2007)

Cellular response

CD8" T cells activation

IFN-y production

Protection against challenge

(Hanafi et al., 2010,
Lacasse et al., 2008,
Leclerc et al., 2007)

(Babin et al., 2013,
Hanafi et al., 2010,
Lacasse et al., 2008,
Leclerc et al., 2007)

(Lacasse et al., 2008)

APC activation

(C. Mathieu et al.,

2013)
Immunomodulation Cytokine production (2%.13)Math|eu et al,
Protection against challenge (2((3).13)Math|eu et al,

PapMV Rod

Adjuvant

APC activation

Cytokine production

Vaccine jointly administered

Protection against challenge

(Acosta-Ramirez et al.,
2008, Lebel et al.,
2014)

(Acosta-Ramirez et al.,
2008, Lebel et al.,
2014)

PapMV-M2e (Denis et
al., 2008), BMDC-OVA
(Lebel et al., 2014),
Outer Membrane
Protein C  (Acosta-
Ramirez et al., 2008),
TIV (Savard et al,
2011),

(Acosta-Ramirez et al.,
2008, Lebel et al.,
2014, Savard et al.,
2011)

Humoral response
BaMVv Rod

Binding or neutralizing antibodies

Protection against challenge

(T. H. Chen et al,
2012, Yang et al,
2007)
(T. H. Chen et al,
2012, Yang et al,
2007)

Cellular response

IFN-y production
Protection against challenge

(Yang et al., 2007)
(Yang et al., 2007)
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TBSV Icosahedral Humoral response Binding or neutralizing antibodies  (Joelson et al., 1997)

(Fernandez-Fernandez

Plum_ POX" Rod Humoral response Binding or neutralizing antibodies et a, 1998,
potyvirus Fernandez-Fernandez

et al., 2002)

CMV: cucumber mosaic virus; BaMV: bamboo mosaic virus; TBSV: tomato bushy stunt virus.

3.1. Production Methods

rPVP production can be achieved by several methods. Production of rPVP using plants, such as
Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum, or cowpea plants, is the most widely used and can
be divided into two different strategies, both starting with the production of the desired cDNA.
The cDNA can then be transcribed in vitro and used to inoculate plants depositing the RNA
transcript on abraded leaves to induce a systemic infection (Palmer et al., 2006). Another option
is to transform Agrobacterium tumefaciens with a plasmid containing the cDNA coding for the
modified viral genome and then agroinfiltrate plants to induce transient expression and generate
recombinant viruses (Petukhova et al., 2014). A week or two later, recombinant viruses are then
purified by different techniques (Jones et al., 2013, Koo et al., 1999, M. L. Smith et al., 2006).
Remarkably, due to the possibility of CMV production in edible vegetables, e.g., celery, lettuce,
cucumber, tomato, carrot, pepper, and banana (Natilla et al., 2004), plant production also
advances the use of oral delivery of vaccine via ingestible plants (Arakawa et al., 1998,
Thanavala et al., 2005). This strategy would therefore reduce costs related to virus purification
and eliminate the need for sterile needles and trained medical staff for vaccine administration.
rPVP manufacturing in planta also allows for large-scale production devoid of contamination
risks from human pathogens. However, a weakness of oral administration of rPVPs is related to
the difficulty of controlling the amount of antigen taken by the patient and the potential
development of tolerance to the antigen. In addition, genetic modifications that induce foreign
antigen expression on plant virus proteins can sometimes affect viral replication, thus reducing
production efficiency (Natilla et al., 2004). A new method based on transgenic plant cell
suspension cultures was recently developed. This process, based on the culture of calli derived
from transgenic plant lines expressing viral cDNA, allows for continuous production of large
amounts of rPVP with high reproducibility (Muthamilselvan et al., 2015). More conventional
techniques are also used to produce rPVP such as bacteria (C. Mathieu et al., 2013, Plchova et
al., 2011), yeast (Brumfield et al., 2004, Kadri et al., 2013), and insect cell cultures (Kumar et al.,
2009, Saunders et al., 2009). Plants, bacteria, and yeast are all simple and low cost

manufacturing methods. However, bacteria and yeast sometimes produce insoluble proteins, thus
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restricting particle self-assembly (Brumfield et al., 2004, A. Mueller et al., 2010). The less
practical and more costly baculovirus expression system seems to avoid these problems
(Brumfield et al., 2004, Kumar et al., 2009, Saunders et al., 2009). When capsid protein
production does not induce particle formation, it is also possible to perform the assembly
process in vitro, with or without the addition of nucleic acids (Arkhipenko et al., 2011, C. Mathieu
et al., 2013, A. Mueller et al., 2010, Tyulkina et al., 2011). Although this process is more
laborious, it allows for better control of the RNA present inside the particle since diverse and
uncontrolled sources of RNA can be incorporated in self-assembled viral particles in vivo
(Brumfield et al., 2004, Kadri et al., 2013, Kumar et al., 2009). In addition, in vitro assembly
allows for the packing of specific RNA transcripts in recombinant plant virus capsid proteins that
will further induce in vivo gene expression (M. L. Smith et al., 2007). Atabekov and colleagues
generated spherical nanoparticles using thermal denaturation of the TMV CP protein (Atabekov
et al., 2011). These particles are devoid of RNA and can bind different proteins or peptides,
making it a universal and immunogenic particle platform (Karpova et al., 2012). Therefore, these
different manufacturing processes generate rPVP that either contain no RNA, host RNA, viral
RNA, or inactive or replicative synthetic RNA. Plant virus particles are most probably safe
enough for administration in humans, but many are still infectious in plants. Therefore,
inactivation methods based on chemical treatment or UV irradiation, for example, were
developed to ensure that rPVPs are innocuous (Langeveld et al., 2001, Phelps et al., 2007, Rae
et al., 2005). Finally, methods using eukaryotic cells have the advantage of allowing post-
transcriptional modifications ensuring that the rPVP is more similar to the parental virus and
more stable (Brumfield et al., 2004, Kadri et al., 2013, Natilla et al., 2004, Vitti et al., 2010). In
summary several manufacturing processes have been developed to efficiently produce the

desired rPVP, each with their advantages and drawbacks.

3.2. Antigen Expression on rPVP

Several processes lead to the expression of foreign antigens on rPVP. The most commonly
used are molecular cloning techniques to fuse sequences coding for the antigen directly within the
CP gene construct. In the case of icosahedral viruses such as CMV, CPMV, and AIMV,
localization within sequences exposed on the viral surface as well as sites accepting peptide
fusions have been well studied (Natilla et al., 2004, Vitti et al., 2010). In general, insertions of
10-50 amino acids are well tolerated and are structured in closed loops exposed on the surface
of the virus. For example, most successful fusions with CPMV were achieved by inserting

epitopes within loops between amino acids 22 and 23 of the S protein (Brennan et al., 1999d,
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Langeveld et al., 2001, Nicholas et al., 2002). Nevertheless, others have managed to obtain
stable particles using N-terminal or C-terminal fusions with AIMV and TBSV, respectively, even if
the N-terminal region is known to be important for particle formation for some icosahedral
viruses (Jones et al.,, 2013, Kumar et al., 2009). However, in some cases, only 20%-30% of
rPVP CPs express the fused antigen (Jones et al., 2013). In the case of rod-shaped viruses, N-
terminal and C-terminal fusions are the most commonly used (Babin et al., 2013, Lacasse et al.,
2008, Lico et al., 2009, Marusic et al., 2001, Palmer et al., 2006). This allows surface expression
without causing destabilization of the structure. In addition, specific and well-defined sites in the
CP sequence, other than the C- and N-termini, were also shown to accept fusion without
destabilization while allowing surface expression of fused antigens and recognition by the
immune system (Petukhova et al., 2013, Rioux et al., 2012b, L. Wu et al., 2003). However, the
tolerated size of peptides fused to rod-shaped viruses is usually more restricted (Bendahmane et
al., 1999, Uhde-Holzem et al., 2010). Therefore, in order to fuse bigger peptides or complete
proteins, fusion processes other than molecular cloning have been developed. One such
technique consists in biotinylating the CP to attach streptavidin-linked proteins or peptides
(Jobsri et al., 2015, M. L. Smith et al., 2006). Others also incorporate a reactive lysine in the
sequence of the CP to chemically conjugate peptides using a heterobifunctional linker
(McCormick et al., 2006a, McCormick et al., 2006b, M. L. Smith et al., 2007) or perform copper
catalyzed azide-alkine cycloaddition to covalently link antigens to the viral capsid (Kaltgrad et al.,
2007, Yin et al., 2012). Spontaneous conjugation due to electrostatic and/or hydrophobic
interactions between foreign antigens and viral CP can also happen and are further stabilized by
formaldehyde treatment (Atabekov et al, 2011, Karpova et al, 2012). However, antigen
insertion may potentially induce viral particle destabilization (Bendahmane et al., 1999, Nuzzaci
et al., 2007, Porta et al., 2003, Rioux et al., 2012a). Apart from the size and the localization of
the peptide, its charge and isoelectric point can also impact the particles’ capacity to assemble
(Bendahmane et al., 1999, Porta et al., 2003, Uhde-Holzem et al., 2007). In some cases, the
generation of mixed particles allows for the formation of stable rPVPs (Jobsri et al., 2015). For
example, in order to avoid interference with particle assembly, the insertion of the foot-and-
mouth disease virus 2A peptide in the cDNA construct of PVX benefits from a ribosomal skipping
process to produce mixed particles made of recombinant and wild-type CPs (Marconi et al.,
2006, Uhde-Holzem et al., 2010). Finally, the localization of conjugated antigens may also affect
the ability to elicit an immune response against fused antigens by influencing the accessibility
and conformation of the antigen and thus the immunogenicity of the rPVP (Rioux et al., 2012a,

Taylor et al., 2000, Yin et al., 2012). In summary, with new techniques developed and a better
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comprehension of factors influencing the stability and immunogenicity of rPVPs, we are better
equipped to generate effective vaccines and it is now possible to conjugate very large peptides
(Marconi et al., 2006, Werner et al., 2006) or even complete protein antigens to such particles
(M. L. Smith et al., 2006).

3.3. rPVP as Vaccines to Induce Humoral Immune Responses

Most of the currently used vaccines induce a humoral response upon administration, which will
then protect individuals against infection or the appearance of disease (reviewed in (Plotkin,
2008)). As it is the case for current vaccines, plant viruses used as vaccine platforms are also
able to trigger the production of antibodies. Not only are these platforms able to induce IgGs,
mainly found in serum after sub-cutaneous, intra-peritoneal, and to some extent intra-nasal
injections, IgAs are also found in mucosa after intra-nasal and oral administration (Brennan et
al., 1999a, Durrani et al., 1998, Marusic et al., 2001, Nicholas et al., 2003, Nicholas et al., 2002).
Plant viruses used as carriers for foreign epitopes can therefore efficiently induce the production
of both systemic and mucosal antibodies following administration by various routes, which
broadens their potential targets since not all pathogens will require the same antibody response
to be cleared from the host. The structure of epitopes presented on the surface of rPVPs will
depend on their localization and size. When in an optimal localization, epitopes will adopt a
structure similar to their native conformation, allowing antibodies to recognize the virus or bacteria
against which they were mounted (Marconi et al., 2006, Taylor et al., 2000). As such, antibodies
from HCV-infected patients were able to recognize a CMV engineered virus expressing the R9
peptide from HCV (Nuzzaci et al., 2007), even though these patients were never exposed to the
rPVP. rPVP-based experimental vaccines were also shown to be as effective or even more
effective at inducing an antibody response compared to commercially available vaccines (T. H.
Chen et al., 2012), peptides alone (Babin et al., 2013, Denis et al., 2008, Denis et al., 2007, S.
Massa et al., 2008, M. L. Smith et al., 2006), or peptides conjugated to keyhole limpet
haemocyanin (KLH) (Langeveld et al., 2001, Nicholas et al., 2002). Moreover, these vaccines
are often administered in conjunction with less toxic adjuvants, compared to Freund’s Complete
Adjuvant (which is not approved for human use), like QS-21 and QuilA (saponin-based) or RIBI
(Mclnerney et al., 1999, Palmer et al., 2006, Rennermalm et al., 2001), or even without the use
of any adjuvant (Brennan et al., 1999a, Lico et al., 2009, Marusic et al., 2001). Plant viruses also
often require less peptide to induce efficient antibody responses compared to commercially
available vaccines or peptides conjugated to KLH (Brennan et al., 1999d, Mallajosyula et al.,
2014).
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Immunization in different experimental animal models not only generated specific antibodies but
also protected against challenge with various viruses, bacteria, or tumor cell lines when epitopes
were presented on CPMV (Brennan et al., 1999b, Dalsgaard et al., 1997, Khor et al., 2002,
Langeveld et al., 2001, Rennermalm et al., 2001), PVX (Jobsri et al., 2015, S. Massa et al., 2008),
Bamboo Mosaic Virus (BaMV) (T. H. Chen et al., 2012, Yang et al., 2007), or TMV (L. Jiang et al.,
2006, Koo et al., 1999, Mallajosyula et al., 2014, Palmer et al., 2006, Staczek et al., 2000).
Protection against challenge (sometimes lethal) is thought to be partially achieved by
neutralizing antibodies, generated following immunization with engineered CPMV (Fernandez-
Fernandez et al.,, 1998, Langeveld et al., 2001, Marusic et al., 2001, Mclnerney et al., 1999,
Nicholas et al.,, 2002), PVX (Marusic et al., 2001), and Plum Pox Potyvirus (Fernandez-
Fernandez et al., 1998). This protection can be broadened to various strains and species of the
same pathogen using conserved epitopes, which are usually weakly immunogenic. When such
epitopes are presented on the surface of rPVPs, their immunogenicity is increased, allowing for
the production of a more effective antibody response and therefore a broader protection of the
host (Mallajosyula et al., 2014, Miermont et al., 2008, Yin et al., 2012). This has been
demonstrated for peptides 10 and 18 of the outer membrane protein F of Pseudomonas aeruginosa
presented at the surface of CPMV (Brennan et al., 1999b, Brennan et al., 1999c), as well as for
the R9 peptide of HCV presented on PVX (Uhde-Holzem et al., 2010). This broad recognition
was also observed when mannose was engineered to be displayed on CPMV inducing

antibodies interacting with various of its analogues and derivatives (Kaltgrad et al., 2007).

Part of the mechanism by which plant virus carriers induce the production of antibodies is
hypothesized to proceed through cross-linking of the BCR (Miermont et al., 2008). The
presentation of many epitopes in close proximity might favor such cross-linking, leading to the
proliferation of B lymphocytes, presentation of epitopes to T cells, and differentiation of B
lymphocytes into antibody-producing plasma cells (Takeda, 2000- [cited 2015 jul 21] ). In
agreement with this, Nicholas et al. demonstrated that higher antigen expression on the surface
of CPMV particles provided a better immune response (Nicholas et al., 2002). It also explains
why viral platforms seem more efficient at inducing antibodies than peptide-KLH conjugates, for

example (Langeveld et al., 2001, Nicholas et al., 2002).

3.4. rPVP as Vaccines to Induce Cellular Immune Responses

Even though antibodies generated following vaccination are often sufficient to protect against

some diseases, elicitation of both cellular and humoral adaptive immune responses is
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sometimes necessary for protection (reviewed in (Plotkin, 2008)). The use of plant viruses as
epitope carriers has proven effective in inducing cellular immune responses directed towards
antigens presented on the particle. We have demonstrated that epitopes fused to the PapMV
platform were able to induce the activation of CD8" T cells by a, cross-presentation pathway
(Hanafi et al.,, 2010, Lacasse et al., 2008, Leclerc et al., 2007). Other rPVPs, such as TMV
(Kemnade et al., 2014, McCormick et al., 2006a, McCormick et al., 2006b), CMV (Piazzolla et
al., 2005), CPMV (Mclnerney et al., 1999) and PVX (Lico et al., 2009, S. Massa et al., 2008)
were also shown to generate and enhance CD8" T cell-mediated immune responses against
fused epitopes. The main correlative for induction of effective T-cell responses seems to be
production of IFN-y. IFN-y production was observed when peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from healthy patients or patients infected with HCV were incubated with AIMV
expressing a respiratory syncytial virus epitope (Yusibov et al., 2005) or CMV expressing the R9
epitope from HCV (Nuzzaci et al., 2007, Piazzolla et al., 2005), both demonstrating that human
PBMCs can be activated by rPVPs, while the latter also demonstrates that the epitope is
efficiently processed and presented, leading to the potent activation of CD8" T cells (i.e., IFN-y
production). Cellular immune responses also correlated with protection against challenge with
tumor cell lines B16-OVA and Eg.7-OVA (McCormick et al., 2006a), Lymphocytic
Choriomeningitis Virus (Lacasse et al., 2008), and Foot and Mouth Disease Virus (Yang et al.,
2007).

3.5. rPVP Used as Inmunomodulators and Adjuvants

In order to generate an effective immune response, APCs must be activated and present
antigens to cells of the adaptive immune system (Storni et al., 2002). As previously mentioned,
rPVPs possess many suitable characteristics for them to be taken up by APCs, processed, and
presented to T cells. Indeed, DCs were shown to be activated following TMV (Kemnade et al.,
2014, McCormick et al., 2006a), PVX (Jobsri et al., 2015, Marusic et al., 2001), CPMV
(Gonzalez et al., 2009), and PapMV (Acosta-Ramirez et al., 2008, Lacasse et al., 2008, Lebel et
al., 2014) immunization. Activated DCs upregulate various co-stimulatory molecules such as
CD40, CD86, CD80, MHCII, MHCI, and CCRY7 (Jobsri et al., 2015, Lebel et al., 2014) and also
produce pro-inflammatory cytokines such as IL-12, TNF-a, IL-6, and IFN-a (Acosta-Ramirez et
al., 2008, Jobsri et al., 2015, Lebel et al., 2014, C. Mathieu et al., 2013, Savard et al., 2011). DCs
are not the only cell population that was shown to be activated following immunization with rPVPs
since B lymphocytes, macrophages, and NK cells can also upregulate activation markers

following rPVP encounter (Acosta-Ramirez et al., 2008, Gonzalez et al., 2009).
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Since rPVPs can be efficiently taken up by APCs and induce their activation, they can potentially
be used as adjuvants to enhance the effectiveness of concomitantly administered vaccines. We
have indeed demonstrated that PapMV can be used as an adjuvant in combination with various
types of vaccines. When PapMV was administered jointly with bone marrow-derived DCs
presenting OVA, cellular immune responses towards OVA were enhanced, leading to better
protection against a Listeria monocytogenes-OVA challenge in mice (Lebel et al., 2014). Similar
protection was observed when PapMV was administered in mice in concert with the seasonal
trivalent influenza vaccine (TIV) (Savard et al., 2011). When used as an adjuvant, PapMV was
also shown to enhance the production of antibodies directed against TIV (Acosta-Ramirez et al.,
2008, Denis et al., 2008, Savard et al., 2011). PapMV has also been shown to be able to prime
the immune system and protect mice from an influenza infection on its own, without being fused
to an epitope or being administered with a separate vaccine (C. Mathieu et al., 2013). Finally, it
was shown to induce a broader immune response against TIV antigens, providing protection
against strains of influenza not contained within the vaccine (Savard et al., 2011). To our
knowledge, PapMV is the first rPVP used as an adjuvant or an immunomodulator specifically to

prime the immune system.

The mechanisms by which rPVPs activate APCs are slowly being uncovered. We have identified
one such mechanism in the PapMV system as being the recognition of nucleic acid found within
rPVPs that induces APC activation. Single-stranded RNA (ssRNA) within PapMV patrticles is in
fact recognized by TLR7 in endosomes of APCs, mainly plasmacytoid DCs, leading to the
production of IFN-a (Jobsri et al., 2015). The lack of activation of murine splenocytes upon
administration of PapMV monomers further illustrates the importance of ssRNA for its adjuvancy
properties (Lebel et al., 2014). Of note, despite RNA serving as the major immunomodulatory
molecule following PapMV administration, the use of RNA alone cannot replace rPVPs since it
would be rapidly degraded following administration due to the abundance of host RNAses found
within the blood or other bodily fluids. The viral capsid therefore provides protection from
degradation to the RNA molecule, allowing it to be efficiently delivered to endosomes. Plant
virus particles thus carry their adjuvant properties inside a protective capsid (Acosta-Ramirez et

al., 2008), explaining their versatility both as vaccines and adjuvants.

4. Conclusions and Perspectives for rPVP

Although there is still much research to be done before rPVPs are used as vaccines in humans,

great achievements have been made in recent years in this field. Several production and antigen
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expression methods have been developed and improved, thus leading to the generation of many
promising candidate vaccines. Beyond demonstrating that rPVP are effective platforms to
generate both humoral and cellular immune responses against fused antigens, we now know
that rPVP are efficiently recognized by the immune system of mammals, which efficiently
activates the innate immune system. Therefore, rPVPs possess attractive intrinsic adjuvant
properties that can be used for immunomodulatory purposes. This has important implications for
future vaccine design and opens the door for new applications. A strong testimony to the recent
achievements made in using rPVPs as novel vaccines is the recent entry of two rPVPs in clinical
trials, PapMV as an adjuvant for the influenza vaccine (Folia Biotech Inc., 2015) and AIMV as a
vaccine against malaria (Fraunhofer Center for Molecular Biotechnology, 2000- [cited 2015 jul
21] ). In light of this, it seems very likely that in the near future plant viruses will be used in
humans to address unmet medical needs as prophylactic and therapeutic vaccines and

immunomodulators against infection or cancer.
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3.5 Les pseudoparticules du virus de la mosaique de la Papaye

Le virus de la mosaique de la papaye est un virus de plante de la famille des Alphaflexiviridae
du genre potexvirus. Il est composé d’environ 1400 sous-unités de protéine de capside qui
s’assemble autour de '’ARNsb* génomique de 6656 nucléotides pour former un virus de forme
hélicoidale de 530 nm de long et 14 nm de diamétre (Erickson et al., 1976). Comme son nom
l'indique, ce virus engendre une coloration irréguliére, en mosaique, au niveau du feuillage des
plantes infectées, principalement le papayer. Linfection par le virus de la mosaique de la
papaye peut nuire a la production commerciale de la papaye, mais est habituellement une
menace négligeable en comparaison avec les autres virus affectant le papayer (Noa-Carrazana
et al., 2006, Tuo et al., 2014).

Ces derniéres années, notre équipe de recherche s’est intéressée a l'utilisation de ce virus de
plante dans le domaine de la vaccination. Dans un premier temps, nous avons démontré qu’il
était possible de produire la protéine de la capside du virus de la mosaique de la papaye chez
Escherichia coli afin de générer des pseudoparticules virales (Tremblay et al., 2006). Avec cette
méthode de production, la multimérisation se fait a I'intérieur de la bactérie et 'ARN incorporé
dans les particules n’est pas controlé ; il s’agit soit de TARNm codant pour la protéine de la
capside du PapMV ou encore d’ARN d’origine bactérienne. Lors de cette étude, nous avons
aussi mis en évidence l'importance de certains sites de liaison a 'ARN pour I'assemblage des
protéines de la capside en pseudoparticules virales, ainsi que la possibilité d’ajouter un tag
histidine sans déstabiliser les protéines, afin d’en faciliter la purification. Par la suite, plusieurs
constructions ont été produites afin d’exprimer divers antigénes a la surface de PapMV (Babin et
al., 2013, Carignan et al., 2015, Denis et al., 2008, Denis et al., 2007, Hanafi et al., 2010,
Lacasse et al., 2008, Leclerc et al., 2007, Leclerc et al., 2013, Rioux et al., 2012a, Rioux et al.,
2012b). Ces fusions ont majoritairement été effectuées au C-terminal de la protéine de la
capside, mais d’autres sites permettant une exposition a la surface de la protéine de la capside
(Rioux et al., 2012a, Rioux et al., 2012b) ou la formation de nanoparticules stables et
immunogéniques ont aussi été identifiés (Babin et al., 2013), augmentant par le fait méme la
versatilité de la plateforme. Une autre méthode de production menant a la purification de
monomeéres de protéine de la capside et a I'assemblage in vitro suite a l'ajout d'un ARNsb
synthétique non codant a aussi été développée, ce qui permet de contréler TARN incorporé
dans les pseudoparticules virales (C. Mathieu et al, 2013). Dans tous les cas, les

nanoparticules générées sont similaires au virus de plante, quoi que Iégérement plus courtes
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(50-200 nm de long selon les protéines et les ARN utilisés (Babin et al., 2013, Denis et al., 2007,
C. Mathieu et al., 2013, Rioux et al., 2012a, Savard et al., 2011, Tremblay et al., 2006).

Subséquemment, la reconnaissance de PapMV par les cellules du systéme immunitaire, ainsi
que son immunogénicité ont été caractérisés. Tout d’abord, des travaux in vitro et in vivo ont
démontré que PapMV était reconnu et phagocyté par des cellules présentatrices d’antigénes
humaines et murines (Denis et al., 2007, Hanafi et al., 2010, Lacasse et al., 2008, Leclerc et al.,
2007). Par la suite, la dégradation du PapMV par ces APC méne a la présentation des
antigénes fusionnés sur le CMH-II, mais aussi de fagon croisée au niveau du CMH-I (Hanafi et
al., 2010, Leclerc et al., 2007). La phagocytose du PapMV engendre également une
augmentation de I'expression des molécules de costimulation et la production de cytokines pro-
inflammatoires et antivirales par les APC (Acosta-Ramirez et al., 2008, Lacasse et al., 2008, C.
Mathieu et al., 2013, Savard et al., 2011). Ultimement, les APC activées et présentant les
antigénes exprimés par le PapMV engendrent I'activation des lymphocytes T spécifiques (Babin
et al., 2013, Hanafi et al., 2010, Lacasse et al., 2008, Leclerc et al., 2007). Dans le méme ordre
d’'idée, nous avons démontré que l'utilisation de PapMV comme plateforme vaccinale permet
non seulement de générer des anticorps contre les antigénes exprimés, mais aussi de stimuler
la réponse immunitaire cellulaire, ce qui résulte en une protection contre plusieurs maladies
infectieuses (Babin et al., 2013, Carignan et al., 2015, Denis et al., 2008, Denis et al., 2007,
Hanafi et al., 2010, Lacasse et al., 2008, Leclerc et al., 2013, Rioux et al., 2012a, Savard et al.,
2012). L'efficacité du PapMV dans cette situation est dépendante de la multimérisation des
protéines de la capside en pseudoparticule virale. (Denis et al., 2008, Denis et al., 2007). Enfin,
nous avons démontré que PapMV pouvait étre utilisé comme adjuvant, en le combinant au
vaccin contre la grippe saisonniére. L'ajout du PapMV augmente alors les titres d’anticorps
spécifiques au virus de l'Influenza, ce qui corréle avec une meilleure protection contre une
infection par ce virus chez la souris (Rioux et al., 2014, Savard et al., 2011). Tout au long de ces
etudes, plusieurs avantages du PapMV ont été mis en évidence. Par exemple, la production du
PapMV est simple et effectuée a faible colt. Il est aussi possible d’exprimer facilement des
antigénes a sa surface ce qui en fait une plateforme vaccinale versatile. En outre, les
pseudoparticules obtenues sont stables et ne contiennent pas d’agent de conservation ou de
contaminant potentiellement toxique comme le thimerosal. Enfin, le PapMV est une
nanoparticule qui est bien tolérée chez les rongeurs, ainsi que chez '’humain tel que démontré
par toutes les expériences qui ont été réalisées chez la souris sans engendrer d’effet secondaire
visible, par les essais précliniques de toxicité chez le rat et le lapin, ainsi que par un essai

clinique phase | réalisé avec le PapMV comme adjuvant au vaccin contre la grippe saisonniére
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(Folia Biotech Inc., 2015). Ainsi, toutes ces caractéristiques suggérent que PapMV est un outil

prometteur pour le développement de nouveaux vaccins sécuritaires et efficaces.
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4- LE CANCER

Le cancer est la principale cause de décés au Canada. Selon les statistiques actuelles, 2
canadiens sur 5 seront affectés par un cancer durant leur vie et 1 canadien sur 4 mourra d’un
cancer (Statistique Canada). Le mot cancer est un terme général pour désigner plusieurs
maladies qui ont la caractéristique commune d’étre causées par de multiples mutations
séquentielles qui résultent en une prolifération incontrélée des cellules. Ces mutations peuvent
entre autres étre induites par des facteurs environnementaux, comme I'exposition a des agents
carcinogénes, causant des dommages a I'acide désoxyribonucléique (ADN), tels que les rayons
ultraviolets, la pollution, la fumée de cigarette et l'alcool (Rastogi et al., 2010, Somers et al.,
2002, Yauk et al., 2007). En outre, plusieurs virus a ADN ou ARN peuvent mener au
développement de cancers. Il s’agit par exemple du virus du papillome humain (VPH), du virus
d'Epstein-Barr (EBV) ou des rétrovirus, qui vont soit s’intégrer dans le génome cellulaire et
modifier 'expression de certains génes, produire des protéines virales qui ont des fonctions
d’'oncogénes ou induire des dommages tissulaires et de I'inflammation chronique qui vont mener
a des dommages a I'ADN (Carrillo-Infante et al., 2007, Liao, 2006). De plus, il existe des
facteurs génétiques qui vont prédisposer au développement de cancers (Ghiorzo, 2014, Lynch
et al., 2015, Valle, 2014). Les mutations qui engendrent la transformation des cellules saines en
cellules cancéreuses affectent des génes impliqués dans trois principaux processus cellulaires
soit la prolifération, la mort et la réparation de 'ADN. Ces derniers sont par la suite classés en
deux catégories : les proto-oncogénes et les génes suppresseurs de tumeurs, qui favorisent ou
limitent la prolifération et la survie des cellules respectivement. Ainsi, I'hyperactivation de
proto-oncogénes comme ras ou myc ainsi que la perte d’activité de génes suppresseurs de
tumeurs comme p53, RB ou BRCA1 ménent au développement de cellules dont la prolifération
et la survie ne sont plus contrélées (Donehower et al., 1992, Nigro et al., 1989, Prior et al., 2012,
M. E. Thompson et al., 1995). A I'heure actuelle, les principaux traitements utilisés contre le
cancer sont la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. Malgré les progrés substantiels
effectués ces derniéres années, plusieurs améliorations sont encore nécessaires afin
d’augmenter l'efficacité et la spécificité des traitements et de réduire les effets secondaires et les

rechutes.
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4.1 Le mélanome

Le mélanome est un type de cancer de la peau qui est trés agressif et dont l'incidence ne cesse
d’'augmenter (Garbe et al., 2012). Les traitements normalement utilisés contre le mélanome, la
chimiothérapie et la radiothérapie, échouent souvent a octroyer une rémission compléte, surtout
lorsque des métastases se sont développées. En fait, lorsque des métastases sont détectées, le
temps de survie moyen est de moins d’'un an (Balch et al, 2009). En général, le traitement
donné aux patients est le Dacarbazine, un agent alkylant qui interféere avec la réplication des
cellules et induit leur apoptose. Cependant, chez les patients atteints de mélanome avancé
(stade 4), ce traitement a un taux de réponse de 10-20% et ne semble pas augmenter
significativement la survie en monothérapie (Falkson et al., 1998, Middleton et al., 2000). De
plus, de nouveaux traitements visant a inhiber des kinases impliquées dans la prolifération des
cellules qui sont fréequemment mutées dans les cas de mélanomes, se sont avérés efficaces,
mais des résistances et des effets secondaires non désirables ont aussi été observées
(Chapman et al., 2011, Garbe et al., 2012).

Ainsi, que ce soit pour le mélanome ou d’autres types de cancer, le besoin de nouveaux
traitements plus efficaces est criant. C’est pourquoi plusieurs équipes de recherche tentent de

mieux comprendre les mécanismes permettant de controler et d’éliminer les cellules tumorales.

4.2 L’implication du systéme immunitaire dans le contréle du cancer

Plusieurs évidences suggérent que le systéme immunitaire participe a limiter le développement
des cellules cancéreuses. En effet, bien qu’il n’y ait toujours pas de preuve directe que le
systéme immunitaire élimine les cellules précancéreuses, plusieurs études suggéerent qu’il a une
grande importance dans le contréle des cancers. D’'une part, des recherches effectuées chez
I’'humain et la souris ont établi un lien entre des déficiences du systéeme immunitaire et le risque
accru de développer des cancers. C’est entre autres le cas chez des individus qui souffrent de
déficiences primaires dues a des mutations génétiques (Kaplan et al., 1998, Kinlen et al., 1985,
Salavoura et al., 2008, Shankaran et al., 2001, Smyth et al., 2000, van der Meer et al., 1993),
mais aussi lors de déficiences secondaires causées par la prise d'immunosuppresseurs, lors de
greffe d’'organes (Engels et al,, 2011, Hoover et al., 1973, B. U. Mueller et al., 1995), ou
d’infections par le virus de 'immunodéficience humaine (Clifford et al., 2005, Shiels et al., 2009).

Dans le méme ordre d’idée, une corrélation a été observée entre l'infiltration des cellules
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immunitaires dans les tumeurs et un bon pronostic (Galon et al., 2006). Cela est
particulierement vrai lorsque des lymphocytes T CD4" et CD8" sont retrouvés en grande
quantité au sein des tumeurs, et ce pour plusieurs types de cancer tels que les mélanomes,
carcinomes, cancers du sein et colorectal (Cho et al., 2003, Hiraoka et al., 2006, Mahmoud et al.,
2011, Naito et al., 1998, Piras et al., 2005). De plus, des chercheurs en oncologie ont
récemment découvert que les cellules immunitaires ont aussi un réle a jouer dans l'efficacité de
traitements initialement congus pour mener a la destruction des cellules cancéreuses seulement.
En effet, des traitements de radiothérapie et de chimiothérapie se sont révélés moins efficaces
lors de déficience immunitaire (Apetoh et al., 2007, Ghiringhelli et al., 2009, Stone et al., 1979).
I semble que ces traitements puissent engendrer une mort immunogénique des cellules
cancéreuses ainsi que la production de chimiokines favorisant l'infiltration de lymphocytes T,
permettant le développement d’'une réponse immunitaire anti-tumorale (Gupta et al.,, 2012,
Hodge et al., 2013, Hong et al., 2011, Obeid et al., 2007, Reits et al., 2006, A. Sharma et al.,
2013, Surace et al.,, 2015, Wong et al., 2015). D’ailleurs, alors que les radiations agissent
généralement en causant la mort des cellules irradiées localement, il a été remarqué que la
radiothérapie pouvait parfois mener a un effet bénéfique plus large : I'effet abscopal. Ce
phénoméne résulte du développement d’une réponse immunitaire anti-tumorale systémique
suite a la destruction des cellules cancéreuses et a la présentation d’antigénes tumoraux dans
un contexte immunogénique (Demaria et al., 2004, Lorimore et al., 2001, Postow et al., 2012,
Stamell et al., 2013). Plusieurs régressions spontanées de cancer ont aussi été observées suite
a une infection (Bierman et al., 1953, Gross, 1971, Taqi et al., 1981) ou a 'administration d’'un
vaccin (Greentree, 1983, R. M. Hansen et al., 1978), suggérant que l'activation du systéme
immunitaire pourrait donner un signal d’alerte nécessaire pour mettre en branle la réponse
contre les cellules cancéreuses. Enfin, lors du processus de transformation, les cellules vont
acquérir des modifications qui peuvent mener a I'expression d’antigénes permettant au systéme
immunitaire de différencier les cellules cancéreuses des cellules saines. Cette distinction peut
étre fait car les antigénes associés aux tumeurs (TAA) sont soit mutés, modifiés au niveau post-
transcriptionel, surexprimés, normalement présents dans les tissus foetaux ou d’origine virale.
En conclusion, il est maintenant accepté que le systéme immunitaire a un rdle crucial dans le

contrbéle des cancers.
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4.2.1 Les cellules immunitaires intratumorales

Plusieurs populations de cellules immunitaires sont impliquées dans [identification et la
destruction des cellules cancéreuses. Bien que les cancers soient composés d’'une multitude de
maladies pour lesquels la réponse immunitaire protectrice peut différer, certains intervenants
sont universellement reconnus comme étant impliqués dans le contréle des cancers. |l s’agit des
cellules présentatrice d’antigénes, des lymphocytes T CD4" et CD8" ainsi que des cellules
tueuses naturelles (NK). Tel que mentionné dans une section précédente, la premiére étape
pour générer une réponse T est la présentation des antigénes. Ainsi, il a été démontré que les
APC présentes dans les tumeurs sont impliquées dans la présentation des antigénes tumoraux
sur le CMH-II, mais aussi sur le CMH-| suite a la présentation croisée et l'activation des
lymphocytes T CD4" et CD8" (C. Liu et al., 2008, Matheoud et al., 2011, Ochsenbein et al.,
2001). Par la suite, les lymphocytes T CD8" vont reconnaitre les antigénes tumoraux présentés
sur le CMH-| des cellules tumorales et vont les tuer en produisant des granules cytotoxiques, en
exprimant Fas-L et en produisant des cytokines effectrices comme I'lFN-y et le TNF-a. Les
lymphocytes T CD4" quant a eux, sont nécessaires au développement de la réponse T CD8"
anti-tumorale en produisant des cytokines Th1 et en activant les DC suite a linteraction
CD40-CDA40L (Bos et al., 2010, Church et al., 2013, Schietinger et al., 2010, Schoenberger et al.,
1998). Bien qu’il soit fréquent que les cellules cancéreuses aient une expression réduite des
molécules du CMH, rendant l'intervention des lymphocytes T CD4" et CD8" difficile, il a été
observé que la production d'IFN-y et de TNF-a par ces cellules puissent directement induire la
mort des cellules tumorales (Briesemeister et al., 2011, Mumberg et al., 1999). De plus, I'équipe
du Dr Schreiber a démontré qu’en absence d’expression du CMH-I sur les cellules tumorales, le
développement d’'une réponse cellulaire contre les cellules stromales, non malignes, mais
essentielles a la survie et la croissance des tumeurs, était suffisante pour éliminer les cellules
cancéreuses dans un modeéle de fibrosarcome chez la souris (Schietinger et al., 2010). En outre,
'absence de CMH-I sur les cellules cancéreuses méne a l'activation des cellules NK qui
pourront tuer les cellules cancéreuses via I'expression de FaslL, perforine ou TRAIL (tumor-
necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) (Kodama et al., 1999, Screpanti et al., 2001,
Smyth et al., 2001, Smyth et al., 1999, K. Takeda et al., 2001). Les cellules tumorales peuvent
aussi exprimer les molécules de stress, comme les ligands de NKG2D, qui vont activer les
fonctions cytolytiques des cellules NK (Chan et al., 2014, Gasser et al., 2005, Guerra et al.,
2008). Enfin, les cellules NK activées peuvent aussi interagir avec les DC afin d’augmenter la

réponse cellulaire anti-tumorale (Adam et al., 2005, Mocikat et al., 2003).
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La présence de certains types de cellules immunitaires peut aussi étre néfaste au controle de la
tumeur. Par exemple, une augmentation dans la quantité de cellules T regulatrices (T.4) est
fréiquemment observée et a été associée avec un mauvais pronostic (Bates et al., 2006,
Perrone et al., 2008, Petersen et al., 2006, Viguier et al., 2004, Wolf et al., 2003, Zou, 2006). En
effet, les Ty vont : 1- compétitionner avec les autres lymphocytes T pour I'lL-2, 2- exprimer de
fort niveau de CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) et 3- produire des cytokines
immunosuppressives comme I'lL-10 et le facteur de croissance transformant béta (TGF-B), ce
qui ménent a une diminution globale de la fonctionnalité des principaux acteurs nécessaires a
I'élimination des cellules cancéreuses (Shevach, 2009, Yamaguchi et al., 2011). Enfin, les
cellules myéloides suppressives (MDSC), une population hétérogéne de cellules CD11b*Gr-1,
sont aussi augmentées dans plusieurs cas de cancer et ont un effet immunosuppresseur sur les
CTL et les NK suite a la production doxyde nitrique synthase (iNOS), de TGF-f et
d’'Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (Idorn et al., 2014, Khaled et al., 2014, Yu et al., 2013).

4.2.2 L’effet du microenvironnement tumoral sur le contréle des tumeurs

Il est maintenant bien connu que le microenvironnement tumoral a un impact majeur sur
I'efficacité des différents traitements visant a éliminer les tumeurs. En effet, 'absence ou la
présence de plusieurs éléments au sein de la tumeur limitent I'action des cellules immunitaires.
Il s’agit entre autres des chimiokines et des cytokines, des molécules co-stimulatrices et
inhibitrices, des cellules immunitaires, ainsi que des mutations subites par les cellules

cancéreuses.

4.2.2.1 Les chimiokines et les cytokines tumorales

Les tumeurs sont composées de plusieurs types cellulaires qui interagissent et communiquent
ensemble entre autres en produisant des chimiokines et des cytokines. Celles-ci peuvent avoir
un impact majeur sur la réponse immunitaire anti-tumorale. D’'une part, une absence de
production de chimiokines dans la tumeur ou encore une production de chimiokines qui ont un
effet répulsif sur les lymphocytes T a été observée dans plusieurs types de cancer, dont le
mélanome (Harlin et al., 2009, Monteagudo et al., 2007, Vianello et al., 2006). Ce phénomeéene
limite I'infiltration des lymphocytes T et donc leur action sur les cellules tumorales. En outre,
certaines chimiokines, comme CXCL12, CCL4 et CCL5, produites en grande quantité dans

plusieurs cas de cancers, vont engendrer l'infiltration de cellules indésirables dans la tumeur
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comme les MDSC, les macrophages ou les T4 et sont associées & un mauvais pronostic
(Gobert et al., 2009, Jaafar et al., 2009, Popple et al., 2012, Schlecker et al., 2012) alors que les
molécules CXCL16 ou CXCL10 favorisent plutét l'infiltration de cellules désirables comme les
lymphocytes T CD8" et corrélent avec une augmentation du temps de survie (Harlin et al., 2009,
Hojo et al., 2007). Néanmoins, bien que dans certains cas une forte infiltration de cellules T ait
été observée, celle-ci n'est souvent pas suffisante pour permettre de contenir et éliminer la
tumeur (Harlin et al., 2006, Rosenberg et al., 2005). Cela est en partie di aux cytokines
produites par les cellules tumorales et les cellules infiltrant la tumeur comme le TGF-f3 et I'lL-10.
En effet, la production de TGF-$ par les cellules tumorales, les Treg et les MDSC va inhiber la
prolifération et les propriétés cytotoxiques des cellules NK et des lymphocytes T (Crane et al.,
2010, H. Li et al., 2009a, Rook et al., 1986, Somasundaram et al., 2002), en plus d’induire la
différentiation des cellules T CD4" en cellules T,y (W. Chen et al, 2003) et d’engendrer
'apoptose des cellules dendritiques (lto et al., 2006). L’IL-10, quant a elle, va inhiber la
présentation antigénique, I'expression du CMH-II et des molécules de co-stimulation, en plus de
prévenir la production des cytokines Th1 (de Waal Malefyt et al., 1991, Ding et al., 1993,
Fiorentino et al., 1991). En effet, bien que les APC telles que les DC et les macrophages soient
importantes pour le développement d’une réponse immunitaire cellulaire, I'environnement
immunosuppresseur des tumeurs fait en sorte que leur présence n’est habituellement pas
favorable au contrdle de la tumeur. En fait, dans ces conditions, la présence d’IL-10, de TGF-3
et de prostaglandin E2 (PGEZ2) va mener a la polarisation des macrophages en macrophage M2
qui vont, d’'une part, perdre leur capacité a produire de I'lL-12 et a présenter sur leur CMH-II les
antigénes tumoraux, mais aussi sécréter de 'lL-10, du TGF-3, des métalloprotéinases et du
VEGF. La sécrétion de ces facteurs a pour conséquence d’inhiber la réponse immunitaire anti-
tumorale et de promouvoir le remodelage tissulaire ainsi que I'angiogenése ce qui favorise la
progression de la tumeur (Mitsuhashi et al., 2004, Sica et al., 2006, B. Zhang et al., 2012).
D’ailleurs, la présence de macrophage M2 dans la tumeur est généralement associée a un
mauvais pronostic (Petrillo et al.,, 2015, B. Zhang et al., 2011, M. Zhang et al., 2014). De leur
coté, les pDC présentes dans les tumeurs ne sont pas en mesure de produire I'IFN-o
(Bekeredjian-Ding et al., 2009, Sisirak et al., 2012, Sisirak et al., 2013) qui serait bénéfique a la
réponse immunitaire, mais vont plutét activer les T4 via I'expression de ICOS-L (Conrad et al.,
2012) et la production d'IDO (Munn et al., 2004, Munn et al., 2002, M. D. Sharma et al., 2007).
La production d'IDO va aussi mener a la dégradation du tryptophane, ce qui engendre la
production de métabolites pro-apoptotiques qui provoquent donc la dysfonction et I'apoptose

des lymphocytes T (Fallarino et al., 2002, Munn et al., 2005). De plus, la présence d’IL-10 va
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mener a la production de DC qui induisent une réponse immunitaire de tolérance (Steinbrink et
al., 1997, Wakkach et al., 2003). Ainsi, la déplétion des DC améliore le contrdle des tumeurs
dans certains modéles de cancer (Huarte et al., 2008, Sawant et al, 2012). Enfin, dans
plusieurs cas de cancer, de faibles productions de cytokines importantes pour la réponse des
lymphocytes T et des NK, comme I'lL-2, I'lL-12 et 'IFN-y, ont été observées et ont été associées

a un mauvais pronostic (Algarra et al., 2004, Rayman et al., 2000, Zea et al., 2004).

4.2.2.2 Les molécules co-stimulatrices et inhibitrices

En plus de la dérégulation dans la production des messagers, une modification de I'expression
de molécules co-stimulatrices et inhibitrices peut aussi limiter I'action des cellules immunitaires
présentes au sein de la tumeur. Par exemple, les cellules tumorales ainsi que les cellules
présentatrices d’antigénes de la tumeur n’expriment généralement pas les molécules B7-1 et
B7-2 (Byrne et al., 2003, Toutirais et al., 2003). La présentation des antigénes tumoraux aux
lymphocytes T se fait donc en absence de signal de co-stimulation ce qui favorise le
développement de lymphocytes T anergiques (Crespo et al., 2013, F. A. Harding et al., 1992).
Par ailleurs, les cellules tumorales et les fibroblastes sont reconnues pour exprimer des
régulateurs négatifs a leur surface ce qui a pour conséquence d’inhiber la fonction ou
d’engendrer I'apoptose des lymphocytes T (Blank et al., 2005, Byrne et al., 2003, Hahne et al.,
1996, Iwai et al., 2002, Nazareth et al., 2007, O'Connell et al., 1996). En effet, lorsque les
lymphocytes T sont activés, ils vont exprimer PD-1 (programmed cell death 1) a leur surface.
Suite a linteraction de PD-1 avec ses ligands PD-L1 ou PD-L2, exprimés par les APC ou les
cellules tumorales, la signalisation TCR sera inhibée, ce qui mettra un frein a la réponse T
(Freeman et al., 2000, Latchman et al., 2001, Sheppard et al., 2004). De plus, I'expression
élevée de PD-L1 a la surface de cellules de carcinomes ou de mélanomes humains a été
associée avec une apoptose plus importante des lymphocytes T spécifiques a la tumeur (Dong
et al., 2002). L'expression des ligands de PD-1 a la surface des cellules tumorales peut étre
constitutive (Azuma et al., 2014, Parsa et al., 2007) ou encore induite par la production d’IFN-y
par les lymphocytes T infiltrant la tumeur (Spranger et al., 2013, Taube et al., 2012). Ainsi la
présence de PD-L1 sur les cellules tumorales peut étre associée autant a un mauvais (Azuma et
al., 2014, Gao et al., 2009), qu’a un bon (Lipson et al., 2013, Spranger et al., 2013) pronostic
selon le type de cancer. Quant a elle, I'expression de Fas-L sur les cellules cancéreuses va
mener a l'induction de la mort par apoptose des lymphocytes T exprimant Fas et a été associé a
des formes de cancers plus agressifs (Byrne et al., 2003, Hahne et al., 1996, O'Connell et al.,

1996). Les molécules inhibitrices et leurs récepteurs peuvent aussi étre exprimées a la surface
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des cellules immunitaires. C’est entre autres le cas des cellules Treg, dont les fonctions
suppressives dépendent en partie de leur forte expression constitutive de CTLA-4 (Read et al.,
2000, Takahashi et al., 2000, Q. Tang et al., 2004). Chez les lymphocytes T non régulateurs,
'engagement du CTLA-4 avec ses ligands CD80 et CD86 va envoyer des signaux inhibiteurs
aux lymphocytes T (Krummel et al., 1995). De plus, puisque CTLA-4 a une plus forte affinité que
CD28 pour les molécules de co-stimulation, il y aura une compétition pour leur liaison, ce qui
limite le signal de co-stimulation via CD28 (Krummel et al., 1995). Les APC de la tumeur sont
aussi reconnues pour augmenter leur expression de PD-L1 et PD-L2 (Lesterhuis et al., 2011, M.
D. Sharma et al., 2007) alors qu’un niveau élevé de PD-1 est observé chez les lymphocytes T
CD8" non fonctionnels infiltrant les mélanomes ou les lymphomes folliculaires humains
(Ahmadzadeh et al., 2009, Myklebust et al., 2013). Enfin, d’autres récepteurs inhibiteurs, comme
Tim-3 et LAG-3, sont aussi surexprimés au niveau des lymphocytes T CD8" isolés du sang ou
de la tumeur de patients atteints de mélanomes et de cancer des ovaires et contribuent a la
dysfonction de ces cellules (Fourcade et al., 2010, Matsuzaki et al., 2010). Ainsi, bien que les
molécules co-stimulatrices et inhibitrices soient nécessaires pour éviter le développement de
réponses immunitaires auto-immunes ou exacerbées, la modification de leur expression dans le

microenvironnement tumoral va réprimer la réponse immunitaire cellulaire anti-tumorale.

4.2.2.3 Les mutations des cellules cancéreuses

Que ce soit lors du processus de transformation ou suite a la pression de sélection du systéme
immunitaire, les cellules cancéreuses vont acquérir des mutations qui les rendent plus
difficilement identifiables par les cellules du systéme immunitaire. Tout d’abord, une diminution
de l'expression des molécules de CMH-l sur les cellules cancéreuses est fréquemment
observée (Benitez et al., 1998, Maleno et al., 2004, Paco et al., 2007, Z. Wang et al., 1993).
Celle-ci peut étre causée par des mutations au niveau de la B2 microglobuline ou dans la
machinerie de dégradation et de présentation des antigénes, comme des déficiences dans les
molécule TAP et tapasine, et limite la reconnaissance des cellules cancéreuses par les
lymphocytes T CD8" (Aladin et al., 2007, Benitez et al., 1998, X. L. Li et al., 2009b, Maleno et al.,
2004, Paschen et al., 2003). La diminution d’expression du CMH-I sur les cellules cancéreuses
pourrait en théorie augmenter leur reconnaissance par les NK. Cependant, bon nombre de
cellules cancéreuses vont exprimer des molécules de CMH non classiques, comme HLA-E ou
HLA-G, ce qui va leur permettre de contourner ce mécanisme (Algarra et al., 2004, Derre et al.,
2006). Les cellules tumorales peuvent aussi perdre I'expression de récepteur de mort, comme

TRAIL et Fas, (French et al., 2002), ou encore sécréter des facteurs solubles tels sFas et sFasL,
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ce qui limite la destruction des cellules tumorales par les lymphocytes T CD8" et les cellules NK
(Enjoji et al., 2004, Hallermalm et al., 2004, Kondera-Anasz et al., 2005, Sheen-Chen et al,,
2003, E. Song et al., 2001). Enfin, la réponse immunitaire montée spécifiquement contre les
TAA est souvent associée a la sélection de variants qui n’expriment plus les antigénes tumoraux.
Ce phénoméne a souvent été observé entre autre dans des cas de mélanome ou I'expression
d’antigénes immunodominants connus comme gp100, TPR-2 ou MART-1 est perdue (Jager et
al., 1997, Lozupone et al., 2003, Maeurer et al., 1996, Sanchez-Perez et al., 2005).

Ainsi, bien que des lymphocytes T spécifiques aux TAA soient générés de fagon naturelle,
'environnement immunosuppresseur de la tumeur va limiter leur action. De plus, dans la
majorité des cas, plusieurs aspects de la réponse immunitaire seront affectés simultanément,
rendant le controle de cette maladie par le systtme immunitaire trés complexe (Harlin et al.,
2006). Enfin, la pression de sélection créée par la réponse immunitaire anti-tumorale peut aussi
jouer un rble dans I'évasion des cellules cancéreuses par le phénoméne d’immuno-édition (R.
Kim et al., 2007). En effet, ce phénoméne se caractérise par trois phases distinctes soit
I'élimination, I'équilibre et I'évasion. Durant la premiére phase le systéme immunitaire va éliminer
les cellules cancéreuses, cependant, certaines cellules non immunogéniques ou résistantes
vont persister lors de la phase d’équilibre. Enfin, lors de la phase d’évasion, des facteurs
immunosuppressifs dérivés de la tumeur vont promouvoir la progression de ces cellules,
échappant alors a la surveillance du systéme immunitaire, soulignant 'importance d’attaquer les
cellules cancéreuses sur plusieurs fronts afin d’éviter ce type de probléme. Avec la meilleure
compréhension des facteurs présents dans le microenvironnement tumoral qui affectent la
capacité du systéme immunitaire a maitriser les tumeurs, il est maintenant possible de cibler ces

éléments dans le but d’accroitre I'efficacité des traitements.

4.3 L’immunothérapie du cancer

L'immunothérapie du cancer est un procédé qui est basée sur [l'utilisation du systéme
immunitaire pour détruire spécifiquement les cellules cancéreuses. Cette technique a plusieurs
avantages en comparaison avec les méthodes traditionnelles comme la chimiothérapie ou la
radiothérapie. Par exemple, certaines méthodes d'immunothérapie permettent de générer une
mémoire immunologique qui pourrait potentiellement réduire les risques de rechute. Ce type de
traitement est aussi beaucoup plus ciblé au niveau des cellules tumorales, ce qui fait en sorte

que les effets secondaires sont généralement beaucoup moins importants que les thérapies
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usuelles. Ainsi, un intérét grandissant est accordé a 'immunothérapie comme nouvelle méthode
de lutte contre plusieurs types de cancer dont le mélanome. En effet, comme le mélanome est
'un des cancers qui comporte le plus de mutations, cela augmente la quantité de TAA qu’il est
possible de cibler par I'immunothérapie (Stratton, 2011). De plus, alors que la réaction
d’auto-immunité, I'effet secondaire le plus néfaste observé avec I'utilisation de 'immunothérapie,
freine I'utilisation de cette méthode pour certains types de cancer, ce n’est pas un probléme
dans le cas du traitement du mélanome. En effet, puisque les mélanocytes ne sont pas
nécessaires a notre survie, leur destruction par phénoméne d’auto-immunité induite par
l'immunothérapie est un effet secondaire tolérable. Enfin, des régressions spontanées, des
réactions de dépigmentation de la peau (vitiligo) et des effets abscopals ont été observés dans
plusieurs cas de mélanome, ce qui appuie l'implication du systéme immunitaire dans le contréle
de ce type de cancer (Bramhall et al., 2014, Printz, 2001, Sumner, 1953, Tran et al., 2013).

A ce jour, seulement quelques méthodes d’immunothérapie sont approuvées pour le traitement
de certains cancers (Tableau 3). Cependant, des centaines de traitements prometteurs sont
actuellement en développement ou en étude clinique et de nombreuses recherches sont
effectuées afin d’en améliorer lefficacité. Il existe présentement trois principales classes
d'immunothérapie : la inhibiteurs et

thérapie cellulaire, le blocage de mécanismes

'administration de molécules immunomodulatrices.

Tableau 3. Exemples d’immunothérapies du cancer approuvées
(Compilation d’aprés U.S. Food and Drug Administration)

Méthode d’immunothérapie

Classe d’immunothérapie

Type de cancer visé

Sipuleucel T (vaccin DC)

Thérapie cellulaire

Cancer de la prostate métastatique

Nivolumab, Pembrolizumab (Anti-
PD1)

Blocage de mécanismes inhibiteurs

Mélanome, cancer du poumon non a
petites cellules, carcinome rénal

Ipilimumab (anti-CTLA-4)

Blocage de mécanismes inhibiteurs

Mélanome

Aldara (imiquimod 5%)

Molécules immunomodulatrices

Verrues génitales et périanales
externes causées par le virus du
papillome humain (VPH), kératose
actinique, carcinomes
basocellulaires superficiels primaires

Proleukin (IL-2)

Molécules immunomodulatrices

Mélanome, carcinome rénal

Interferon alfa-2a,

Molécules immunomodulatrices

Certains types de leucémie,
mélanome

4.3.1 La thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire est basée sur le transfert de cellules immunitaires, majoritairement des DC
et des lymphocytes T, afin d’obtenir une réponse immunitaire cellulaire anti-tumorale. En effet,

les lymphocytes T CD8" spécifiques aux TAA sont trés importants pour le contréle des cellules
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cancéreuses. Cependant, comme les TAA sont souvent des antigénes dérivés des protéines du
soi, les lymphocytes T CD8" spécifiques sont souvent délétés, anergiques ou épuisés (Crespo

et al., 2013). Ainsi, différentes méthodes d'immunothérapie visent a les rendre fonctionnelles.

4.3.1.1 L'immunisation a 'aide de cellules dendritiques

La thérapie cellulaire basée sur 'immunisation avec des DC consiste a injecter aux patients des
DC matures présentant des TAA afin d'induire le développement de lymphocytes T spécifiques
qui pourront détruire les cellules tumorales et la formation d’'une population de cellules mémoires
permettant d’éviter les rechutes. Les essais cliniques réalisés avec ce type de vaccination
thérapeutique ont démontré que l'injection de DC autologues présentant des TAA est non
seulement sécuritaire, mais permet aussi de générer lymphocytes T CD4" et CD8" spécifiques
(Palucka et al., 2012). Cependant, les bénéfices obtenus restent encore modestes. Malgré tout,
le Sipuleucel T, un vaccin contre le cancer de la prostate basé sur I'immunisation avec des DC
autologues activées avec un antigéne prostatique fusionné au facteur de croissance des
granulocytes et macrophages (GM-CSF) a été autorisé par 'agence américaine des produits
alimentaires et médicamenteux (FDA) en 2010 puis par I'agence européenne des médicaments
(EMA) en 2013 et permet d’augmenter significativement la survie des patients (Kantoff et al.,
2010). Dans le but d’améliorer l'efficacité et la faisabilité de la vaccination a base de DC, les
recherches et les études cliniques effectuées au cours des derniéres années ont testé différents
parameétres reliés a cette méthode tels que : 1- la source de DC, 2- les conditions de culture et
3- le type et la source de TAA utilisées. Cela a permis I'établissement de différents protocoles et
l'identification de leurs avantages et inconvénients. Par exemple, la vaccination avec les DC
présentant des antigénes tumoraux utilisait initialement des DC isolées directement du sang du
patient. Cependant comme leur nombre est trés faible, cela limitait la faisabilité de ce traitement.
Ainsi, avec le développement de méthodes de culture permettant de générer des DC a partir
des monocytes sanguins ou encore des cellules CD34" progénitrices, ce procédé s’est révélé
plus envisageable. Selon la méthode d’isolement ou les conditions de culture utilisées, différents
types de DC sont obtenus, ce qui a des répercussions considérables sur l'efficacité de la
thérapie cellulaire (Palucka et al., 2012). Par exemple, il a été démontré dans des essais de
stimulation ex vivo de lymphocytes T infiltrant la tumeur (TIL) que les pDC isolées du sang sont
plus efficaces que les DC myéloides pour induire le développement de lymphocytes T CD8"
spécifiques permettant la lyse des cellules cibles (Aspord et al., 2010). De plus, un essai clinique
a prouvé que bien que ce sous-type de DC est présent en faible quantité dans le sang, la

vaccination a l'aide de pDC est faisable et efficace pour monter une réponse CTL contre la
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tumeur (Tel et al., 2013). En outre, les conditions de culture affectent aussi I'état de maturation
et d’activation des DC, ce qui va influencer l'efficacité du traitement (de Vries et al., 2003,
Jonuleit et al., 2001). Différentes stratégies ont donc été testées afin de s’assurer que les DC
transférées soient dans un état favorable au développement de la réponse T CD8" anti-tumorale.
Celles-ci comprennent, entre autres, I'ajout de cytokines proinflammatoires ou de ligands de
TLR au milieu de culture (Jonuleit et al., 1997, Mailliard et al., 2004, C. Massa et al., 2015).
Cependant, cette méthode s’est parfois révélée peu efficace et un certain épuisement des
cellules a été observé lors de tests in vitro (Kalinski et al., 1999, Langenkamp et al., 2000).
Alternativement, la modification directe des DC par électroporation d’ARN messagers (ARNm)
ou de petits ARN interférents afin d’induire I'expression de CD40L ou CD70 ou d’inhiber
I'expression des ligands de PD-1 sur les DC transférées, a démontré un grand potentiel lors de
tests in vivo avec des modéles de cancers murins, des expériences ex vivo avec des PBMC de
patients ou encore dans un essai clinique avec des patients atteints de mélanome de stade
avancé (Hobo et al., 2013, Kikuchi et al., 2000, Wilgenhof et al., 2011). L’équipe du Dr Sampson
a aussi démontré que le conditionnement des patients atteints d’un glioblastome avec la toxine
tétanique génére une réponse inflammatoire qui méne a une augmentation de la migration des
DC transférées dans les ganglions, ce qui résulte en une amélioration de la survie (Mitchell et al.,
2015).

Les DC utilisées proviennent majoritairement du patient, mais peuvent aussi étre isolées d’un
donneur. En fait, il semble que les DC provenant d’'un donneur compatible soient souvent plus
efficaces que les DC provenant du patient. D’une part, les DC autologues sont potentiellement
dysfonctionnelles, due a la présence d’'un environnement immunosuppresseur chez le patient.
D’autre part, les DC présentant des alloantigénes permettent de générer des CTL plus efficaces
grace au développement d’'une aide CD4" (Suzuki et al., 2005, Yasuda et al., 2007). En outre, le
choix des antigénes et de la méthode utilisés pour charger ces APC n’est pas non plus a
négliger. Alors que I'expression des TAA par les DC était initialement restreinte a l'utilisation de
peptides ou de lysats tumoraux qui requiére I'emploi d’'une approche personnalisée, elle se fait
maintenant de plus en plus grace a la transformation des DC avec des ARNm. Bien que cette
méthode puisse affecter la viabilité des cellules, elle permet de générer des TAA protéiques
contenant plusieurs épitopes pouvant activer autant les lymphocytes T CD4" que CD8". De plus,
elle ne nécessite pas de se préoccuper de la restriction HLA (human leukocyte antigen) et a
mené a des résultats prometteurs pour le traitement du mélanome (Bonehill et al., 2009, Kyte et
al., 2006, Van Lint et al., 2014, Wilgenhof et al., 2011). Enfin, I'immunisation avec les DC

pourrait aussi étre associée a dautres stratégies dans le but de surmonter le
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microenvironnement immunosuppresseur de la tumeur et d’obtenir un bénéfice supérieur
(Palucka et al., 2011a, Palucka et al., 2011b).

4.3.1.2 Le transfert de lymphocytes T CD8"

Afin d’obtenir des lymphocytes T CD8" cytotoxiques anti-tumoraux fonctionnels, une autre
stratégie adoptée est le transfert direct de ces cellules. Ainsi, les TIL sont isolés de la tumeur du
patient et sont cultivés ex vivo en présence de différents facteurs de croissance afin de les
amplifier pour ensuite les réinjecter au patient. Avec cette méthode, on assume que les TIL sont
spécifiques pour des antigénes tumoraux et que leur présence en plus grande quantité
permettra un meilleur contréle de celle-ci. Cependant, cette méthode a rencontré plusieurs
obstacles freinant son utilisation. Par exemple, il a été démontré dans un modéle de mélanome
chez la souris, qu’il y avait production de CXCL12 qui freine l'infiltration des CTL dans la tumeur,
les empéchant par le fait méme d’effectuer leurs fonctions effectrices (Vianello et al., 2006).
D’autre part, bien que ces cellules semblent fonctionnelles in vitro, une perte des capacités
cytolytiques a été observée in vivo. Cela est en partie due au microenvironnement
immunosuppresseur de la tumeur. En effet, il a été observé que les MDSC ainsi que les T
limitent I'action des lymphocytes T transférés (Antony et al., 2005, Arina et al., 2015). La perte
de fonction peut aussi étre engendrée par un épuisement causé par I'expansion de ces cellules
in vitro (Janelle et al., 2015). Ainsi, une des méthodes utilisées pour améliorer I'efficacité du
transfert adoptif est d’effectuer une lymphodéplétion et d’injecter de fagon concomitante de I'lL-2
afin de soutenir la prolifération, la survie et la fonctionnalité des lymphocytes T transférés. Cette
combinaison a permis d’atteindre des taux de réponse trés élevés dans les essais cliniques
chez des patients atteints de mélanome métastatique en plus de mener a I'élimination compléte
des tumeurs pour certains patients (Dudley et al., 2008, Rosenberg et al., 2011). En outre, il a
été remarqué que l'efficacité de 'immunothérapie a I'aide de lymphocytes T CD8" différe selon
le phénotype des cellules utilisées. En effet, plus les cellules sont dans un état de différenciation
avancée, moins leurs capacités prolifératives et anti-tumorales sont bonnes (Gattinoni et al.,
2005, Restifo et al., 2012). Dans le méme ordre d’idées, il a été démontré dans un modéle de
mélanome murin, ainsi que lors de tests in vitro avec des cellules humaines, que les cellules T
CD8" naives avaient de meilleures aptitudes que les cellules mémoires (Hinrichs et al., 2009,
Hinrichs et al., 2011) et que les Ty étaient plus efficace que les Tgy (Klebanoff et al., 2005) en
contexte de transfert adoptif. De fagon encore plus intéressante, les Tscy possedent plusieurs
des qualités requises pour mener a la réussite du transfert adoptif. Phénotypiquement, ces

cellules sont similaires aux cellules naives, via leur expression de CCR7, CD62L, CD27, CD28
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et IL-7R, mais aussi aux lymphocytes T mémoires puisqu’elles expriment CD95, IL-2Rp, CXCR3
et LFA-1 (Gattinoni et al., 2011). En comparaison aux autres populations de lymphocytes T, les
Tscm présentent des capacités de prolifération, de survie et de reconstitution de souris
immunodéficientes supérieures, ce qui leur permet dans le modéle de mélanome murin B16,
d’'induire une réponse anti-tumorale plus efficace (Gattinoni et al., 2009). Beaucoup d’espoir est

donc mis dans la thérapie cellulaire utilisant le transfert de Tscwm.

Lorsque les TAA sont connus, une nouvelle approche utilisant le transfert de lymphocytes T
modifiés afin qu’ils expriment un récepteur antigénique chimérique (CAR) est aussi possible. Les
CAR sont des récepteurs composés de la région variable des chaines lourdes et légéres d’'un
anticorps monoclonal joint a un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique
contenant des motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) comme la chaine
zéta du TCR, afin de médier le signal (figure 5). De plus, puisque les signaux de costimulation
sont peu présents dans I'environnement tumoral, les CAR de deuxiéme et troisieme génération
ont été modifiés afin de contenir au niveau de leur queue cytoplasmique un ou des domaines
intracellulaires de récepteur de costimulation tel que CD28, OX40 et 4-1BB, afin d’engendrer un
signal suffisamment fort pour mener a une activation efficace des lymphocytes T CD8" (Dotti et
al., 2014). Ainsi, lorsque le fragment d’anticorps reconnait I'épitope auquel il est spécifique, cela
active la prolifération et les fonctions cytolytiques des lymphocytes T CD8" transformés. Cette
technique a permis d’améliorer le taux de réponse obtenu lors de transfert adoptif de
lymphocytes T, mais engendre aussi de fortes toxicités dues a la production excessive de
cytokines et peut mener au phénoméne d’évasion tumoral (Kershaw et al., 2014, R. A. Morgan
et al., 2010). Dans le but d’améliorer la spécificité de la réponse immunitaire et de limiter les
effets secondaires, différentes stratégies sont envisagées. D’'une part, les cellules T peuvent
étre modifiées afin de contenir un géne suicide permettant d’induire I'apoptose de 99% des
cellules transférés suite a linjection d’'une molécule biologiquement inerte en cas deffets
secondaires non désirables (Di Stasi et al, 2011, Straathof et al, 2005). En outre, les
lymphocytes T peuvent exprimer un deuxiéme récepteur qui engendre des signaux activateurs
ou inhibiteurs dans le but d’affiner la sensibilité du CAR. Par exemple, il est possible d’ajouter un
récepteur inhibiteur qui reconnait un antigéne exprimé par des cellules normales afin d’éviter
'attaque des cellules saines ou d'adjoindre un récepteur co-stimulateur qui va permettre une
réponse optimale seulement lors de la détection d’'un deuxieme TAA (Kloss et al., 2013, Lanitis
et al., 2013, Wilkie et al., 2012). Comme les CAR reconnaissent des épitopes exprimés a la
surface des cellules tumorales, cela permet de contourner le probléeme de perte de

reconnaissance au niveau des tumeurs ayant des mutations dans la machinerie de présentation
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antigénique, de ne pas avoir a se soucier de la restriction HLA et de pouvoir cibler des

antigénes non protéiques (Dotti et al., 2014).

Mab génération
%@'& 1ere 26 36

* Domaine de co-stimulation :
CAR CD27, CD28, 4-1BB, 0X40

Figure 5. Les récepteurs antigéniques chimériques (CAR)
Adapté de Dotti et al., 2014

La thérapie cellulaire est donc une méthode prometteuse d’immunothérapie du cancer, mais
dont le plein potentiel ne pourra étre atteint si on ne réussit pas a surmonter

immunosuppression présent dans environnement tumoral.

4.3.2 Le blocage de mécanismes inhibiteurs

Afin de prévenir le développement de réponse immunitaire exacerbée ou d’auto-immunité,
plusieurs mécanismes ont été mis en place par le systéme immunitaire. Cependant, ces
mécanismes peuvent aussi freiner le développement de réponses immunitaires désirables
comme la réponse anti-tumorale. Ainsi, afin d’éviter linhibition de ce type de réponse

immunitaire, différentes stratégies ont été développées.

A titre d’exemple, il a été observé que les niveaux d’expression de plusieurs récepteurs
inhibiteurs ainsi que leurs ligands sont augmentés dans plusieurs cas de cancer et qu’ils
contribuent a freiner la réponse immunitaire anti-tumorale. Les chercheurs ont donc créé des
anticorps bloquant ces molécules afin de rétablir la réponse immunitaire anti-tumorale. Ainsi,
I'anticorps anti-CTLA-4 a été autorisé aux Etats-Unis pour le traitement du mélanome en 2011 et
ceux dirigés contre PD-1 ont pu étre utilisés a partir de 2014 dans la thérapie du mélanome et
de certains cancers du poumon et rénaux. L’administration de ces anticorps s’est révélée
efficace pour augmenter I'activation des lymphocytes T, ainsi que restaurer leur prolifération et

leur fonctions effectrices (Duraiswamy et al., 2013, Spranger et al., 2014, Tumeh et al., 2014).
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Par le fait méme, une augmentation significative de la survie des patients a été observée (Hamid
et al., 2013, Hodi et al., 2010, P. A. Ott et al., 2013, Wolchok et al., 2013a). D’autres anticorps
ciblant des récepteurs inhibiteurs comme Tim-3 et LAG-3 ou le ligand PD-L1 ont aussi été
développés et ont démontré un bon potentiel dans des études chez la souris, ainsi que lors
d’essais cliniques chez des patients atteints de mélanome (Brahmer et al., 2012, Fourcade et al.,
2010, Ge et al., 2013, Sakuishi et al., 2010, Woo et al., 2012).

Les anticorps bloquant les récepteurs inhibiteurs ont tout d’abords été utilisés seuls, mais de
plus en plus d’études démontrent un avantage a les combiner entre eux ou encore avec d’autres
méthode de traitement du cancer. Par exemple, comme ils ont des mécanismes d’action
différents (Parry et al., 2005), des bénéfices ont été observé en combinant les anticorps anti-PD-
1 et anti-CTLA-4 ou encore I'anti-PD-1 avec I'anticorps bloquant Tim-3 ou LAG-3 (Duraiswamy
et al., 2013, Fourcade et al., 2010, Matsuzaki et al., 2010, Twyman-Saint Victor et al., 2015,
Wolchok et al., 2013b). Cependant, les effets secondaires causés par ce type de thérapie sont
d’autant plus importants lorsqu’elles sont utilisées en combinaison (Swaika et al., 2015, Wolchok
et al., 2013b). En outre, les anticorps bloquant sont aussi en essais cliniques en association
avec d’autres types de thérapies comme la vaccination, la chimiothérapie ou la radiothérapie
(Apetoh et al., 2015). En effet, comme les radiations ménent a la libération d’antigénes
tumoraux, le blocage de différents inhibiteurs de la réponse T a l'aide d’anticorps anti-PD-L1 ou
CTLA-4 s’est avére efficace pour augmenter la réponse immunitaire anti-tumorale et par le fait
méme ['efficacité de la radiothérapie, avec une augmentation de I'effet abscopal (Dovedi et al.,
2014, Grimaldi et al., 2014, Reynders et al., 2015). En outre, d’autres stratégies basées sur le
blocage de mécanismes inhibiteurs sont aussi en développement. C’est entre autres le cas de
molécules permettant la déplétion des T4, qui se sont révélées efficaces pour augmenter la
réponse immunitaire anti-tumorale sans engendrer d’autoimmunité majeure chez des patients
atteints de cancers métastatiques (Ghiringhelli et al., 2007, Rech et al., 2009). Enfin, des
anticorps permettant de diminuer la présence des MDSC dans la tumeur ainsi que des
inhibiteurs d’IDO ou de la signalisation du TGF- sont aussi en essais cliniques (Mahoney et al.,
2015).

4.3.3 L’administration de molécules immunomodulatrices

Tel que mentionné ci-haut, la production de chimiokines et de cytokines est souvent altérée

dans la tumeur, ce qui limite I'efficacité de la réponse immunitaire anti-tumorale. Ainsi, I'injection
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de ces cytokines a rapidement suscité de l'intérét afin de rétablir la fonctionnalité des cellules
immunitaires et plus particulierement des lymphocytes T. Dans les années 90, la FDA a
approuvé l'administration de deux cytokines, I'lL-2 et I'lFN-a, pour le traitement de différents
types de cancer dont le mélanome. Dans ce contexte, I'lL-2 permet d’augmenter la survie et la
fonctionnalité des lymphocytes T, alors que I'lFN-o permet de maintenir une forte expression du
CD25 et de donner un signal de co-stimulation (Rosenberg, 2014, Starbeck-Miller et al., 2014).
Bien que le taux de réponse a ces traitements dépassent rarement les 15%, I'administration de
ces cytokines permet d’atteindre une rémission compléte chez une petite proportion de ces
patients, ce qui n'est pas négligeable (Atkins et al., 1999, Legha, 1997). Cependant, la toxicité
que ces traitements engendrent (hyperpermeéabilité capillaire, troubles hépatiques,
neurologiques et rénaux), combinée avec l'arrivée de nouvelles thérapies, a mené a une
réduction de leur utilisation (Jonasch et al., 2000, Schwartz et al., 2002). Néanmoins, d’autres
cytokines telles que I'lL-15 et I'lL-21 sont aussi a I'étude grace a leur capacité a augmenter la
prolifération et les fonctions des cellules NK et des lymphocytes T CD8", ce qui les rend
particulierement intéressantes en contexte de transfert adoptif de lymphocytes T (G. Wang et al.,
2003, Zeng et al., 2005). En fait, des résultats prometteurs ont été obtenus dans des modéles
animaux et ces cytokines sont présentement en essais cliniques afin de valider leur sécurité et
d’évaluer leur efficacité (Conlon et al., 2015, Hoyos et al., 2010, Perna et al., 2013, Petrella et al.,
2012).

Une autre méthode utilisée afin d’augmenter la fonctionnalité des cellules immunitaires est la
stimulation a l'aide de ligands de TLR. En effet, bien que ces derniers n’aient pas d’effet
cytotoxique direct sur les cellules tumorales, ils favorisent le contréle de la tumeur en
augmentant la réponse immunitaire anti-tumorale (Stier et al., 2013). Plus précisément,
différentes études, ainsi que des essais cliniques ont démontré que I'administration de ligands
des TLR3, 7/8 ou 9 prés de la tumeur engendre l'activation des cellules immunitaires, la
production de cytokines pro-inflammatoires et la présentation des antigénes tumoraux par les
CPA, ce qui permet dobtenir un environnement favorable pour le développement de
lymphocytes T CD8" spécifiques fonctionnelles (Krieg, 2007, Molenkamp et al., 2007, Nierkens
et al., 2009, Singh et al., 2014, Stier et al., 2013). Par ailleurs, il a été observé qu’un ligand de
TLR7 permet de renverser I'état tolérogéne des pDC tumorales et que le poly(l:C) diminue la
fréquence et les fonctions immunosuppressives des MDSC, ce qui, dans les deux cas, favorise
le contréle de la tumeur dans des modéles de cancer du sein chez la souris (Forghani et al.,
2015, Le Mercier et al., 2013). De plus, l'activation des TLR permet non seulement d’avoir un

effet positif sur la réponse immunitaire, mais aussi d’augmenter I'immunogénicité des cellules
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tumorales. En effet, I'équipe du Dr Kershaw a observé que I'administration de poly(l:C) et de
CpG ODN dans la tumeur augmente I'expression de molécules de CMH-I par les cellules de
mélanome B16, ce qui pourrait faciliter leur reconnaissance par les lymphocytes T CD8"
spécifiques (Amos et al., 2011). Ainsi, l'injection de ligands de TLR intra- ou péri-tumoral s’est
révélée efficace pour limiter la croissance des tumeurs dans plusieurs modéles de cancer chez
la souris et augmenter la survie des individus lors d’essais cliniques. D’ailleurs, I'imiquimod, un
ligand de TLR7 formulé dans une créme topique, est actuellement utilisé pour le traitement de
maladies précancéreuses et cancéreuses de la peau. Cependant, 'administration systémique
de ces agonistes a donné des résultats décevants pour le traitement du mélanome et
'administration locale ne permet pas de générer une réponse systémique ce qui est limitant
dans le but de traiter des patients atteints de métastases ou de tumeurs non atteignables de
facon locale (Broomfield et al., 2009, Dummer et al., 2008, Nierkens et al., 2009). Néanmoins,
I'utilisation des ligands de TLR permet aussi d’améliorer I'efficacité de différents traitements du
cancer. Par exemple, l'injection de poly(l:C) et de CpG ODN permet d’augmenter la survie et la
fonctionnalité de lymphocytes T transférés, ce qui résulte en une augmentation significative de
la survie des souris atteints d’'un mélanome (Amos et al., 2011). Enfin, I'application locale d’'un
agoniste du TLR7, s’est quant-a-elle révélée efficace pour augmenter le potentiel thérapeutique
de la vaccination avec des DC (F. Ma et al., 2010), I'utilisation d’anticorps bloquant anti-PD-L1
(Singh et al., 2014) et I'injection d’anticorps activant le CD40 (Broomfield et al., 2009).

En conclusion, les recherches et les études cliniques réalisées ces derniéres années ont permis
d’avoir une meilleure compréhension des capacités et des mécanismes d’action de chacun de
ces traitements et a mis en lumiére I'importance d’attaquer le cancer de plusieurs fronts en

combinant différents traitements afin de parvenir a traiter de cette maladie.
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5- LE SYSTEME DU COMPLEMENT

Le systeme du complément, découvert par Jules Bordet dans les années 1890, a initialement
eté défini comme un composant thermolabile du plasma qui augmente l'activité d’opsonisation
et de destruction des bactéries. Nous savons maintenant que le systéme du complément est
compose de plus de 30 protéines qui sont situées principalement au niveau du sang, mais aussi
localement dans les tissus ou au niveau des membranes (Tableau 4). La production des
protéines solubles du complément est majoritairement réalisée par les hépatocytes. Néanmoins,
la plupart des cellules dont les monocytes, les macrophages et les cellules épithéliales peuvent
aussi y participer (Laufer et al., 2001, B. P. Morgan et al., 1997, Reis et al., 2006, Wurzner et al.,
1994). Le principal réle du systéme du complément est de contribuer a I'élimination des agents
pathogénes. Plus précisément, le systéeme du complément est impliqué au niveau de la réponse
immunitaire innée, dans 1- l'opsonisation des agents pathogénes, ce qui facilite leur
phagocytose, 2- la lyse directe des agents pathogeénes, via la formation du complexe d’attaque
membranaire (MAC), 3- l'induction d’inflammation, ce qui permet le recrutement et I'activation de

cellules phagocytaires et finalement 4- I'élimination des complexes immuns.

Tableau 4. Liste des protéines du complément et de leur fonction
(Compilation d’aprés Kuby, Immunology, 2012)

Protéines Voies Localisation Fonction
Lie la partie Fc des immunoglobulines, initie I'activation de la
C1q Classique Soluble voie classique du complément et la phagocytose des cellules
apoptotiques
C1r Classique Soluble Sérine protéase, clive C1r et C1s
C1s Classique Soluble Sérine protéase, clive C4 et C2
C2a CIassmge ot Soluble Sérine protéase, forme une C3 convertase avec C1 et C4b
des lectines
Classique et Portion inactive du C2, le clivage de C2b par la plasmin relache
C2b . Soluble . ) » ; X
des lectines le C2 kinin, un peptide qui stimule la vasodilatation
C3a Les 3 voies Soluble Anaphylatoxine, engendre dec’!ér;fgmmatlon suite a la liaison du

Opsonisation des pathogenes, identifier les complexes immuns,
les agents pathogénes et les cellules apoptotique pour la
C3b Les 3 voies Soluble phagocytose. Forme la C3 convertase avec Bb, forme la C5
convertase avec C4b et C2a ou avec Bb et d'autres molécules
de C3b (C3bBb3b)

C4a CIassmge et Soluble Anaphylatoxine ayant une faible activité inflammatoire
des lectines
Classique et Lie les membranes cellulaires microbiennes, forme la C3
C4b . Soluble
des lectines convertase avec C1 et C2a
Cbha Les 3 voies Soluble Anaphylatoxine, se lie au C5aR pour induire de l'inflammation
C5b Les 3 voies Soluble Composant du MAC, lie la membrane cellulaire et facilite la

liaison des autres composants du MAC
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C6 Les 3 voies Soluble Composant du MAC, stabilise C5b
Composant du MAC, lie C5bC6 et induit un changement
C7 Les 3 voies Soluble conformationnel permettant a C7 de s'insérer a l'intérieur de la
membrane
c8 Les 3 voies Soluble Composant du MAC, Ilg Qi_ibCGC? pour créer un pore dans les
membranes, initie la polymérisation du C9
co Les 3 voies Soluble Composant du MAC, se lie a C5bC6C7C8 pour créer un grand
pore dans les membranes
Lie le C3b, C4b, C1q, iC3b. Joue un rble dans I'élimination des
complexes immuns. Augmente la phagocytose et régule le
clivage du C3 (bloque la formation et accélére la dissociation
CR1 Les 3 voies Membranaire des C3 convertase en liant le C4b et le C3b) cofacteur du
facteur | pour dégrader le C3b et le C4b a la surface des cellules
de I'héte. Impliquée dans la localisation des complexes immuns
dans les centres germinatifs
Augmente I'activation des lymphocytes B, corécepteur des
CR2 Les 3 voies Membranaire lymphocytes B, retient les complexes immuns contenant du C3d
et C3dg, Récepteur du EBV
CR3 Les 3 voies Membranaire Lie les molécules d'adhésion, facilite I'extravasation
CR4 Les 3 voies Membranaire Lie le iC3b et médie sa phagocytose
CRIg Les 3 voies Membranaire Lie le iC3b et le C3b pour medler la p.hagocytose. Inhibition de la
voie alternative
Gros fragment du facteur B généré suite au clivage par le
Bb Alternative Soluble facteur I. Forme la C3 convertase dans la phase fluide avec
C3(H20), forme la C3 convertase liée aux membranes avec
C3b, forme la C5 convertase avec 2 molécules de C3b
Facteur D Alternative Soluble Enzyme protéolytique qui cllvgllg facteur B en Ba et Bb lorsqu'il
estlié a C3b
MASP-2 Des lectines Soluble Sérine protéase, en complexe avec MBL/ficolin clive C4 et C2
MBL Des lectines Soluble Lie les glucides sur la surface mlbroblen’ne et initie I'activation de
la cascade du complément
. . Lie les glucides sur la surface mibrobienne et initie I'activation de
Ficolins Des lectines Soluble .
la cascade du complément
Properdin Alternative Soluble Stabilise le complexe C3bBb sur la surface microbienne
C4BP Classique et Soluble Bloque la formation et accélére la dissociation de la convertase
des lectines C4b2a. Cofacteur avec le facteur | pour la dégradation du C4b
C1INH Classique et Soluble Inhibiteur de sérine protéase qui induit la dissociation de C1r2s2
des lectines avec C1q et de MASP-2 avec MBL
MCP Les 3 voies Membranaire Cofacteur du facteur | pour la dégradation du C3b et C4b
DAF Les 3 voies Membranaire Accélére la dissociation des convertases C4b2a et C3bBb
Bloque la formation et accélére la dissociation de la C3
Facteur H Alternative Soluble convertase C3bBb. Cofacteur avec le facteur | pour la
dégradation du C3b
Facteur | Les 3 voies Soluble Sérine protéase qui clive le C4b et le C3b a I'aide de cofacteurs
(facteur H, MCP, C4BP et CR1)
CD59 Les 3 voies Membranaire Lie le C5bC6C7C8 sur les cellules _du soi et bloque la liaison du
C9 pour la formation du MAC
. . Fragment du C3b généré par le facteur I, lie les récepteurs CR3,
IC3b Les 3 voies Soluble CR4 et CRIg, stimule la phagocytose
C3c Les 3 voies Soluble Fragment de iC3b généré par le facteur I. Lie CRIg
c3d Les 3 voies Soluble Fragment de |F33b genereé par Iq facteur I. Lie le CR2 et facilite la
reconnaissance des antigénes par les lymphocytes B
C3dg Les 3 voies Soluble Fragment de |F33b generé par Iq facteur I. Lie le CR2 et facilite la
reconnaissance des antigénes par les lymphocytes B
C4c Clalzsélg:: et Soluble Produit de clivage du C4 généré par le facteur |
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C4d Clalzsélt?#: et Soluble Produit de clivage du C4 généré par le facteur |
Petit fragment du facteur B généré suite au clivage par le facteur
Ba Alternative Soluble I, pourrait inhiber la prolifération des lymphocytes B activés, role
peu défini
C3aR Les 3 voies Membranaire Induit la dégranulation Sl:ll'[e'f.:l !a liaison .du C3a, augmente la
perméabilité vasculaire
Induit la dégranulation et la chimiotaxie suite a la liaison du C5a,
C5aR Les 3 voies Membranaire agllt"ave.c I ||7'1B et/ou ’Ie TNF-g pour induire la reponse de phase
aigle, induit la flambé oxydative chez le neutrophile. Augmente
la perméabilité vasculaire
C5L2 Les 3 voies Membranaire Réle incertain, diminue probabgsr‘r;ent I'effet pro-inflammatoire du
Vibronectine Les 3 voies Soluble Lie le C5bC6C7 soluble afin de prévenir son |rjsert|on dans les
membranes de cellules du soi

5.1 Le mécanisme d’action du systéme du complément

La reconnaissance des agents pathogénes par le systéme du complément peut se faire par trois
différentes voies, soit la voie classique, alternative et des lectines (voir figure 6). La voie
classique est initiée par la liaison de la protéine de reconnaissance C1q a la partie Fc des
anticorps (un IgM pentamérique ou au moins 2 IgG) ayant opsonisés une surface. La voie
alternative, quant a elle, débute par la liaison directe de la composante du complément C3 lors
d'une activation spontanée sur la surface d’'un agent microbien. Enfin, la voie des lectines
implique la liaison du mannose binding lectine (MBL) aux glucides composant les membranes
des pathogénes. Suite a I'activation des différentes voies, une cascade de protéolyse engendre
les différentes actions du complément précédemment mentionnées. Bien que l'initiation se fasse
de différentes fagons, lactivation du systéeme du complément, méne invariablement a la
formation de la convertase C3 (C4b2a ou C3bBb), qui clive le C3 en C3b et C3a. C3b peut agir
d’'une part comme opsonine, mais peut aussi former la convertase C5 (C4b2a3b ou C3b,Bb) qui
permet le clivage de C5 en C5a et C5b. C5b est par la suite un élément clé initiateur de la
formation du MAC, composé de C5b, C6, C7, C8 et C9, qui permet la lyse des cellules cibles
suite a la création d’un pore a la membrane. Les fragments C3a, C4a et C5a, générées suite au
clivage de C3, C4 et C5 respectivement, sont des anaphylatoxines. Leur nom provient du fait
que lorsqu’elles sont produites en trop grande quantité, elles peuvent induire un choc
anaphylactique. Ces peptides sont reconnus pour induire la contraction des muscles lisses, la
relache d’histamine par les mastocytes, 'augmentation de la perméabilité vasculaire, I'induction
d’'inflammation ainsi que le recrutement de cellules phagocytaires suite a la liaison de leur

récepteur (el-Lati et al., 1994, Guo et al., 2005, Hugli, 1990). Afin de ne pas avoir d’activation
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indésirable, le systéme du complément comprend plusieurs protéines régulatrices, présentes
dans le plasma ou a la surface des cellules hétes. Ces protéines vont jouer principalement sur la
fonction et la formation des convertases ou du MAC. Par exemple, DAF (Decay-accelerating
factor) ainsi que le facteur H peuvent compétitioner avec le facteur B pour la liaison du C3b, ce
qui va inhiber 'assemblage de nouvelles convertases C3 (Lublin et al., 1989, J. Wu et al., 2009).
Le facteur I, quant a lui, va cliver le C3b et C4b en forme inactive a l'aide de cofacteurs situés a
la surface des cellules hétes (MPC, CD46, CR1) (Sim et al., 1993). Enfin, I'expression du CD59
sur les cellules du soi empéche la formation du complexe d’attaque membranaire (Meri et al.,
1990).

CLASSICAL PATHWAY LECTIN PATHWAY ALTERNATIVE PATHWAY
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Figure 6. Les voies d’activation du complément
(Dunkelberger and Song 2010)

La compréhension initiale du rble du systéeme du complément a été élucidée grace aux
observations effectuées chez des patients aux prises avec des problémes de santé, chez qui on
a découvert des déficiences en protéines du complément (Figueroa et al., 1991). Par exemple,

de faible niveau de MBL a été associé avec des infections respiratoires répétitives durant
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'enfance (Cedzynski et al., 2004) alors que la difficulté a contrbler plus spécifiquement les
bactéries du type Neisseria a été observée chez des patients déficients en composant
terminaux (C5-C9) de la voies du complément, responsables de causer la lyse de ces bactéries
(Lee et al., 1978, Matthews et al., 1980, McBride et al., 1991, Morris et al., 1992, Nicholson et al.,
1979, Sanal et al., 1992), établissant par le fait méme le réle de ces protéines dans le contrble
de ce type d’infection. Plusieurs déficiences en protéines du complément ont aussi été reliées
au développement de maladies auto-immunes. C’est entre autres le cas des protéines de la voie
classique du complément. En effet, puisque ces derniéres sont impliquées dans I'élimination des
cellules en apoptose et des débris, il semblerait que leur absence engendre une inflammation
néfaste pouvant mener aux développements de maladies comme le lupus (Benoit et al., 2012,
Navratil et al., 2000, Paidassi et al., 2008, Pickering et al., 2000, Roumenina et al., 2011,
Verneret et al., 2014). Par ailleurs, une activation incontrélée du systéme du complément, due a
une déficience en protéine régulatrice de la voie alternative comme le facteur H, le facteur | ou
MCP, peut mener au développement d'un syndrome urémique hémolytique ou de
glomérulopathie causé par le dépdét de MAC entrainant des dommages au niveau de
'endothélium vasculaire des glomérules du rein (Joseph et al., 2013, Loirat et al., 2011). Ainsi,
l'étude de ces maladies a permis d’éclaircir le réle et le fonctionnement du systéeme du
complément, en plus de mettre en évidence limportance de I'équilibre de ce systéme.
Cependant, ce n’est qu'avec I'élaboration de différents outils que notre compréhension du

mécanisme d’action du systéme du complément a vraiment avancée.

5.2 Les outils permettant I’étude du complément

Le facteur de venin de cobra (FVC), un composé non toxique du venin de cobra analogue au
C3b, a été utilisé abondamment afin de mieux comprendre le réle du complément. Lors de
'administration du FVC chez la souris, il s’associe avec le facteur B pour former la C3/C5
convertase (FVC,Bb) qui engendre un clivage du C3 et du C5 avec tous les effets qui
'accompagne (Vogel et al., 2010). Contrairement au C3b et a la convertase C3b,Bb, le FVC et
FVC,Bb sont insensibles aux effets du facteur | et H; il n’'y a donc pas d’inhibition de la formation
ou de dissociation de la convertase (Alper et al., 1976, Lachmann et al., 1975). Cela permet une
déplétion compléte du C3 et du C5 durant 3 a 4 jours. L’injection du FVC engendre donc une
perte de fonction des trois voies du complément. Cependant, puisque cette déplétion passe par
une activation de la cascade du complément, elle méne aussi a la production d’anaphylatoxines

(X. Zhang et al., 2007). Afin de surmonter ce probléme et de caractériser plus précisément
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I'importance des trois voies du complément, plusieurs souris déficientes en différentes protéines
du complément ont été générées. Une autre approche consiste aussi a injecter des anticorps
bloquants ou neutralisants ainsi que des agonistes ou des antagonistes. Cependant, il est
parfois difficile de bien interpréter les résultats contradictoires qui ont été obtenus et des études
affirment que certains antagonistes sont finalement des agonistes (M. C. Mathieu et al., 2005),
ce qui fait en sorte qu’il faut revoir la signification de certaines études et élaborer de nouveaux
outils (Coulthard et al., 2015).

5.3 L’implication du systeme du complément dans la réponse

immunitaire adaptative

Le role du systéme du complément, au niveau de la réponse immunitaire innée, dans le contréle
initial des agents pathogénes et I'élimination des cellules apoptotiques est bien caractérisé. Par
ailleurs, de plus en plus d’études mettent en évidence l'impact considérable du systéme du
complément sur la réponse immunitaire adaptative. Par exemple, I'importance du systéme du
complément pour la réponse humorale a été exposée aprés avoir observé que des déficiences
en protéines de la voie classique du complément (C1q, C2, C3 ou C4) (M. B. Fischer et al., 1996,
C. G. Jackson et al., 1979) ou des récepteurs CR1 et CR2 (Ahearn et al., 1996, Carlsson et al.,
2009, Croix et al., 1996, Molina et al., 1996) affectaient la production d’anticorps. En fait, le
systéme du complément est primordial pour plusieurs étapes du développement de la réponse
humorale. Premiérement, les antigénes opsonisés par des produits de clivage du complément
(C3b, C3d, iC3b) peuvent lier le CR1 et le CR2 exprimés par les lymphocytes B et engendrer
une potentialisation du signal du récepteur des cellules B (BCR) diminuant la force du signal
nécessaire pour mener a une activation efficace des lymphocytes B (Carter et al., 1988,
Cherukuri et al., 2001b, Fearon et al., 2000, Kozono et al, 1998). Cela permet aussi
d’augmenter la phagocytose, la dégradation et la présentation des antigenes par les
lymphocytes B facilitant ainsi le développement des réponses humorales T-dépendantes
(Cherukuri et al., 2001a). D’ailleurs, le C3d est considéré comme un adjuvant efficace pour
augmenter la réponse immunitaire humorale (Dempsey et al., 1996). L'expression du CR1 et
CR2 par les cellules dendritiques folliculaires (fDC) permet quant a elle une rétention efficace
des complexes immuns dans les centres germinatifs (Donius et al., 2013, Y. Fang et al., 1998).
Ce processus est important pour la sélection des lymphocytes B durant la maturation d’affinité

(Aydar et al., 2005) en plus de rendre les antigénes plus immunogéniques (Test et al., 2001).
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L’expression par les lymphocytes B des récepteurs pour les anaphylatoxines C3a et C5a permet
aussi a ces molécules d’affecter la réponse humorale. D’'un c6té, la production de C3a affecte
négativement la production d’anticorps et de cytokines par les lymphocytes B (W. H. Fischer et
al., 1997, E. L. Morgan et al., 1982), alors que celle de C5a permet d’augmenter la réponse
humorale (E. L. Morgan et al., 1983). Enfin, le systéme du complément en plus d’avoir un impact
sur la qualité de la réponse primaire, est aussi important pour la maintenance de la réponse
mémoire humorale grace a la rétention des antigénes sous forme de complexes immuns par les
fDC (Brockman et al., 2006, Carroll et al., 2012, Y. Fang et al., 1998, Fernandez Gonzalez et al.,
2008, Klaus et al., 1977).

Plus récemment, 'importance du systéme du complément pour le développement de la réponse
cellulaire a aussi été soulignée. Lors de l'interaction entre les cellules présentatrices d’antigénes
et les lymphocytes T, une production locale d’anaphylatoxines combinée a une augmentation de
I'expression de leur récepteur ont été observées (Strainic et al., 2008). Ce phénoméne permet
de générer un signal critique au développement d'une réponse immunitaire cellulaire
fonctionnelle. D’une part, la signalisation par le C5aR et le C3aR sur les cellules présentatrices
d’antigénes méne a l'activation de la voie NFkB et subséquemment a I'augmentation de la
production des cytokines IL-12 et IL-23 et de I'expression des molécules de costimulation CD80
et CD86, deux éléments clés au développement de la réponse Th1 (Lalli et al., 2007, Moulton et
al., 2007, Peng et al., 2009). D’autre part, les anaphylatoxines C5a et C3a ont aussi un effet
directement sur les lymphocytes T en engendrant une augmentation de la production du facteur
anti-apoptotique Bcl2 et une diminution du facteur pro-apoptotique Fas (Lalli et al., 2008). Tout
cela méne a une différentiation, une expansion et une survie augmentée des lymphocytes T
(Lalli et al., 2008, Strainic et al., 2008). Plus concrétement, le réle du complément pour la
réponse T a été confirmé dans différents modéles. En effet, lorsqu'on élimine le systéme du
complément, soit en utilisant des souris déficientes, des anticorps bloquants ou en effectuant
une déplétion du composant central C3 a 'aide du FVC, la réponse T en est affaiblie (Suresh et
al., 2003), ce qui limite le contréle d’infections virales (Kopf et al., 2002, Suresh et al., 2003) et
retarde le rejet de greffe (Gueler et al., 2008). Inversement, I'utilisation de souris DAF déficientes,
qui présentent une activation constante de la voie alternative du complément, engendre une
augmentation de I'activation des cellules présentatrices d’antigénes ainsi qu'une réponse T plus
forte (Heeger et al., 2005, Raedler et al., 2009) menant a un rejet de greffe accéléré (Pavlov et
al., 2008, Vieyra et al., 2011) ainsi qu’'un meilleur contrdle d’'une infection virale (C. Fang et al.,
2007).
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5.4 Interactions entre les PRR et le systéeme du complément

Bien que plusieurs études aient rapporté des interactions entre les PRR et le systéme du
complément, la complexité de ces interactions a mené a l'obtention de conclusions parfois
opposées, ce qui fait en sorte que la relation entre les deux est encore aujourd’hui mal défini.
Les principales protéines du complément qui ont été rapportées pour interagir avec les PRR
sont les anaphylatoxines C3a et C5a, ainsi que CD46 et C1qR. Ainsi, plusieurs études ont
déemontré que la signalisation via le C3aR et le C5aR en combinaison avec une stimulation du
TLR4, 2/6 ou 9 avait un effet synergique pour augmenter la production de cytokines pro-
inflammatoires tout en inhibant la production d’IL-12 et d’IL-23 via I'activation des voies ERK1/2
et PI3K par le C3a et le C5a (C. Fang et al., 2009, Hajishengallis et al., 2011, la Sala et al., 2005,
X. Zhang et al., 2007). Cependant, des études similaires ont plutét rapporté une augmentation
de la production d’'IL-12 et IL-23 suite a une stimulation simultanée par les anaphylatoxines C3a,
Cba et un ligand de TLR4, toujours via une activation de la voie ERK1/2 (Kohl, 2006, Peng et al.,
2009, Strainic et al., 2008). Le cofacteur CD46, qui contribue au clivage du C3b et C4b avec le
facteur | pour les rendre inactif, a quant a lui été identifié pour influencer la production d’IL-12 ou
d’'IL-23 suite a la stimulation du TLR4 soit a la hausse (Vaknin-Dembinsky et al., 2008) ou a la
baisse (Kohl, 2006, A. Smith et al., 2003). Un impact du récepteur pour le C1q liant la région
globulaire (gC1gR) ou collagéne (cC1gR) du C1q sur la production de cytokine suite a
I'activation du TLR4 a aussi été observé. D’un cbté le gC1gR active la voie PI3K et diminue la
production d’IL-12 (Waggoner et al., 2005, Waggoner et al., 2007) alors que le cC1qgR régule la
réponse Th1 via la voie NFKB en augmentant la production de TNF-a et IL-12 (Csomor et al.,
2007). Réciproquement, la stimulation des PRR peut aussi affecter la réponse aux protéines du
complément. Par exemple, le prétraitement de cellules mononucléaires périphériques du sang
(PBMC) humaines avec différents ligands de TLR potentialise la production d’IL-8 suite a la
stimulation avec le C5a (Raby et al., 2011). Des résultats similaires ont été obtenus suite a la
stimulation d’une lignée de macrophage murin avec le muramyl dipeptide, un ligand de NOD2 (H.
Tang et al., 2013). Dans ces deux situations, il semble que l'effet soit di a une diminution de
'expression du récepteur alternatif du C5a, le C5L2, qui a un effet inhibiteur sur la réponse au
Cba. Enfin, plusieurs ligands de TLR induisent I'activation du systéme du complément (Mangsbo
et al., 2009, X. Zhang et al., 2007) ou encore la production de protéine du complément comme
le facteur B, qui est nécessaire a la formation de la C3 convertase de la voie alternative
(Kaczorowski et al., 2010).
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Malgré les divergences de résultats observées, il est clair que le systéme du complément et les
récepteurs de type Toll ont une influence bidirectionnelle. Ces mécanismes ont probablement
evolués afin, d’assurer qu’en condition d’infection (stimulation des TLR) que le systéme du
complément soit activé afin de contréler adéquatement les agents pathogénes. D’autre part,
I'activation du systéme du complément permet de réguler la réponse aux ligands de TLR dans le
but d’avoir une réponse immunitaire suffisante mais régulée. Ainsi, il importe de continuer a
mieux comprendre les éléments régissant ces deux voies cruciales du systéme immunitaire
innée afin de pouvoir les contréler adéquatement en cas de pathologie et de mieux les cibler

dans des contextes de traitement ou de vaccination.

77



78



6. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS

La vaccination est la méthode la plus efficace de lutter contre les maladies infectieuses. Les
vaccins ont non seulement permis de diminuer l'incidence de plusieurs de ces maladies telles
que la rougeole ou la diphtérie, ils ont aussi contribué a la diminution de la mortalité et de la
morbidité associées, en plus de permettre I'éradication de la variole (Ehreth, 2003). Cependant,
plusieurs défis persistent. Par exemple, la création de vaccins contre I'hépatite C, la malaria ou
le cancer pose certains problémes puisque les méthodes de vaccination traditionnelles ne sont
pas envisageables ou sont inefficaces. Une des fagons d’augmenter I'efficacité des vaccins est
I'ajout d’'un adjuvant. La majorité des vaccins actuellement utilisés sont de type vivant atténué
ou inactivé, ce qui fait en sorte qu’ils contiennent un pouvoir adjuvant intrinséque. Cependant,
avec l'utilisation croissante des vaccins sous-unitaires contenant seulement la protéine ou le
peptide d’intérét, les propriétés immunomodulatrices des vaccins sont perdues, rendant I'ajout
d’adjuvant nécessaire. Cependant, encore peu d’adjuvants sont autorisés pour I'utilisation chez
'humain et ceux qui le sont ont un mécanisme d’action encore mal défini et engendrent
principalement une réponse immunitaire de type humorale, ce qui, dans certains cas, est
insuffisant. Ainsi, un effort de recherche majeur est présentement dédié a la découverte de
nouveaux adjuvants sécuritaires et efficaces ainsi qu’a I'élucidation de leurs mécanismes

d’action.

Dans cette optique, notre équipe de recherche a évalué le potentiel de PapMV comme adjuvant
et plateforme vaccinale. Tel que discuté précédemment, nous avons démontré que PapMV,
utilisé comme adjuvant, permet d’améliorer la réponse immunitaire humorale de différents
vaccins. De plus, il peut étre modifié génétiquement afin d’exprimer des épitopes vaccinaux a sa
surface afin de générer une réponse anticorps spécifiques. Enfin, ces nanoparticules possédent
plusieurs qualités faisant de lui un outil prometteur pour le développement de nouveaux vaccins
sécuritaires et efficaces. Cependant, le mécanisme d’action de PapMV, ainsi que sa capacité en
tant qu’adjuvant a améliorer la réponse immunitaire cellulaire, dans un contexte de vaccination
prophylactique ou thérapeutique reste a déterminer. Ainsi dans le cadre de mon doctorat, mes

objectifs étaient :

1. Déterminer le mécanisme d’action de PapMV ainsi que sa capacité a améliorer

I'efficacité d’'un vaccin a médiation cellulaire

2. Evaluer le potentiel de PapMV dans un contexte d'immunothérapie du cancer
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3. Mesurer I'implication du systéme du complément dans la reconnaissance et le pouvoir

immunogénique de PapMV

Dans le but de déterminer le mécanisme d’action de PapMV nous avons effectué différentes
expériences d'immunisation chez la souris. Dans un premier temps, nous avons caractérisé la
réponse immunitaire innée et adaptative engendrée par linjection du PapMV dans des souris
sauvages (C57BL/6) en comparaison avec des souris déficientes en différentes molécules
impliquées dans la reconnaissance et la réponse aux PAMPS. De plus, nous avons utilisé le
modéle d’'immunisation avec des BMDC afin d’évaluer la capacité de PapMV a augmenter la
quantité et la fonctionnalité des lymphocytes T CD8" spécifiques générés par cette méthode
d'immunisation. Enfin, nous avons infecté les souris immunisées avec Listeria monocytogenes
dans le but de déterminer si le PapMV permettait d’obtenir une meilleure protection contre une

infection.

Pour le deuxieme objectif, le modéle de mélanome murin B16 a été utilisé. Ces cellules
tumorales ont été injectées soit au niveau sous-cutané afin de générer une tumeur locale visible
et mesurable ou par voie intraveineuse, ce qui engendre la formation de métastases
pulmonaires qui peuvent étre dénombrées. Tout d’abord, nous avons caractérisé I'impact de
I'injection du PapMV sur la croissance des tumeurs ainsi que la survie des souris. Par la suite
nous avons déterminer I'effet du PapMV sur la réponse immunitaire anti-tumorale. Enfin, le
PapMV a été combiné a d’autres traitements d'immunothérapie soit la vaccination a l'aide de
BMDC et l'injection d’anticorps bloquant anti-PD-1, de maniére a déterminer s’il peut améliorer

I'efficacité de ces thérapies.

Dans le troisieme objectif, le FVC a été injecté a des souris afin d’éliminer les principales
composantes du systéeme du complément. Ainsi, nous avons pu évaluer I'importance de ces
protéines dans la reconnaissance et le pouvoir immunogénique du PapMV. Nous avons ensuite
comparé le pouvoir adjuvant du PapMV en contexte de vaccination avec les BMDC et de
prévention de I'établissement de métastases pulmonaires dans des souris traitées avec le FVC.
Enfin, nous avons utilisé des souris déficientes en différentes protéines du complément afin

d’élucider le mécanisme d’action du systéme du complément lors de l'injection du PapMV.
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CHAPITRE 2 : RESULTATS
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Résumé en francais : Le développement de nouveaux adjuvants et de nouvelles stratégies de

vaccination est d'une importance primordiale pour lutter contre de nombreuses maladies
infectieuses ainsi que le cancer. En effet, trés peu d'adjuvants sont présentement autorisés pour
l'utilisation chez I'humain et ceux-ci engendrent principalement une réponse de type humorale.
Cependant, les anticorps spécifiques ne sont pas suffisants pour conférer une protection contre
les infections persistantes ou le cancer. Par conséquent, le développement d'adjuvants et
d’immunomodulateurs en mesure d’engendrer le développement de lymphocytes T CD8*
spécifiques est crucial. Nous avons récemment démontré que les pseudoparticules du virus de
la mosaique de la papaye (PapMV), formées de protéines de capside du virus et d'un dARN
simple brin non codant, sont fortement immunogéniques chez la souris. De plus, PapMV peut
étre utilisé soit comme plateforme vaccinale, grace a la fusion de divers épitopes a sa surface,
ou comme adjuvant en l'ajoutant a un vaccin. Cependant, le mécanisme d’action de PapMV,
ainsi que sa capacité a améliorer les vaccins a médiation cellulaire ne sont pas connus. Nous
démontrons dans cette étude que PapMV est un nouvel agoniste de TLR7 avec de fortes
propriétés immunomodulatrices chez la souris. De fagon plus importante, l'injection de PapMV
aux souris permet de significativement améliorer la réponse T CD8" effectrice et mémoire
générée suite a la vaccination avec des cellules dendritiques, ce qui résulte en une

augmentation de la protection contre une infection par Listeria monocytogenes.

1.1 Abstract

Developing new adjuvants and vaccination strategies is of paramount importance to successfully
fight against many life-threatening infectious diseases and cancer. Very few adjuvants are
currently authorized for human use and these mainly stimulate a humoral response. However,
specific antibodies are not sufficient to confer protection against persisting infections or cancer.
Therefore, development of adjuvants and immunomodulators able to enhance cell-mediated
immune responses represents a major medical need. We recently showed that Papaya Mosaic
Virus nanoparticles (PapMV), self-assembled from the coat protein (CP) of a plant virus and a
non-coding ssRNA molecule, are highly immunogenic in mice. PapMV can be used either as a
vaccine delivery platform, through fusion of various epitopes to the CP or as adjuvant to
enhance humoral immune responses against co-administered antigens or vaccines. However,
the mechanisms that confer these immunomodulatory properties to PapMV and its ability to
enhance T-cell vaccines remain unknown. Using immunization studies in mice, we demonstrate

here that PapMV represents a novel TLR7 agonist with strong immunostimulatory properties.
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More importantly, pre-treatment with PapMV significantly improves effector and memory CD8* T
cell responses generated through dendritic cell vaccination increasing protection against a

Listeria monocytogenes challenge.

1.2 Introduction

Vaccination is considered to be the most effective method of protection against infectious
diseases. Indeed, vaccines have not only helped to reduce the incidence of several infectious
diseases such as measles or diphtheria, they also contributed to the decrease in mortality and
morbidity related to infectious diseases and in the eradication of smallpox (Fenner, 1977, Plotkin,
2005). However, the generation of safe vaccines with the capacity to generate protective cellular
immunity, which is essential to protect against most chronic infections (Callan, 2003, Doherty et
al., 2001) and cancers (Baumgaertner et al., 2012, Udono et al., 1994), is still a challenge. Cell-
mediated immune responses are often induced following the detection of pathogen associated
molecular patterns (PAMPs) by APCs leading to their activation, which increases their
stimulatory capabilities towards pathogen-specific T lymphocytes. This has lead to the
development of numerous vaccination trials that include various PAMPs in the formulation of
candidate vaccines (Dendouga et al.,, 2012, R. Ma et al., 2007, W. W. Zhang et al., 2008)
instead of traditional adjuvants such as alum, which mostly induces a humoral response (Reed
et al., 2009). As such, TLR7/8 ligands that induce the production of IL-12 and interferon-alpha
(IFN-a), which are important for the generation of an appropriate cellular immune response, are
actively being evaluated for this purpose (Kastenmuller et al., 2011). Unfortunately, the natural
ligand of TLR7/8, ssRNA, when used alone, is rapidly degraded in vivo (Diebold et al., 2004,
Lund et al., 2004). To solve this problem and allow optimal presentation of vaccine antigens,
researchers have developed various delivery systems to increase the bioavailability of such
molecules. These tools include molecules that induce the formation of aggregates such as alum,
liposomes, oil in water emulsions and nanoparticles (Bachmann et al, 2010). These
formulations of vaccine antigens increase their phagocytosis by APCs, the first step required to
generate a potent immune response. Another way to efficiently trigger a T cell response is to
mimic a viral infection through the use of virus-like particles (VLPs). VLPs do not contain
infectious genetic material providing a safer alternative to attenuated or inactivated viruses
(Noad et al., 2003). In addition, the shape of such particles and the display of repeated arrays of
epitopes on their surface renders them easily recognizable by APCs which are then activated by

intrinsic PAMPs present on the VLPs (Jennings et al., 2008). However, many VLPs in
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development still require the coadministration of adjuvants to be fully effective (Storni et al.,
2002, Storni et al., 2004). VLPs can easily be engineered to express foreign epitopes using
genetic fusion or chemical conjugation (Denis et al., 2008, Kazaks et al., 2008, Tissot et al.,
2010). At present, there are two vaccines used in humans derived from VLPs: The hepatitis B

virus vaccine and the human papillomavirus vaccine.

We have previously shown that papaya mosaic virus-like nanoparticles (PapMV) are efficiently
recognized and taken-up by immune cells leading to their activation (Lacasse et al., 2008). In
addition, we have shown that various foreign antigens can be fused to the surface of the PapMV
without affecting its ability to self-assemble. Vaccination with such nanoparticles generates a
specific cellular and humoral immune response against displayed antigens and provides
protection against various viral infection models (Acosta-Ramirez et al., 2008, Babin et al., 2013,
Denis et al., 2008, Lacasse et al., 2008, Rioux et al., 2012a). Moreover, we have demonstrated
that the fused antigens are efficiently cross-presented on MHC-| of human APCs and cause the
expansion of human antigen-specific T cells (Leclerc et al., 2007). Finally, we recently showed
that PapMV used as an immunomodulator leads to the development of protective immune
responses against influenza or Strepfococcus pneumoniae challenges (C. Mathieu et al., 2013).
Thus, PapMV represents a promising candidate adjuvant for the development of novel vaccines
or treatments. However, the mechanisms by which PapMV activates the immune system are

unknown.

We demonstrate here that PapMV induces immune activation through TLR7 ligation and type |
interferon production. In addition, PapMV enhances effector and memory CD8" T cell responses
induced through bone marrow-derived dendritic cell (BMDC) vaccination increasing protection
against a Listeria monocytogenes challenge. These results suggest that PapMV could be useful

for the development of T-cell vaccines against infectious diseases.

1.3 Materials and Methods

Ethics statement. This study was performed in accordance with the Canadian Council on
Animal Care guidelines. All animal experiments were reviewed and approved by the INRS-IAF

institutional animal care committee.

Mice. Female 6- to 10-week-old C57BL/6 mice were purchased from Charles River. TIr7 KO and
Myd88 KO mice were purchased from The Jackson Laboratory. Type | Interferon Receptor

knockout mice (/fnar KO) on a C57BL/6 genetic background were kindly provided by Ulrich
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Kalinke (Institute for Experimental Infection Research, Germany) and Irf5/7 KO mice by Paula
Pitha-Rowe (Johns Hopkins University, USA).

PapMV nanoparticles. PapMV nanoparticles used in this study were kindly provided by Folia
Biotech and were produced as described in our previous study (C. Mathieu et al., 2013). LPS
contamination was always below 50 endotoxin units (EU)/mg of protein and considered as

negligible.

Generation of BMDC. BMDC were differentiated as described before (Lacombe et al., 2005).
On day 6, LPS (Sigma-Aldrich) (1 ug/ml) was added to cultures to induce maturation and the
OVA,57_064 peptide (SIINFEKL) (2 ug/ml) (Midwest Bio-Tech) was added (BMDC-OVA) or not
(unloaded BMDC) overnight. BMDCs were harvested on day 7.

Immunization. PapMV (Folia Biotech) injections were done i.v. or s.c. with 100 ng. For BMDC-
OVA immunization experiments, 100 ug of PapMV or 100 ul of PBS were injected i.v. or s.c. 6 h
before i.v. or s.c. immunization with 1.25 x 10° mature BMDC-OVA or unloaded BMDC. OVA-
specific CD8" T cell responses were analyzed at days 7 and 45 post-immunization in the spleen
or blood. To follow BMDC phenotype following immunization, BMDC were labeled with 5 pM
CFSE (Life Technologies) for 10 min at 37°C. WT mice were injected i.v. with 100 ug PapMV or
PBS and 6 h later with 10 x 10° BMDC-CFSE. The expression of CD86 and CD70 were then
analyzed on the CD11¢"CFSE" population, 6 h after BMDC immunization.

LM-OVA infection. Mice were infected with 2-5 x 10> Listeria monocytogenes expressing OVA
(LM-OVA) i.v. at least 45 days post BMDC immunization. Five days post-infection (p.i.) spleen
and liver were harvested, homogenized in distilled water plus 0.5% NP-40 (Sigma) and fold
serial dilutions were plated onto brain heart infusion (BHI, BD Biosciences) agar plates
containing 200 pg/ml streptomycin (Bio Basic). Plates were incubated at 37°C for 24 h and

colonies were enumerated.

Plasmacytoid dendritic cell depletion. The hybridoma cell line producing monoclonal antibody
927, specific for the mouse bone marrow stromal antigen 2 (BST2), used for the depletion, was
kindly provided by Dr Marco Colonna (Washington University school of Medicine, USA).
Depletion was done as described previously (Rajagopal et al., 2010). Briefly, mice were injected
(i.p.) with 500 pg of purified antibody 927 or an isotype control 24 and 48 hours before PapMV
immunization. Depletion leads to a reduction of at least 60% of pDC numbers in the spleen as

measured by flow cytometry.
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Flow cytometry analysis and antibodies. Flow cytometry analysis of mouse surface antigens
was performed with the following antibodies: anti-CD69 (H1.2F3), -CD86 (GL1), -CD11c (N418),
-CD8a (53-6.7), -CD45R/B220 (RA3-6B2), -CD19 (6D5), -CD317 (PDCA-1) (927), and -CD44
(IM7) (Biolegend) and H-2Kb (AF6-88.5.5.3) (eBioscience). Staining was performed for 20 min at
4°C. H-2Kb-OVA monomers were purchased from CANVAC tetramer core facility and tetramers
were generated using extravidin-PE (Sigma). PE-coupled Kb-OVA tetramer staining was done at
37°C for 15 min. For intracellular cytokine staining, splenocytes were cultured with OVA (2
pg/ml) in the presence of brefeldin A (10 ug/ml) for 5 h at 37°C. Following staining for surface
antigens as described above, cells were stained for intracellular cytokines using
fixation/permeabilization buffer (Biolegend) according to the manufacturer’s instructions.
Antibodies used for intracellular cytokine detection were anti-IFN-y (XMG1.2), -TNF-a. (MP6-
XT22), —IL-2 (JES6-5H4) (Biolegend) and -granzyme B (NGZB) (eBioscience). Flow cytometry
analyses were performed on a BDLSRIlI or BDLSR fortessa flow cytometer (BD) and data

analyzed using the FlowJo software (Tree Star).

ELISA. PapMV-specific antibody titers were determined as described previously (Denis et al.,
2007). Results are expressed as an antibody endpoint titer, determined when the OD value is 3-
fold greater than the background value obtained with a 1:50 dilution of serum from PBS-injected
mice. IFN-a and IL-6 levels in sera and spleen homogenates from immunized mice were

determined following the manufacturer's instructions (PBL InterferonSource and Biolegend).
Statistical analysis.

Data were analyzed for statistical significance using Student t test. Statistical significance was

determined as p < 0.05.

1.4 Results

PapMV induces the activation of a broad range of immune cells through TLR7. To evaluate
the extent of the immunomodulatory properties of PapMV, we first measured the activation of
various immune cells following i.v. immunization of C57BL/6 wild type (WT) mice. We analyzed
the expression of co-stimulatory molecule CD86, early activation marker CD69 and MHC
molecule H-2Kb by flow cytometry in the spleen, peripheral lymph nodes and blood. We
observed that every subtype of immune cells analyzed expressed higher levels of CD86, CD69
and H-2Kb 24 h following administration of PapMV (Fig. 1A and S1). For example, a 5-fold
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increase in the expression level of CD69 on splenic T cells was measured in the PapMV-treated
group in comparison with PBS-treated controls. To determine which component of the PapMV
was responsible for its immunomodulatory properties, mice received either the coat protein (CP)
subunit alone (containing monomers, dimers and trimers of the CP) or the complete nanoparticle.
In contrast to intact PapMV nanoparticles, immunization with the CP alone did not lead to an
increased expression of CD86, CD69 or H-2Kb on splenic DCs, B cells or CD8" T cells when
compared to negative controls (Fig. 1B and S1B). This suggests that the ssRNA molecule
contained within the VLP could be responsible for its immunomodulatory properties. To confirm
this hypothesis, we immunized mice deficient in the ssRNA sensor TLR7 or molecules involved
in its signaling pathway and measured immune cell activation. In contrast to WT mice, the
expression levels of CD86, CD69 or H-2Kb on splenic DCs, B cells or CD8" T cells in Tir7,
Myd88 or Irf5/7 KO mice remained unchanged upon treatment with PapMV (Fig. 1B and S1B).
Since activation through TLR7 signaling can lead to type | interferon production, we tested
whether PapMV induced the production of IFN-a in immunized mice. Indeed, immunization with
PapMV lead to the production of IFN-a in the serum and spleen of WT mice with a peak at 6 h
post-immunization whereas it was completely undetectable in TIr7 or Myd88 KO mice (Fig 1C
and S2A). We next sought to determine the contribution of plasmacytoid dendritic cells (pDCs),
which strongly express TLR7 and secrete high amounts of IFN-q, to this response. We depleted
pDCs by injection of a neutralizing antibody directed against BST2, which has been shown in
steady-state conditions to be mostly expressed on pDCs (Blasius et al., 2006). In vivo depletion
of BST2" cells reduced IFN-a production in serum below the detection limit (Fig. 1C) and
significantly decreased the expression levels of activation markers on immune cells following
PapMV immunization (Fig. 1B and S1B). Since depletion of BST2" cells caused such a dramatic
decrease in the activation of immune cells with no detectable IFN-o production, we next
assessed the importance of this cytokine in the immunomodulatory effect of PapMV. While
IFN-a production remained high following PapMV immunization in /fnar-deficient mice (Fig. 1C),
expression levels of CD86, CD69 and H-2Kb in splenic DCs, B lymphocytes and CD8" T cells
were not increased demonstrating a crucial role played by type-| interferon signaling in PapMV-
dependent immune activation (Fig. 1B and S1B). Finally, we observed that immunization with
PapMV leads to IL-6 production in serum and spleen of WT mice but not in Ifnar KO and TiIr7 KO
mice (Fig. 1D and S2B). Taken together, these results demonstrate that injection of PapMV in
mice induces the activation of a broad range of immune cells through IFN-a production by pDCs

in a TLR7-dependent manner.
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Figure 1. TLR7, MYD88, IRF5/7 and IFNAR are essential for the activation of murine splenocytes by PapMV.

(A) Representative overlay histograms showing CD86, CD69 and H-2Kb expression on CD8" T cells, B cells (CD19%),
CD4" T cells, macrophages (F4/80%) and DCs (CD11c") of WT mice 24 h after i.v. immunization with PapMV (bold
lines) or PBS (filled histograms). (B) Compilation of CD69 and CD86 expression on CD8" T cells and DCs 24 h post-
immunization. Results are presented as a ratio of the Mean Fluorescence Intensity (MFI) of the analyzed sample on
the MFI of the PBS sample. Results are shown as the mean + SEM. (C) ELISA quantification of serum IFN-o or IL-6
(D) 6 h post-immunization with PapMV. (n = 3; 2-5 mice per group). *p < 0.05,***p < 0.001.

Humoral immune response generated following administration of PapMV depends on
TLR7 and MYD88. To determine whether ligation of TLR7 and strong IFN-a production induced
upon injection of PapMV affects the generation of the adaptive immune response we first
analyzed the development of PapMV-specific antibodies. We observed that Tlr7 and Myd88 KO

mice produced significantly reduced amounts of PapMV-specific IgG and IgM in serum

90



compared with WT mice (Fig. 2). In contrast to early immune activation, production of PapMV-
specific antibodies was not greatly affected by the absence of IFNAR since production of
PapMV-specific IgG (Fig. 2A) was only slightly delayed in I/fnar KO mice while IgM levels were
not affected at day 7 post-immunization (Fig. 2B). In addition, we observed that immunization
with PapMV induced the production of high titers of IgG2c and IgG3 isotypes and low titers of
IgG1 isotype (Fig. 2C). These results demonstrate that activation through TLR7 and MYD88 is
important to induce the development of PapMV-specific antibody responses while absence of

type | interferon signaling only slightly delays IgG production.
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Figure 2. TLR7 and MYD88 are important for the humoral response generated following PapMV nanoparticle
immunization.

(A) Kinetics of anti-PapMV 1gG production in serum of WT, Ifnar KO, TIr7 KO and Myd88 KO mice following
immunization with PapMV measured by ELISA. (B) Anti-PapMV IgM production at day 7 post-immunization in serum
of WT and KO mice. (C) IgG isotypes (IgG1, 1gG2c and IgG3) titer in the serum of WT mice 20 days post-
immunization. (n = 3; 2-5 mice per group). ***p < 0.001.

Pretreatment of mice with PapMV prior to BMDC vaccination increases CD8" T cell
responses. Several studies have shown that TLR7 ligands and IFN-I can act as adjuvants for
the induction of cellular immune responses (Kastenmuller et al., 2011, W. W. Zhang et al., 2008).
Moreover, BMDC immunization is a promising type of vaccination to induce CD8" T cell
responses against loaded antigens (Paczesny et al., 2004). We therefore investigated the
adjuvant potential of PapMV for the induction of CD8" T cell responses generated following
vaccination with BMDC-OVA. BMDC-OVA were injected at the peak of IFN-a production
following PapMV administration (6 h) and the generation of an effector CD8" T cell response
was analyzed. At day 7 post-immunization (peak of the response) PapMV-treated mice
immunized with BMDC-OVA showed significantly higher proportions (Fig. 3A) and numbers (Fig.
3B) of OVA-specific CD8" T cells in comparison with mice receiving only BMDC-OVA. Moreover,
PapMV pre-treatment increased the functionality of OVA-specific CD8" T cells since they
produced more IFN-y, TNF-a and IL-2, following in vitro restimulation (Fig. 3A and 3C). Mice
deficient in TLR7 treated with PapMV did not show any increase in OVA-specific CD8" T cell
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numbers while /fnar KO mice showed only a slight increase (Fig. 3D). Moreover, pretreatment of
mice with PapMV increases the expression of co-stimulation markers such as CD86 and CD70
(Fig. 3E) and MHC molecule H-2Kb (not shown) on BMDC. Finally, administration of PapMV
significantly increases the proportion of OVA-specific memory CD8" T cells at day 45 post-
immunization (Fig. 3F). In addition, this pretreatment slightly increased the proportion of cells
that produce IFN-y, TNF-a and IL-2, although this did not reach statistical significance (Fig 3G).
Similar results were obtained when PapMV was injected by the subcutaneous (s.c.) route 6 h

before s.c. BMDC immunization (Fig. S3).
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Figure 3. PapMV administration increases the number of OVA-specific effector and memory CD8" T cells
generated by BMDC-OVA immunization.

(A) Representative results of the percentage of Kb-OVA CD8" T cells (upper panel) or that produce IFN-y following
restimulation with OVA (lower panel). (B) Compilation of the numbers of OVA-specific CD8" T cells in the spleen or
(C) CD8" T cells producing IFN-y, TNF-a or IL-2 after OVA restimulation. (D) Measurement of the increase in the
numbers of OVA-specific CD8" T cells in the spleen detected following pretreatment with PapMV in WT, TIr7 KO and
Ifnar KO mice. The fold increase was calculated by dividing the number of OVA-specific CD8" T cells in the BMDC-
OVA + PapMV group by that of the BMDC-OVA group. (E) Representative overlay histogram of CD86 and CD70
expression on BMDCs (CD11¢"CFSE") 6 h post-immunization in the spleen of WT mice pretreated with PBS (filled
histogram) or PapMV (bold line) (F) Proportions of Kb-OVA CD8" T cells and (G) cytokine producing CD8" T cells
detected following splenocyte restimulation 45 days post-immunization. (n = 3; 3 mice per group) *p < 0.05, **p <
0.01,***p < 0.001.
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PapMV administration increases protection against LM-OVA. We next investigated whether
administration of PapMV prior to BMDC-OVA immunization could provide greater protection
against a bacterial challenge at the memory stage. To address this question, we infected mice at
day 45 post-immunization with LM-OVA. As shown in figure 4A, mice immunized with BMDC-
OVA showed a greater proportion of OVA-specific CD8" T cells in the spleen compared to the
unloaded BMDC group at day 5 post-infection indicating that OVA-specific memory CD8" T cells
expanded following infection with LM-OVA. More interestingly, PapMV treatment increases the
secondary CD8" T cell response when compared to BMDC-OVA treatment alone group since
there are a greater proportion of OVA-specific secondary effector CD8" T cells (Fig. 4A) and
more CD8" T cells producing TNF-o or IFN-y in the PapMV-treated group (Fig. 4B). In addition,
more polyfunctional CD8" T cells producing both, IFN-y and TNF-a or IFN-y and granzyme B
were induced in the PapMV-treated group (Fig. 4B). This led to a decreased number of LM-OVA
in the spleen and liver of the PapMV-treated group compared with the group vaccinated with
BMDC-OVA alone (Fig. 4C). In summary, administration of PapMV 6 h before BMDC-OVA
immunization results in an increased CD8" T cell memory response and better protection against

a bacterial challenge.
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Figure 4. PapMV increases the quality of the immune response generated by BMDC-OVA vaccination and
protection against LM-OVA.

(A) Compilation of the percentage of CD44'Kb-OVA™ CD8" T cells and (B) CD8" T cells that produce cytokines
following OVA restimulation. (C) Numbers of LM-OVA CFU per gram (g) of spleen and liver enumerated 5 days post-
infection. LOD : Limit of detection. (n = 3; 4 mice per group, a representative experiment is shown) *p < 0.05,
**p < 0.01,"**p < 0.001.
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1.5 Discussion

The efficiency of PapMV nanoparticles when used as adjuvant or as a vaccine platform has
been largely demonstrated (Babin et al., 2013, Denis et al., 2008, Denis et al., 2007, Lacasse et
al., 2008, Rioux et al., 2012a, Savard et al., 2011, Savard et al., 2012). In this study we have
elucidated the mechanism by which PapMV induces immune activation and demonstrated its
potential as an adjuvant for T-cell vaccination. In previous studies, we showed that following i.v.
immunization, splenic DCs take up PapMV in vivo and acquire a mature phenotype (Lacasse et
al., 2008). In addition, we recently showed that subcutaneous (Savard et al., 2011) and
intranasal (C. Mathieu et al., 2013) administration of PapMV leads to the production of pro-
inflammatory cytokines and chemokines. In the present paper, we explored more deeply the
immunogenic properties of PapMV upon i.v. immunization. Twenty-four hours after injection of
PapMV in mice, we observed that CD8" and CD4" T cells, B lymphocytes, macrophages,
monocytes and dendritic cells isolated from the spleen, the blood and the peripheral lymph
nodes showed increased expression of activation markers demonstrating the induction of a
generalized state of activation of the immune system. This was observed only with the complete
nanoparticle and not with the CP. PapMV nanoparticles, are produced in vitro from monomers of
the capsid protein and a synthetic ssRNA by self-assembly into a filamentous rod-shape
nanoparticle. Thus, the composition of the complete nanoparticle and of the CP differs only by
the presence of the nucleic acid. This strongly suggested that the ssRNA was responsible for the
immunogenicity of the PapMV. This hypothesis was further supported by the fact that PapMV
failed to induce the activation of immune cells in mice deficient in TLR7, MYD88 or IRF5/7.
Furthermore, IFN-a, a cytokine produced upon TLR7 activation, was rapidly detected in serum
and spleen of immunized mice. We next sought to determine whether the generalized immune
activation observed following PapMV administration was resulting from this strong IFN-a
production. Indeed, absence of the type | interferon receptor completely abolished the
immunomodulatory effect of PapMV nanoparticles on immune cells in vivo. Moreover, similar
results were obtained following depletion of BST2 positive cells, which in naive mice, mainly
consists of pDCs, the main source of IFN-a. We thus suggest that following immunization with
PapMV, pDCs and most certainly other APCs as we have shown previously (Denis et al., 2007,
Hanafi et al., 2010, Lacasse et al., 2008), take-up the particles and degrade them in the
endosome allowing recognition of the ssRNA by TLR7, which leads to a massive production of
IFN-a in @ MYD88 and IRF5/7-dependent fashion. Subsequently, IFN-a is detected by various
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immune cells through IFNAR leading to their activation as observed by an increased expression
of activation markers such as CD69, co-stimulatory molecules like CD86 and MHC proteins, and

the production of other immune mediators such as the proinflammatory cytokine IL-6.

Having uncovered a major role played by TLR7 in the activation of the innate immune response
following i.v. immunization with PapMV, we next analyzed its impact on the humoral immune
response. We observed that in the absence of TLR7 and even more in the absence of MYD88,
production of PapMV-specific IgG and IgM was greatly reduced. Since absence MYD88 had a
greater impact on PapMV-specific IgG production than TLR7 deficiency, it is possible that
PapMV activates another MYD88-dependent receptor such as TLR8. In fact, TLR7 and TLR8
are known to sense similar ligands such as ssRNA and small synthetic molecules like
imidazoquinolines and nucleoside analogs. In addition, many ligands (CL097, CL075, R848,
Poly(dT)) are known to activated both. Therefore we cannot exclude the possible implication of
TLR8 in IgG production following PapMV immunization. However, the involvement of TLRS8 in
the activation of immune cells and IFN-a production seems negligible since absence of TLR7
completely abrogates the effect of PapMV on these processes. In addition, absence of type |
interferon receptor only transiently decreased the amount of IgG in the serum of immunized mice.
This result suggests that detection of PapMV by TLR7 on B lymphocytes is required for specific
antibody production, while B lymphocyte activation by IFN-a is not necessary. Consistently with
this hypothesis, it was demonstrated that, in an immunization context involving a PRR ligand,
direct PRR stimulation of B cells was required to obtained a robust antibody response (Kasturi et
al., 2011, Pasare et al., 2005) especially when immunization was performed with VLPs (Hou et
al., 2011). Moreover, Le Bon et al. showed that type | interferon enhances humoral immunity
and promotes isotype switching by stimulating dendritic cells (Le Bon et al., 2001). We showed
that IgG isotypes produced following PapMV administration were mainly composed of IgG2c and
IgG3 with low IgG1 titers arguing for the skewing of the CD4" T cell response towards a Th1
phenotype. In addition, IgG3 production is indicative of a T-independent antibody response in
the presence of IFN-y (Snapper et al., 1992). This is likely the result of the direct cross-linking of
specific B cell receptors by repeated antigenic patterns found on the surface of PapMV
nanoparticles, which could induce antibody production without help from CD4" T cells. Although
some studies have shown that antibodies directed towards a vaccine platform can be
detrimental to the effectiveness of a recall injection (C. Cheng et al., 2010), the presence of high
levels of antibodies against PapMV does not affect the efficacy of a booster vaccination (Denis
et al., 2008, C. Mathieu et al., 2013, Savard et al., 2011).
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The cellular immune response is critical for the control of viral infections, intracellular microbial
infections and cancer (Celluzzi et al., 1996, Condotta et al., 2012, Doherty et al., 2001, Schmidt
et al., 2010, Udono et al.,, 1994). To determine the capacity of PapMV to enhance T cell-
mediated immune responses we used PapMV as adjuvant in a BMDC-OVA vaccination regimen.
We observed an increased proportion of OVA-specific effector CD8" T cells producing cytokines
such as TNF-a, IFN-y and IL-2, when PapMV was administered before BMDC-OVA vaccination.
It is noteworthy that this increased number of OVA-specific effector CD8" T cells was not
observed in TIr7 KO mice highlighting once again the importance of this receptor in the
immunogenic effect of PapMV. Interestingly, absence of IFNAR did not abrogate totally the
effect of PapMV on the number of OVA-specific CD8" T cells. In past years, several studies
have shown that direct stimulation of T cells by IFN-I was required for optimal CD8" T cell
responses (Le Bon et al., 2006, Wiesel et al., 2012). In our case, it seems that IFN-I produced
following PapMV immunization acts not only on CD8" T cell but also directly on injected BMDC
since IFN-I produced in Ifnar KO mice can only act on these cells as they are the only one
expressing the IFNAR. Additionally, it was shown that IFN-a facilitates terminal differentiation of
DCs in vitro (Luft et al., 1998). Accordingly, we observed that pretreatment of mice with PapMV
increases the expression of co-stimulatory molecules on injected BMDC, which could explain the
adjuvant effect observed with PapMV. CD4 help is very important for the functionality of the
memory CTL response induced following BMDC immunization (Livingstone et al., 1999). Since
we have shown that PapMV immunization induces CD4" T cell activation, it is possible that CD4
help plays a role in PapMVs enhancement of CTL responses. In addition, it has recently been
shown that the CD4 help signal is transmitted from antigen presenting cells to CD8" T cells via
CD27-CD70 interactions (Feau et al., 2012). In agreement with these results, we observed that
PapMV induced an increased expression of CD70 on BMDCs. More importantly, PapMV also
increased long-term memory CD8" T cell response, the ultimate goal of any vaccine. Since CD8"
T cells are important to control infection with LM (Harty et al., 1996, Ladel et al., 1994), an
enhanced memory response should result in better control against a recall infection. Fittingly, we
showed that the use of PapMV as adjuvant for a BMDC-OVA vaccine increases the quality of
the secondary effector T cell response and protection of mice against a LM-OVA challenge.
Thus, we demonstrated that PapMV is a suitable adjuvant for the generation of protective CD8"

T cell responses.

The type of immune response generated by a vaccine and therefore the choice of the adjuvant
used is crucial to ensure an effective protection or treatment. Thus, increasing efforts are being

made to determine the modes of action of adjuvants and to understand the type of immune
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responses necessary to protect against various infections or disease. The findings of this study
are very important to further develop novel effective adjuvants for T-cell vaccines. We have
established that PapMV is a potent TLR7 agonist that induces strong IFN-a production and
broad immune cell activation. TLR7 agonists such as imidazoquinolines (like R837) have been
shown to increase the efficiency of vaccines that trigger cellular immune responses against
pathogens or cancer (Bourquin et al., 2011, Kastenmuller et al., 2011, Stary et al., 2007, Sterry
et al., 2002, Wille-Reece et al., 2005). However, use of imidazoquinolines is limited to specific
applications such as topical creams because of there side effects and short half-life when
administrated systemically (Tomai et al., 2011). PapMV have not shown any signs of toxicity in
vivo in pre-clinical studies and have a stable repetitive and crystalline structure that protects the
ssRNA from degradation and efficiently targets APCs. Other VLPs displaying various TLR
ligands have provided encouraging results in various pathological settings. In particular, VLPs
loaded with CpG oligodeoxynucleotides (TLR9 ligands) have shown a very promising
therapeutic potential against cancer (Speiser et al., 2010, Z. Xu et al., 2013), but also in other
context such as allergen-specific immunotherapy (Klimek et al., 2013a, Klimek et al., 2013b,
Senti et al., 2009). Cancer immunotherapy with DC-based vaccines has also provided great
promises in the last few years, but requires optimization to become fully effective (Palucka et al.,
2012, Zheng et al., 2013). Our results demonstrate that PapMV is a suitable adjuvant for BMDC-
based vaccines that could be applicable to the development of improved therapeutic DC

vaccination strategies against cancer and chronic infections.
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1.7 Supplementary figures

A
CD8* T lymphocytes B lymphocytes CD4* T lymphocytes Monocytes
100
68413 2040 1715 231
4 80 2202 515 617 183
=60
© 40
=
20
0
010210% 104 105 010210% 10* 105 010210% 104 105 010210% 104 10°
Blood cD86
100 3794
» 80 172 |
(o)
=60
]
- 40 | PBS
20 — PapMV nano
0 010210% 104 105 0 10210° 104 105
CD&9
100 6629 1763
>< 80 2192 630
260
S 40
=®
20
Lymph 0 0102103 104 10° 0102103 104 105
nodes 100 CDs6 )
1931 1959 430
« 80 689 698 189
=60
°© 40
=
20
0102102 104 10° 010210% 104 105 0102102 104 10°
CD69
B
6 B lymphocytes 69 DCs
! 2
T €44
I s
= s
2 £,
Q T
0
61 B lymphocytes 69 B lymphocytes
o 2
B T 44
m o
= =
2 g
3 q
o 1

[ WT + PBS

Il W + PapMv

R WT + PapMv CP

IO 7r7 KO + PapMV
Myd88 KO + PapMV
B 11757 KO + PapMV
Ifnar KO + PapMV

B WT + -BST-2 + PapMV

Figure S1. PapMV nanoparticles induce the activation of a broad range of immune cells in mice.

Histograms represent flow cytometry analysis of CD86, CD69 and H-2Kb expression on CD8" T cells, CD4" T cells, B
cells and monocytes in peripheral lymph nodes (pLN) and blood of WT mice 24 h after i.v. immunization with 100 mg
of PapMV (bold lines) or 100 ml PBS (filled histograms). (B) Compilation of CD86, H-2Kb and CD69 expression on B
cells and DCs 24 h post-immunization. Results are presented as a ratio of the Mean Fluorescence Intensity (MFI) of
the analyzed sample on the MFI of the PBS sample. Results are shown as the mean + SEM. (n = 3; 2-5 mice per

group) *p < 0.05,***p < 0.001.
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Figure S2. Kinetics of IFN-a (A) and IL-6 (B) production in serum and spleen of WT mice following
immunization with PapMV by ELISA.
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Figure S3. PapMV administration s.c. increases the OVA-specific effector CD8" T cell immune response
generated by BMDC-OVA s.c. immunization.

(A) Proportions of Kb-OVA CD8" T cells and (B) Cytokine producing CD8" T cells detected following splenocyte
restimulation 7 days post-immunization. (n = 2; 3 mice per group) *p < 0.05
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Résumé en francais : Le récent développement de nouvelles méthodes d’immunothérapie est

en train de révolutionner le traitement du cancer. Celles-ci comprennent par exemple : le
blocage de point de contrdle immunitaire, 'immunomodulation ainsi que la vaccination
thérapeutique. Bien que ces méthodes soient efficaces, la combinaison de plusieurs approches
d'immunothérapie sera nécessaire afin d’atteindre un bénéfice thérapeutique maximal. A cet
égard, nous avons démontré précédemment que les pseudoparticules du virus de la mosaique
de la papaye (PapMV), grace a leur capacité intrinséque d’activer la réponse immunitaire innée

suite a la production d’IFN-a, peuvent étre utilisées en tant que : i) molécules
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immunostimulatrices, ii) adjuvants et iii) plateformes vaccinales. Dans cet article, nous
démontrons que [I'administration intra-tumorale de PapMV ralentit considérablement la
croissance du mélanome B16 et prolonge la survie des souris. De plus, ce traitement engendre
une augmentation de la production de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires, ce qui
résulte en une hausse de linfiltration des cellules immunitaires dans la tumeur. La proportion de
lymphocytes T CD8" totaux et spécifiques a la tumeur est aussi augmentée tandis que celles
des MDSC est réduite suite a l'injection de PapMV. En outre, I'administration systémique de
PapMV empéche l'implantation de métastases dans les poumons. Enfin, I'ajout du PapMV a
deux méthodes d’'immunothérapie, soit I'immunisation a 'aide de DC et I'utilisation d’anticorps
bloquant anti-PD-1, améliore significativement leur effet thérapeutique en augmentant la
réponse immunitaire anti-tumorale. Dans cette étude, nous avons démontré que les
nanoparticules dérivées d’'un virus de plante avaient un grand potentiel, autant seuls qu’en

association avec d’autres immunothérapies prometteuses, pour la thérapie du cancer.

2.1 Abstract

The recent development of novel immunotherapies is revolutionizing cancer treatment. These
include, for example: immune checkpoint blockade, immunomodulation or therapeutic
vaccination. Although effective on their own, combining multiple approaches will most likely be
required in order to achieve the maximal therapeutic benefit. In this regard, the papaya mosaic
virus nanoparticle (PapMV) has shown tremendous potential as: i) an immunostimulatory
molecule, ii) an adjuvant and iii) a vaccine platform through its intrinsic capacity to activate the
innate immune response in an IFN-a-dependent manner. Here, we demonstrate that intratumor
administration of PapMV significantly slows down melanoma progression and prolongs survival.
This correlates with enhanced chemokine and pro-inflammatory-cytokine production in the tumor
and increased immune-cell infiltration. Proportions of total and tumor-specific CD8" T cells
dramatically increase following PapMV treatment whereas those of myeloid-derived suppressor
cells (MDSC) concomitantly decrease. Moreover, systemic PapMV administration prevents
metastatic tumor-implantation in the lungs. Importantly, PapMV also synergistically improves the
therapeutic benefit of dendritic cell (DC)-based vaccination and PD-1 blockade by potentiating
anti-tumor immune responses. This study illustrates the immunostimulatory potential of a plant
virus-derived nanoparticle for cancer therapy either alone or in conjunction with other promising

immunotherapies in clinical development.
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2.2 Text

In recent years, a growing number of studies have demonstrated the importance of the immune
system in controlling cancer development highlighting the possibility of targeting immune cells to
improve cancer therapy. Manipulation of the immune system, using immune checkpoint
blockade, immunomodulators or therapeutic vaccination, has indeed shown great promise for
the treatment of various types of cancer (lllidge, 2015, Rini, 2014, P. Sharma et al., 2015).
However, the enormous complexity of cancer emphasizes the need of combining multiple
treatment approaches in order to achieve the maximal medical outcome. In this regard, plant
virus-like nanoparticles (VLPs) offer an attractive means of stimulating immune responses
towards tumors due to their intrinsic immunostimulatory properties (Lebel et al., 2015). For
example, VLPs derived from the potato virus X were successfully used to protect mice against a
lymphoma challenge through specific antibody production (Jobsri et al., 2015). In addition,
cowpea mosaic virus nanoparticles were recently shown to confer therapeutic activity in various
poorly immunogenic murine tumor models (Lizotte et al., 2015). Furthermore, we have shown
that PapMV nanoparticles possess multiple desirable properties that could be extremely useful
for cancer immunotherapy applications. PapMV is recognized by various human and murine
immune cells leading to their efficient activation (Denis et al., 2008, Hanafi et al., 2010, Lacasse
et al., 2008, Leclerc et al., 2007). This is achieved through its rapid endocytosis by antigen
presenting cells (APC), such as plasmacytoid dendritic cells (pDCs), followed by the release of
the non-coding ssRNA contained within the nanoparticle and of its recognition by endosomal
TLR7 (Hanafi et al., 2010, Lebel et al., 2014, Leclerc et al., 2007). This leads to the production of

interferon-alpha (IFN-a), which is an antiviral cytokine with potent immunomodulatory properties
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(Lebel et al., 2014). We have shown that these properties can be exploited to stimulate the
development of protective humoral and cellular immune responses against various bacterial and
viral infections (Denis et al., 2008, Lacasse et al., 2008, Lebel et al., 2014, C. Mathieu et al.,
2013, Savard et al., 2011). We demonstrate here that PapMV is also highly efficient at inducing

antitumor immunity.

Therapy with high-dose IFN-a has been shown to improve relapse-free and overall survival in
melanoma patients (Tarhini et al., 2012). We therefore chose to evaluate the immunotherapeutic
potential of PapMV in the B16 syngeneic melanoma-mouse model knowing that the
immunomodulatory properties of PapMV largely depend on IFN-a production (Lebel et al., 2014).
Moreover, B16 is weakly immunogenic due to low major histocompatibility complex (MHC)
expression making it a highly relevant model for immunotherapeutic studies (Sfondrini et al.,
2013). PapMV is a nanoparticle possessing a flexible rod-like structure of about 80 nm in length
with a neutral charge (figure S1a-c). By conducting in vitro stimulation assays, we showed that
PapMV had no direct cytotoxic properties towards B16 melanoma cells (figure S1d). However,
when PapMV is injected into subcutaneously (s.c.) implanted B16-OVA tumors or systemically, it
interacts with several types of immune cells (figure S2a). As shown, all immune cells within the
tumor analyzed were found to be associated with PapMV following intratumor administration of
A647-labelled PapMV. In contrast, PapMV was mainly found within the macrophage population
in tumor-draining lymph nodes suggesting that these cells phagocyte PapMV in the tumor and
migrate to draining lymph nodes. When PapMV is injected intravenously (i.v.) however, it is
predominantly found associated with phagocytic cells from the blood, lungs and spleen such as
dendritic cells, B cells and macrophages (figure S2b). Importantly, while we have shown that i.v.
injection of PapMV induces systemic IFN-a production by pDCs (Lebel et al., 2014), intratumor
administration leads to local IFN-a production by macrophages in the tumor and draining lymph
node (figure S2c). Thus, PapMV strongly interacts with immune cells and induces IFN-a

production following systemic and local administration.

In order to evaluate the therapeutic activity of PapMV against melanoma, B16-OVA tumors were
injected with PapMV on days 7-, 12- and 17-post implantation. As shown in Figure 1a, treatment
significantly slowed down tumor progression compared to vehicle treated controls as well as
prolonged survival by more than a week in this typically highly aggressive model (Figure 1b). In
addition, the percentage of B16 cells expressing Ki67, an activation/proliferation marker,
decreased following PapMV administration indicating a reduction in tumor-cell proliferation

(Figure 1c). Furthermore, levels of MHC-I surface expression significantly increased suggesting
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the potential enhancement of tumor immunogenicity (Figure 1d); this is in agreement with the
well-characterized effect of IFN-a. on MHC-| upregulation (Gallucci et al., 1999) as well as with
our previous findings which illustrated that systemic PapMV administration increases MHC-I
surface expression on various immune cells along with other activation markers and
costimulatory molecules (Lebel et al., 2014). Importantly, the therapeutic effect of PapMV
administration on tumor progression and mice survival was also observed with a notably higher
efficacy in the less immunogenic parental B16F10 melanoma line, which does not express the
OVA model antigen (Figures 1e-f).
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Figure 1. PapMV treatment decreases the growth rate of B16-OVA melanoma tumors and increases survival.
C57BL/6 mice were implanted with 2.5-5 x 10° B16-OVA (a-d) or B16F10 (e-f) cells s.c. before receiving 100 [Ig of
PapMV or Tris 10 mM directly into the tumor on days 7-, 12- and 17-post implantation. (a and e) Tumor growth was
followed by measuring the tumor diameter and calculation of the tumor area. (b and f) Survival rates of treated mice.
Mice were euthanized when tumors reached a diameter of 17 mm. (c) Proportions of Ki67" cells and (d) Mean
Fluorescence Intensity (MFI) of MHC-I expression in the CD45" tumor-cell population measured by flow cytometry on
day 15-post implantation. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

To determine the ability of PapMV treatment to induce anti-tumor immune responses, we
harvested tumors 6 h after the final administration of PapMV and quantified chemokine and

cytokine production in tumor homogenates using a Luminex detection assay. Here we observed
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that intratumor concentrations of chemokines IP-10 (Figure 2a), MIG (Figure 2b) and MCP-1
(Figure 2c) were all significantly increased in PapMV-treated animals compared to controls.
Notably, these molecules have been previously shown to be potent chemoattractants especially
for T cells, monocytes and DCs (Griffith et al., 2014). Similarly, the concentrations of pro-
inflammatory cytokines IL-1al1(Figure 2d) and IL-5 (Figure 2e) were significantly increased in
PapMV-treated mice compared to controls; although the levels of IL-6 (Figure 2f) and IFN-y
(Figure 2g) were elevated in a subset of animals, these increases did not attain statistical
significance. Pro-inflammatory cytokines have also been implicated in immune-cell recruitment
and activation within tumor tissue, that drives or inhibits tumor development depending on the
nature of the immune infiltrate (Giraldo et al., 2014). Thus we sought to characterize immune-cell
infiltration 3 days following the second PapMV administration on day 15 post tumor implantation.
Using the leukocyte antigen CD45 as a marker of immune cells, we observed that relative to
control mice, PapMV-treated mice featured an elevated proportion of immune cells in tumor
homogenates (Figure 2h). Interestingly, proportions of MDSCs significantly decreased in treated
tumors (Figure 2i) even though their absolute number did not vary (Figure 2j), possibly due to
the large immune infiltrate induced following PapMV administration. MDSCs have been
previously shown to favor tumor development through suppression of T-cell responses
(Talmadge, 2007). We surmise that the decrease in the proportion of MDSCs observed is due to
IFN-a. a cytokine that has been demonstrated to inhibit MDSC-mediated immunosuppression
(Zoglmeier et al., 2011) and which is highly induced following PapMV administration (Lebel et al.,
2014) (Figures S2-3). Next we quantified the level of CD8" T-cell infiltration in tumors from
PapMV-treated mice and found that it was strikingly increased relative to controls (Figures 2j-k).
Importantly, proportions (Figures 2I-n) and absolute numbers (Figure 2j) of tumor-specific CD8"
T cells, as quantified by flow cytometry using tetramers specific for the dominant melanocyte
self-epitopes of gp100 and TRP2 or the model tumor antigen OVA, also significantly increased
in treated mice. Collectively, these results indicate that the intrinsic ability of PapMV to activate
the innate immune system leads to increased priming of tumor-specific T-cell responses and

resultantly, better tumor control.
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Figure 2. PapMV administration induces chemokine/cytokine production and tumor immune-cell infiltration.
C57BL/6 mice were implanted with 5 x 10° B16-OVA cells s.c. before receiving 100 ['g of PapMV or Tris 10 mM
directly into the tumor on days 7-, 12- and 17-post implantation. Six hours following the last PapMV treatment, tumors
were harvested, homogenized and chemokines/cytokines quantified using Luminex to assay levels of (a) IP-10, (b)
MIG, (c) MCP-1 (d) IL-1q, (e) IL-5, (f) IL-6 and (g) IFN-y. On day 15-post implantation, tumors were harvested to
quantify immune-cell infiltration by flow cytometry. (h) Proportions of total CD45" cells. (i) Proportions of myeloid-
derived suppressor cells (MDSC) within the CD45" cell population. (j) Absolute numbers of different immune-cell
populations in the tumor per 10° total cells. Proportions of (k) CD8" T cells, (I) gp100- (m) TRP2- and (n) OVA-specific
CD8" T cells within the CD45" cell population. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

The most significant advantage of using non-infectious virus-derived nanoparticles for cancer
immunotherapy, as opposed to live oncolytic viruses or nucleoside analogs, possibly lies in their
utility for systemic delivery applications. For understandable safety concerns, it would be prudent
to avoid using live viruses for such applications wherein non-infectious nanoparticles would
provide a viable alternative. Moreover, the use of nucleoside analogs as agonists of TLR7/8
induce adverse systemic side effects in vivo limiting their use to topical applications (Engel et al.,
2011). In contrast, i.v. administration of PapMV does not lead to significant systemic cytokine

production except from IFN-a and IL-12p40, which bear desirable anti-tumor adjuvant properties
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(Rafique et al., 2015, Tugues et al., 2015) (Figure S3). This is an important consideration to
make given that systemic treatment is probably the most appropriate means of preventing
metastasis development. To investigate the suitability of this approach, PapMV was
administered systemically to mice followed by i.v. administration of B16-OVA cells 6 h later to
evaluate the induction of metastatic implantation in the lungs as previously described (Stackpole,
1981). Mice were euthanized 17 days post-inoculation to assess metastasis development in
harvested lungs. PapMV-treated mice showed radically reduced numbers of tumor nodules
compared to controls with some mice being practically free of metastasis (Figure 3a). To provide
a more quantitative assessment of the anti-metastatic effect of PapMV in this experimental
setting, treatment with PapMV was performed 6 h before or 2 days after i.v. administration of
B16-OVA cells expressing luciferase (B16-OVA-oFL) followed by luciferase quantification in lung
homogenates 21 days later. Systemic delivery of PapMV before tumor injection provided
significant protection against metastasis implantation in the lungs (Figure 3b). Remarkably,
treatment with PapMV 2 days after metastasis implantation also provided significant therapeutic
benefit. The protective anti-metastatic effect correlated with an elevated proportion of tumor-
specific T cells in lung-draining mediastinal lymph nodes (Figure 3c) again indicating the
development of PapMV-induced immune mediated protection. As expected and in accordance
with our previous study (Lebel et al., 2014), the beneficial effect of PapMV was highly dependent
on TLRY7 (Figure S4a). Moreover, treatment with ssRNA or capsid monomers from PapMV either
locally or systemically did not provide any significant therapeutic (Figures S4a-b) or immune
stimulatory (Figures S4c-i) activity confirming the requirement for PapMV to be in a nanoparticle
structure to exhibit adjuvant properties. Remarkably, we also observed a greater therapeutic
benefit from PapMV compared to equivalent amounts of R837, a TLR7 agonist already in clinical

use for cancer treatment (Figures S4a-i).
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Figure 3. Systemic PapMV administration reduces B16-OVA metastasis implantation in the lungs.

(a) C57BL/6 mice were injected i.v. with Tris (top) or PapMV (bottom) 6h before i.v. inoculation with B16-OVA cells.
Mice were euthanized 17 days post B16-OVA injection to observe lung nodule formation. (b) Mice were injected with
Tris or PapMV 6 h before or 2 days after (d2) B16-OVA-oFL (B16-OVA cells expressing luciferase) inoculation.
Luminescence was quantified in lung homogenates 21 days post tumor-cell inoculation by measuring Relative Light
Units (RLUs). (c) Flow cytometry analysis of OVA-specific CD8" T cells in mediastinal lymph nodes at day 21-post
B16-OVA-oFL inoculation. **P < 0.01, ***P < 0.001.

The efficacy of PapMV for cancer immunotherapy is supported by its ability to increase the
number of tumor-specific T cells and enhance their effector function (Lebel et al., 2014). Of note,
various immunotherapy approaches are currently being developed to either favor the expansion
of tumor-specific T cells or increase their effector capacity and some of these have already been
translated into clinical application (Rini, 2014). In light of these trends, we sought to determine
whether administration of PapMV in concert with immunotherapeutic approaches in clinical
development could drive enhanced anti-tumor activity. First, we tested its capacity to augment
the effectiveness of a DC-based vaccine when used as an adjuvant. Here, mice were treated
with PapMV directly into s.c. B16-OVA tumors 7 days after implantation after which an s.c.
injection of DCs pulsed with the immunodominant ovalbumin peptide, SIINFEKL, was
administered in the opposite flank 6 h later. Upon administration of an identical vaccine boost at
day 14, we observed increased proportions of OVA-specific CD8" T cells in the blood of PapMV-
treated mice compared to mice treated with unpulsed DCs or OVA-pulsed DCs in the absence of
adjuvant (Figure 4a). Notably, this is consistent with our previous findings in which we used a
systemic DC-OVA vaccination approach and observed that PapMV significantly increased
proportions of OVA-specific splenic-T cells (Lebel et al., 2014). More importantly, PapMV
treatment dramatically reduced tumor growth compared to DC-OVA vaccination in the absence
of PapMV adjuvant (Figure 4b and 4c), which translated into a significant increase in the survival
rate of treated animals with one mouse completely clearing the tumor (Figure 4d). To determine
the mechanism of protection in the surviving mouse, B16-OVA-oFL cells were injected i.v. 45

days post tumor clearance and metastasis development was evaluated 21 days later. No signal
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was detected upon quantification of luciferase activity thus confirming the establishment of
protective immunological memory following PapMV treatment (data not shown). These data
clearly demonstrate the adjuvant properties of PapMV, which can be applied towards increasing

the therapeutic potential of DC-based vaccination strategies.
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Figure 4. PapMV administration potentiates the therapeutic effect of dendritic cell-based vaccination and PD-1
blockade.

C57BL/6 mice were implanted s.c. with B16-OVA (a, c, d) or B16-OVA-oFL cells (b). On day 7 post implantation, mice
were treated with PapMV directly into tumors followed 6 h later by s.c. vaccination with DCs pulsed with the
immunodominant peptide from ovalbumin SIINFEKL in the opposite flank. An identical vaccine boost was given on
day 14. (a) Proportions of OVA-specific CD8" T cells in the blood and (b) in vivo imaging of mice with B16-OVA-oFL
tumors on day 14-post implantation. (c) Tumor growth was followed by measuring the tumor diameter and calculation
of the tumor area. (d) Survival rates of treated mice. Mice were euthanized when tumors reached a diameter of 17
mm. In a separate set of experiments, mice were implanted s.c. with B16-OVA tumors and treated with 100 pg
PapMV on days 7-, 12- and 17-post implantation. On days 7, 11 and 15, mice received i.p. administrations of 250 pg
of anti-PD-1 blocking antibody or isotype control. (e) Proportions of gp100- and (f) TRP2-specific CD8" T cells within
the CD45" cell population on day 15-post implantation. (g) Tumor growth was followed by measuring tumor diameter
and calculation of the tumor area. (h) Survival rates of treated mice. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

As previously mentioned, another recent and extremely promising immunotherapeutic approach
is the development of immune checkpoint blockade protocols especially against the PD-1
immunoregulatory pathway (Topalian et al., 2015). In vivo blockade of PD-1 or of its receptor
PD-L1 has been shown to impede the inhibitory effect of this pathway on T cells thus
potentiating the development of a more effective immune response . Therefore, we evaluated
the synergistic effect of PapMV treatment in combination with PD-1 blockade. Mice receiving
PapMV combined with an anti-PD1 blocking antibody showed a significant increase in

proportions of CD8" T cells specific for the tumor antigens gp100 (Figure 4e) and TRP2 (Figure
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4f) compared to anti-PD-1 treatment alone which by itself, did not significantly increase tumor-
specific T-cell numbers when compared to groups receiving the isotype control. Moreover,
tumor-specific CD8" T-cell proportions in tumors of mice treated with PapMV combined with anti-
PD-1 antibodies were not significantly higher than those that we previously observed with
PapMV treatment alone (Figure 21 and 2m). These results indicate that on its own, PD-1
blockade does not favor immune-cell infiltration in tumor tissue and that the ability of PapMV to
induce immune-cell infiltration is not enhanced by PD-1 blockade. This conclusion is in
agreement with clinical data indicating that the therapeutic benefit of PD-1 blockade is mainly
achieved in the presence of pre-existing anti-tumor T-cell immunity (Kamphorst et al., 2013,
Spranger et al., 2015). However, in concert, the two agents work synergistically towards
improved tumor immunity as shown by the reduction in tumor growth (Figure 4g) and increased
survival (Figure 4h) compared to PD-1 blockade alone. Furthermore, the combined efficacy was
also improved over that of PapMV alone (Figure 1a and 1b). This is consistent with a recent
study using a mouse melanoma model describing an increased therapeutic effect when anti-PD-
1 blockade was combined with poly(l:C) administration (Bald et al., 2014a). The synergistic
effect is likely the result of increased immune-cell infiltration and tumor-specific T-cell priming,
through PapMV'’s capacity to increase antigen presentation (Lacasse et al., 2008, Leclerc et al.,
2007), alongside the well-known action of PD-1 blockade on increasing T-cell function. In
agreement with this hypothesis, we observed a significantly increased proportion of effector
CD8" T cells producing granzyme B and IFN-y when the two treatments were combined (Figure

5a and 5b) which translated into a significant reduction of tumor progression (Figure 5c).
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Figure 5. Combined PapMV and anti-PD-1 antibody treatment increases the functionality of infiltrating CD8" T

cells.

C57BL/6 mice were implanted s.c. with B16-OVA cells and treated with 100 ug PapMV on days 7- and 12-post
implantation. On days 7- and 11-, mice received i.p. administrations of 250 ug of anti-PD-1 blocking antibody or
isotype control. (a) Proportions of granzyme B and (b) IFN-y positive CD8" T cells within the CD45" cell population on
day 15-post implantation. (c) Tumor growth was followed by measuring the tumor diameter and calculation of the
tumor area. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

It is important to note that the therapeutic effects observed with PapMV were obtained without
having to vaccinate against any tumor epitopes. Indeed, treatment with PapMV alone induced
the development of CD8" T-cell responses against endogenous tumor epitopes possibly by
breaking immune tolerance towards these antigens or by significantly enhancing pre-existing
anti-tumor immune responses. This confers a significant advantage to PapMV over classical
therapeutic vaccination approaches that require identifying and selecting the most appropriate
patient-specific antigenic tumor peptides for vaccine design (Trajanoski et al., 2015). Another
advantage is conferred by the ease with which PapMV can be engineered to express peptides
on its surface, which provides an opportunity to further increase its therapeutic potential by
generating nanoparticles displaying various tumor epitopes potentially strengthening even more
specific anti-tumor immune responses generated (Babin et al., 2013, Lacasse et al., 2008).
Furthermore, nanoparticles derived from plant viruses offer significant benefits over other
immunomodulatory molecules in clinical development such as endosomal TLR agonists. Indeed,
unlike RNA or nucleoside analogues that induce undesirable side effects through indiscriminate
cellular target and entry as well as exhibit short half-lives (Bumcrot et al., 2006, Engel et al.,

2011, Robinson et al., 1976), plant virus-derived nanoparticles are safe, immunogenic, stable
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and predominantly target antigen-presenting cells (Lebel et al., 2015). Moreover, in contrast to

other plant virus particles, PapMV carries a non-coding ssRNA making it environmentally safe.

In conclusion, PapMV’s intrinsic capacity to activate the innate immune system can be
harnessed to advance anti-tumor T-cell responses providing a novel immunotherapy approach
with a strong translational potential for cancer treatment. PapMV is presently being tested in a
phase 1 randomized, controlled, dose escalation trial when used as adjuvant for the seasonal flu
vaccine to determine its safety, tolerability and effectiveness (Folia Biotech Inc., 2015). Results

from this trial could thus provide a strong basis for future immunotherapy trials in cancer patients.

2.3 Methods

PapMV nanoparticles

PapMV nanoparticles were provided by Folia Biotech Inc. (Quebec city, Quebec, Canada) and
produced as described in our previous study (C. Mathieu et al, 2013). In all experiments,
nanoparticles were diluted in Tris 10mM prior to be used. LPS contamination was always < 50

endotoxin units/mg protein and considered as negligible.

Dynamic light scattering

The size of nanoparticles was recorded with a ZetaSizer Nano ZS (Malvern, Worcestershire,
United Kingdom) at a temperature of 10°C at a concentration of 0.1 mg/ml diluted in 10mM Tris
pH8 or PBS bulffer.

Electron microscopy

Electron microgragh were taken on a FEI Technai Spirit G2. We used negative staining with
uranyl acetate 2% dissolved in 10mM Tris/HCI pH 8.0.

Cell culture

B16F10 and B16-OVA cells were kindly provided by Dr. Adrian Ochsenbein (Bern University,
Bern, Switzerland) and Dr. Richard Vile (Mayo Clinic, Rochester, MN) respectively and cultured
in Dulbecco's Modified Eagle Medium supplemented with 10 % fetal bovine serum and 5 mg/mL
of G418 to select for OVA expression. B16-OVA cells were transfected with an SR-a vector
containing the optimized firefly luciferase gene (oFL) kindly provided by Dr. Patrick Hwu (MD

Anderson Cancer Center, Houston, TX) and selected using 1 yg/ml puromycin to generate the
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B16-OVA-oFL cell line. Bone marrow derived dendritic cells were generated as described

previously(Lebel et al., 2014).
In vitro cytotoxic assay

B16-OVA cells were incubated with 100 ug/ml PapMV and viable cells were enumerated after 24,
48 and 72 h of stimulation.

Mice

Six- to 10-wk-old, female C57BL/6 mice were purchased from Charles River Laboratories. All
animal experiments were reviewed and approved by the Institut national de la recherche
scientifique animal care committee. To establish s.c. tumors, 2.5-5 x 10° B16-OVA, B16-OVA-
oFL or B16F10 in 100 ul PBS were injected in the right flank of mice. In vivo visualization of B16-
OVA-oFL was performed using the Xenogen IVIS 100 in vivo imaging system by injecting 2 mg

D-luciferin intraperitoneally to tumor bearing mice.
PapMV distribution experiment

PapMV was labeled with Alexa 647 using the Molecular Probes® Protein Labeling Kit (Thermo
Fisher Scientific Inc.) following the manufacturers’ instructions. Alexa 647-labeled PapMV was
injected i.t. or i.v. and mice were sacrificed two to four hours post-immunization for flow

cytometry analysis.
Immunotherapy treatments

When tumors were palpable, at day 7-post inoculation, immunotherapy treatments were initiated.
For treatments using PapMV alone, 100 ug PapMV or 100 ul Tris 10 mM was injected directly
into the tumor on days 7- and 12-post inoculation for immune response analyses on day 15 and
on days 7-, 12- and 17-post inoculation for tumor progression and survival studies. When
PapMV was combined with BMDC vaccination, 100 ug PapMV was injected directly into the
tumor on days 7- and 14-post inoculation in combination with s.c. injection in the left flank of
1.25 x 10° BMDC loaded with the OVA57_264 peptide (SIINFEKL) 6h later. For PapMV treatments
combined with anti-PD1 blockade, intratumor injections of 100 ng PapMV on days 7 and 12
were combined with i.p. administration of 250 ug anti-PD-1 blocking antibody or isotype control
(BioXcell) on days 7- and 11-post inoculation and immune response analyses were conducted
on day 15-post inoculation. Tumors were collected, dissociated and digested with collagenase D
and DNAse | before red blood cell lysis was performed prior to flow cytometry analysis. For

tumor progression and survival studies, a third administration of anti-PD-1 or isotype control

114



antibody was given on day 15 while a third PapMV treatment was given on day 17-post
inoculation. Tumor growth was followed by measuring tumor diameter using a caliper and

calculation of the tumor area. Mice were euthanized when tumors reached a diameter of 17 mm.
Lung nodule establishment assay

Mice were injected i.v. with 100 ul Tris or 100 ug PapMV 6 h before tumor inoculation with 5 x
10° B16-OVA and euthanized on day 17-post inoculation. Lungs were perfused with 5 ml PBS
and conserved in Fekete’s solution for nodule visualization. For metastasis quantification, mice
were injected i.v. with 100 pl Tris or 100 ug PapMV 6h before or 2 days after tumor inoculation
with 1 x 10° B16-OVA-oFL and euthanized on day 21-post inoculation. Lungs were
homogenized in 1 ml Reporter Lysis Buffer (Promega Corp) for luminescence quantification
while mediastinal draining lymph nodes were harvested for tetramer staining analysis by flow

cytometry.
Luminex cytokine analyses

Mice were injected s.c. in the right flank with 5 x 10° B16-OVA cells. At day 7-post inoculation,
100 png PapMV or 100 ul Tris 10 mM were injected directly into the tumor. Treatment was
repeated at days 12- and 17-post inoculation. 6h after the last injection, tumors were harvested,
weighed and homogenized in 1 ml PBS. Supernatants were used to evaluate cytokine
production using a Luminex screening assay kit (R & D systems) following the manufacturers’
instructions. Chemokine/cytokine concentrations are reported in pg per gram of tumor.
Chemokine/cytokine production was evaluated in the blood of mice, 6 h after 100 ug PapMV i.v.

injection and are reported in pg/ml of blood.
Flow cytometry analyses and antibodies

Tumors were recovered from mice and dissociated using frosted slides (VWR International).
Cells were digested with 1mg/ml collagenase D (Roche) and 100 ug/ml DNAse | (Roche) for 15
minutes at 37°C and passed through a 100 um cell strainer (BD Biosciences). Red blood cell
lysis was then performed using a 0.83% NH,4CI solution. Single-cell suspensions were finally
washed with FACS buffer (PBS, 1% BSA, 0.1% sodium azide). Flow cytometry analyses of
mouse surface antigens in tumor-infiltrating cells was performed with the following antibodies:
anti-CD44 (IM7), -CD11b (M1/70), -CD8I1 (53-6.7), gr-1 (RB6-8C5), -F4/80 (BM8), (BioLegend),
-CD45 (30-F11) (BD Biosciences), and H-2Kb (AF6-88.5.5.3) (eBioscience). Staining was
performed for 20 min at 4 'C. PE-coupled gp100-H2Db, TRP2-H2Kb and OVA-H2Kb tetrameric

complexes were generated as previously described(Altman et al., 1996) and staining was
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performed at 37 C for 15 min. Intra-nuclear staining of Ki67 (solA15) was performed using Foxp3
/ Transcription Factor Staining Buffer (eBioscience), according to the manufacturer’s instructions.
Intra-cellular staining for IFN-y (XMG1.2) (BioLegend) and Granzyme B (NGZB) (eBioscience)
was performed after a 5 h restimulation with OVA (2 mg/ml) in the presence of brefeldin A (10
mg/ml) while IFN-a production was evaluated after 4 h incubation with brefeldin A (10mg/ml)
(RMMA-1) (PBL assay science) using fixation/permeabilization buffer (BioLegend), according to
the manufacturer’s instructions. Flow cytometry analyses were performed on a BDLSR Fortessa
flow cytometer (BD Biosciences) and data was analyzed using the FlowJo software (Tree Star

Inc.).
Statistical analyses

For pairwise comparisons, data were analyzed for statistical significance using Student’s t test.
Statistical significance was determined as P < 0.05. Survival curves were plotted according to
the Kaplan—Meier method, and statistical significance in the different treatment groups was

compared using the log-rank test.
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2.4 Supplementary figures
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Figure S1. Physicochemical and cytotoxic properties of PapMV.
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(a) Size measured by dynamic light scattering (DLS) (b) electron micrograph and (c) zeta potential distribution of
PapMV nanoparticles. (d) B16-OVA cells in culture were incubated with 100 ug/ml PapMV and cell numbers were
determined at various time points following stimulation.
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Figure S3. Systemic administration of PapMV induces the production of IL-12p40 and IFN-a. but not of other
pro-inflammatory cytokines.

Luminex quantification of TNF-a, IL-1a, IL-1B, MIP-1a, IL-12p40 and IFN-o production in the blood 6 h after
intravenous administration of PapMV.
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Figure S4. TLR7- and nanoparticle-dependent therapeutic and immune stimulating properties of PapMV.
C57BL/6 mice were implanted subcutaneously with 5 x 10° B16-OVA cells. On d7, mice were injected directly into the
tumor with 100 pl Tris 10 mM, 100 ng PapMV (5 nug of ssRNA equivalent), 95 ug monomers, 5 ung PapMV ssRNA or
5 ng R837. Treatments were repeated on d12 post implantation. (a) Tumor growth in C57BL/6 (upper panel) or Tir7
KO mice (lower panel) was followed by measuring the tumor diameter and calculation of the tumor area. (b) C57BL/6
mice were injected i.v. with 100 pl Tris 10 mM, 100 ug PapMV (5ug of ssRNA equivalent), 95 ung monomers, 5 ug
PapMV ssRNA or 5 ug R837 6 h before i.v. inoculation with B16-OVA cells. Mice were euthanized 17 days post B16-
OVA injection to observe lung nodule formation. On d15 post implantation, tumors were harvested to evaluate tumor
cell proliferation and to analyze immune-cell infiltration by flow cytometry. (c) Proportions of Ki67" cells in the CD45"
tumor-cell population. (d) Proportions of total CD45" cells or (e) myeloid-derived suppressor cells (MDSC), (f) CD8" T
cells, () gp100- and (h) TRP2-specific CD8" T cells within the CD45" cell population. (i) Absolute numbers of different
immune-cell populations in the tumor per 10° total cells. *P < 0.05, **P < 0.01
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Résumé en francais : L'utilisation croissante des virus de plante pour le développement de

nouveaux vaccins et traitements d'immunothérapie souléve des questionnements a propos de la
facon dont le systéme immunitaire reconnait ces virus. Par exemple, alors que les anticorps
naturels et le systtme du complément sont des protéines majeures impliquées dans
'opsonisation, la phagocytose et la destruction des microorganismes infectant les mammiféres,
leur implication dans la reconnaissance des virus de plante n’est pas bien définie. Dans cette
étude, nous avons évalué I'implication des anticorps naturels et du systéme du complément lors
d’'une immunisation avec une nanoparticule dérivée du virus de la mosaique de la papaye
(PapMV) présentement utilisée pour le développement de nouveaux vaccins et méthodes
d'immunothérapie. Nous avons démontré que les anticorps naturels, bien qu’ils se lient au
PapMV ne sont pas impliqués dans sa reconnaissance par les cellules immunitaires. D’un autre
cbté, la protéine C3 du complément se lie fortement au PapMV et sa déplétion réduit
significativement linteraction entre le PapMV et les cellules immunitaires. Néanmoins, une
augmentation de I'activation des cellules immunitaires est observée suite a 'injection du PapMV
dans des souris décomplémentées. En fait, il est intéressant de noter qu’en absence de C3,
l'injection de PapMV induit une plus grande production d’IFN-a, ce qui résulte en une activation
supérieure des cellules immunitaires et des propriétés immunomodulatrices augmentées. En
conclusion, dans cette étude, nous avons déterminé le réle des anticorps naturels et du systéme
du complément dans la reconnaissance et la phagocytose d'un virus de plante, en plus
d’identifier 'implication insoupgonnée du C3 dans la régulation de la production d’IFN-a suite a
I'activation du TLR7.

3.1 Abstract

The increasing use of plant viruses for the development of new vaccines and immunotherapy
treatments raises questions about the way the mammalian immune system recognizes these
viruses. For example, while natural antibodies and the complement system are key proteins
involved in the opsonisation, phagocytosis and destruction of microorganisms infecting
mammals, their implication in plant virus recognition is not well defined. In this study, we address
the involvement of natural antibodies and the complement system during immunization with the
engineered papaya mosaic virus-like nanoparticle (PapMV) used in vaccines and
immunotherapy method currently under development. We demonstrate that natural antibodies,

although binding to PapMV, are not involved in its recognition by the immune system. On the
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other hand, complement component 3 (C3) strongly binds to PapMV and its depletion
significantly reduces PapMV’s interaction with immune cells. Nevertheless, an increased
immune cell activation was observed following complement depletion. Interestingly, TLR7
activation by PapMV in absence of C3 induces a higher IFN-o production thereby resulting in
superior immune cell activation and increased immunomodulatory properties. In conclusion, we
uncovered in this study the role of NA and the complement system in the recognition and the
phagocytosis of a plant virus and identified an unsuspected role for C3 in regulating the

production of IFN-a following TLR7 activation.

3.2 Introduction

The use of plant viruses for vaccination and cancer immunotherapy has gained great interest in
recent years (Lebel et al, 2015). We and others have shown that plant viruses can be
engineered to express vaccine epitopes, thus resulting in the development of specific humoral
and cellular immune responses in vaccinated hosts (Babin et al., 2013, Carignan et al., 2015,
Jobsri et al., 2015, Lacasse et al., 2008, Mallajosyula et al., 2014). In addition, plant viruses are
highly immunogenic in mammals making them effective adjuvants, vaccines and
immunomodulators (Carignan et al., 2015, Jobsri et al., 2015, Lebel et al., 2016, Lebel et al.,
2014, Lizotte et al., 2015, C. Mathieu et al., 2013). More specifically, in our work with papaya
mosaic virus-like nanoparticles (PapMV), we demonstrated that the ssRNA contained within
PapMV activates the TLR7 pathway in plasmacytoid dendritic cells (pDCs) resulting in strong
IFN-a production when injected intravenously. IFN-a then activates a number of immune cells,
which promote the development of protective CD8" T cell responses in the context of bone
marrow-derived dendritic cell (BMDC) immunization in mice (Lebel et al., 2014). Moreover, the
immunomodulatory properties of PapMV advantageously alter the tumor microenvironment,
thereby increasing the anti-tumoral immune response generated and consequently slowing
down tumor growth in the stringent B16 melanoma model (Lebel et al., 2016). Importantly,
PapMV, used in conjunction with other immunotherapy treatments, such as DC vaccination and
PD-1 blockade, greatly potentiates their therapeutic effect. Therefore, plant viruses, such as
PapMV, constitute promising tools in the fight against infectious diseases and cancer. However,
how the mammalian immune system recognizes and interacts with plant viruses is not fully

understood.
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Initial recognition of microorganisms infecting mammals is achieved mainly through interaction
with components of the innate immune system such as natural antibodies (NA) or the
complement system. NA and complement proteins bind conserved motifs expressed on the
surface of pathogens or dying cells favouring their clearance from the bloodstream (Baumgarth
et al., 2005, Vas et al., 2013). They are crucial for the initial containment of viral and bacterial
infections before the adaptive immune response is developed. They can directly neutralize or
eliminate pathogens and are involved in their recruitment to the spleen, an important step to
prevent infection of other organs such as the brain (Ochsenbein et al., 1999a) and for the
development of the adaptive immune response (Ochsenbein et al., 1999b, Ochsenbein et al.,
2000a, Ochsenbein et al., 2000b). Recognition of pathogens by the complement system can be
done in three different ways: the classical, the alternative and the lectins pathway. The classical
pathway is initiated by the binding of C1q to the Fc portion of antibodies opsonizing pathogens
while in the alternative pathway C3 directly binds to the surface of the microorganism. Finally,
the lectin pathway involves the fixation of mannose binding lectin (MBL) to carbohydrate
component in the membranes of pathogens. Although initiation takes place in different ways,
activation of the complement system, invariably leads to the formation of C3 convertase and
cleavage of C3. Then a proteolytic cascade leads to the different effector activities of the
complement system. Thus, elimination of the central protein C3, following injection of cobra
venom factor (CVF), blocks the activation of the three pathways. In summary, NA and the
complement system are well known to be implicated in the initial control of microorganisms
infecting mammals (Baumgarth et al., 2005, Ochsenbein et al., 2000b). However, their role in
plant virus recognition has not been studied. Since plant viruses are not very different from
mammalian viruses, it is very likely that these elements of the innate immune system are also
involved in their recognition. This could have a significant impact on their dissemination in the
body, but also on the development of the adaptive immune response and thus the effectiveness

of vaccines and immunotherapy treatments that use plant viruses.

In this study, we evaluate the role of NA and the complement system during immunization with
PapMV, an engineered plant virus used in vaccines and immunotherapy treatments currently
under development. Using B cell-deficient JHT mice and CVF we demonstrated that NA have no
involvement during immunization with PapMV. On the contrary, C3 binds to the surface of the
PapMV and its absence reduces PapMV phagocytosis. However, complement depletion
enhances immune cells activation following PapMV injection. Unexpectedly, absence of C3
results in higher IFN-a production after TLR7 activation by PapMV ssRNA, thus increasing its

immunomodulatory properties.
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3.3 Materials and Methods

Ethics statement. This study was performed in accordance with the Canadian Council on
Animal Care guidelines. All animal experiments were reviewed and approved by the INRS-IAF

institutional animal care committee.

Mice. Female 6- to 10-week-old C57BL/6 mice were purchased from Charles River. TIr7 KO,
Myd88 KO and C3 KO mice were purchased from The Jackson Laboratory. Where indicated,
complement depletion was performed by injecting 20 ug CVF (Quidel) i.p. 24 h before using the

mouse.

PapMV nanoparticles. PapMV nanoparticles used in this study were kindly provided by Folia
Biotech Inc, and were produced as described in our previous study (C. Mathieu et al., 2013).
LPS contamination was always below 50 endotoxin units (EU)/mg of protein and considered as

negligible.

Cell culture. B16-OVA cells were kindly provided by Dr. Richard Vile (Mayo Clinic,
Rochester, MN) and cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium supplemented with
10 % fetal bovine serum and 5 mg/mL of G418 to select for OVA expression. Bone
marrow derived dendritic cells were generated as described previously (Lebel et al.,
2014).

Virus. VSV was propagated and titrated on Vero cells. In order to evaluated immune cell
activation, IFN-a production and virus recruitment to the spleen, mice were infected with 2 x 10°
PFU VSV Indiana i.v. Blood sample were taken at 7, 14 and 24 h post-infection (p.i.) for the
quantification of IFN-a. and mice were euthanized at 24 h p.i. to evaluated immune cells
activation and at 2 h p.i. for virus titration. For survival analysis, C57BL/6 and JHT mice were
infected with 1 x 10° or 1 x 10°PFU VSV Indiana i.v. respectively. Mice were euthanized upon

reaching an endpoint (paralysis of the back legs or convulsions).

Immunization. PapMV injections were done i.v. with 100 ug. For BMDC-OVA immunization
experiments, 100 ug of PapMV or 100 ul of vehicle (Tris 10 mM) were injected i.v. 6 h before i.v.
immunization with 1.25 x 10° mature BMDC-OVA or unloaded BMDC. OVA-specific CD8"* T cell
response was analyzed at day 7 post-immunization in the spleen and the peripheral lymph

nodes.
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Plasmacytoid dendritic cell depletion. The hybridoma cell line producing monoclonal antibody
927, specific for the mouse bone marrow stromal antigen 2 (BST2), used for the depletion, was
kindly provided by Dr Marco Colonna (Washington University school of Medicine, USA).
Depletion was done as described previously (Rajagopal et al., 2010). Briefly, mice were injected
(i.p.) with 500 pg of purified antibody 927 or an isotype control 24 and 48 hours before PapMV
immunization. Depletion leads to a reduction of at least 60% of pDC numbers in the spleen as

measured by flow cytometry.

Flow cytometry analysis and antibodies. Flow cytometry analysis of mouse surface antigens
was performed with the following antibodies: anti-CD69 (H1.2F3), -CD86 (GL1), -CD11c (N418),
-CD11b (M1/70), -F4/80 (BM8), -CD8a (53-6.7), -CD19 (6D5), -CD45R/B220 (RA3-6B2), -
CD317 (PDCA-1) (927), -CD44 (IM7) (BioLegend). Staining was performed for 20 min at 4°C.
PE-coupled OVA-H-2Kb tetrameric complexes were generated as previously described (Altman
et al., 1996) and staining was performed at 37 C for 15 min. Intra-cellular staining for IFN-y
(XMG1.2) (BioLegend) and Granzyme B (NGZB) (eBioscience) was performed after a 5 h
restimulation with OVA (2 pug/ml) in the presence of brefeldin A (10 ug/ml) using
fixation/permeabilization buffer (BioLegend), according to the manufacturer’s instructions. Flow
cytometry analyses were performed on a BDLSR fortessa flow cytometer (BD) and data were

analyzed using the FlowJo software (Tree Star).

PapMV distribution experiment. PapMV was labeled with Alexa 647 using the Molecular
Probes® Protein Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) following the manufacturers’
instructions. Alexa 647-labeled PapMV was injected i.v. and mice were sacrificed two hours

post-immunization for flow cytometry analysis.

Cytokine analyses. IFN-o. levels in sera, lymph nodes and spleen homogenates from
immunized mice were determined by ELISA following the manufacturer's instructions (PBL
InterferonSource). IL-6, IP-10 and MCP-1 production was evaluated in the blood of mice 6 h
after PapMV injection using a Luminex screening assay kit (R & D systems) following the

manufacturers’ instructions and are reported in pg/ml of serum.

Lung nodule establishment assay. Mice were injected i.v. with 100 ul Tris 10 mM or 100 pug
PapMV 6 h before tumor inoculation with 5 x 10° B16-OVA and euthanized on day 17-post
inoculation. Lungs were perfused with 5 ml PBS and conserved in Fekete’s solution for nodule

visualization.
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Complement proteins and IgM detection by ELISA.

To evaluate the binding of complement proteins or IgM to PapMV and VSV, ELISA plate was
coated with 5 ug/ml of each protein and freshly harvested serum from C57BL/6 or JHT mice was
used as source of proteins. After 20 minutes incubation at 37°C the detection of the proteins was
done with biotinylated anti-IgM, anti-C3, anti-C1q or anti-C4 antibodies (Cedarlane), follow by
streptavidin-HRP (Southern Biotech).

PapMV ssRNA quantification by qPCR.

Spleen samples were homogenized in TRIzol (Life Technologies) using a Polytron homogenizer
and total RNA was extracted following the manufacturer's recommendations. Two pg was
reverse-transcribed with Superscript Il using random hexamers (Life Technologies) according to
the supplier's instructions. gPCR was performed with the following primers and probes. For
Gapdh: Tagman gene expression assay ID: Mm99999915 _g1. In the case of PapMV ssRNA,
sequences used were as follows: (Forward) 5-CTCACTCCGGGCTGTTATTC-3', (Probe)
5'-FAM-AGAGGCCTACAGAGACATTAAGCTCACT-MGB-3 and (Reverse)
5-CTGCTACTGCTACTGGATGTG-3'. Each reaction was performed in triplicate using a real-
time cycler ABI Prism 7500 (Life Technologies). The PapMV ssRNA copy number was
determined using a standard curve established by serial dilution of pure PapMV RNA. Results
were normalized on Gapdh expression and were presented as number of PapMV ssRNA copy
by ug of total RNA.

Statistical analysis. Data were analyzed for statistical significance using Student t test.

Statistical significance was determined as p < 0.05.

3.4 Results

The complement system is involved in PapMV recognition by immune cells. To evaluate
the implication of NA and the complement system during immunization with PapMV, we first
analyzed their binding on PapMV. Performing ELISA experiments with serum coming from
C57BL/6 and B cell-deficient JHT mice as source of proteins, we observed that natural IgM and
complement proteins bind to PapMV (Fig 1A and B). More specifically, we found a strong
association between C3/C3b/iC3b/C3dg proteins and PapMV while C1g and C4/C4b/C4d only
slightly bind to PapMV in comparison to their association with IgM, an initiator of complement

activation (Fig. 1B). In addition, an increased level of the anaphylatoxin C3a, produced after C3
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cleavage, is measured shortly after PapMV injection (Fig. 1C). Interestingly, the use of antibody
deficient serum as source of complement proteins does not decrease the fixation of C3 on
PapMV. In fact, the level of C3 detected on PapMV in absence of NA is significantly higher. On
the contrary, consistent to what is known about the mechanism of action of C1q and C4,
absence of NA greatly reduced their binding on PapMV (Fig. 1B). Altogether, these results
suggest that PapMV surface activates the cleavage of C3 and consequently induces the

production of C3b that associates with PapMV and C3a, that is released.
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Figure 1. Complement proteins bind to PapMV and are implicated in its phagocytosis.

Evaluation by ELISA of the binding of IgM (A), C3, C1q and C4 (B) to PapMV. (C) Determination of C3a production 30
min after PapMV or Tris injection in C57BL/6 and C3 KO mice. (D) Quantification of PapMV ssRNA copy in the spleen
2 h after injection i.v. in C57BL/6 and JHT mice pre-treated (black bars) or not (white bars) with cobra venom factor
(CVF). (E) (upper panels) Representative overlay histograms showing PapMV nanoparticles in DCs, macrophages
and B cells after intravenous injection of PapMV-A647 in C57BL/6 mice treated (dash lines) or not (bold lines) with
CVF in comparison with Tris-injected mice (filled histograms). (lower panels) Compilation of the proportion of
PapMV-A647" DCs, macrophages and B cells in the spleen 2 h after PapMV-A647 i.v. injection. OD: optical density.
Results are shown as the mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS=non significant.

Then, we determine the role of NA and complement proteins on PapMV recognition by immune
cells by injecting PapMV in C57BL/6 and JHT mice treated or not with CVF to inactivated the

complement system. We observed that in absence of NA, there is no modification in PapMV
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recruitment to the spleen (Fig 1D). However, a decrease in the amount of PapMV ssRNA in the
spleen was obtained following depletion of the complement system by CVF injection, especially
in the absence of NA (Fig. 1D). This effect was confirmed using a fluorescent PapMV. More
specifically, the proportion of immune cells from the spleen, the blood and the lymph nodes such
as dendritic cells and B lymphocytes interacting with PapMV was significantly decreased in

CVF-treated mice while the absence of NA has no impact. (Fig. 1E and S1A).

If we compare the results obtained for PapMV with the vesicular stomatitis virus (VSV), a ssRNA
virus infecting mammals for which the involvement of NA and complement is well characterized,
it is possible to note some differences. For example, the main complement components fixed on
VSV are C1q and C4 and their binding are dependent on the presence of NA (Fig. S2A). In
addition, VSV recruitment to the spleen is significantly reduced in absence of the complement
system, NA or both (Fig. S2C). In conclusion, although the mechanisms are not completely
identical to those involved in the recognition of VSV, the complement proteins and NA bind to
PapMV, a plant virus, and complement depletion reduces the interaction of PapMV with immune

cells.

Complement depletion increases immune cells activation and IFN-a production following
PapMV immunization. Since complement depletion decreases the phagocytosis of PapMV and
its recruitment to the spleen, we evaluate the impact of this deficiency on immune cells activation
following PapMV immunization. Strikingly, the reduced interaction of PapMV with immune cells
in absence of complement correlates with a higher immune cells activation in the spleen and the
lymph nodes, while the lack of NA has no impact (Fig. 2A and B and Fig. S1B). More specifically,
an increased expression of the co-stimulatory molecule CD86 on dendritic cells and the
activation marker CD69 on CD8" T cells and B lymphocytes is observed following PapMV
immunization in complement-depleted C57BL/6 mice, while CVF injection alone does not affect
their expression (Fig. 2A and B and not shown). We have previously demonstrated that
activation of immune cells following immunization with PapMV is dependent on the production of
IFN-a. (Lebel et al., 2014), so we evaluated the production of this cytokine following PapMV
injection in absence of complement. Fittingly, the IFN-o production was also drastically
increased in the serum, the peripheral lymph nodes and the spleen in absence of complement
(Fig. 2C), whereas CVF injection alone does not induce IFN-a production (not shown). In
addition, the secretion of cytokines and chemokines produced in response to IFN-a in the

context of PapMV immunization, such as IL-6, IP-10 and MCP-1 were significantly higher in

129



A

CVF-treated mice (Fig. 2D). Finally, in absence of complement, the IFN-a production is still

dependent on MYD88, TLR7 and pDCs, but not on NA (Fig 2E).
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Figure 2. Complement depletion increases immune cells activation and IFN-a production following PapMV
immunization.

(A) Representative overlay histograms of CD86 and CD69 expression on splenic DCs, CD8" T cells and B cells 24 h
after PapMV injection i.v. in C57BL/6 mice treated (dash lines) or not (bold lines) with CVF in comparison with Tris-
treated mice (filled histograms). (B) Compilation of CD86 expression on splenic DCs and CD69 expression on splenic
CD8" T cells and B cells 24 h after PapMV immunization in C57BL/6 or JHT mice pre-injected (black bars) or not
(white bars) with CVF. Results are presented as a ratio of the mean fluorescence intensity (MFI) of the analyzed
sample on the MFI of the Tris sample. (C) ELISA quantification of IFN-a production in the serum, peripheral lymph
nodes and spleen homogenates of C57BL/6 mice immunized with PapMV. (D) Evaluation by luminex of serum IL-6,
IP-10 and MCP-1 concentration 6 h post PapMV immunization in C57BL/6 mice pre-treated (black bars) or not (white
bars) with CVF. (E) Serum IFN-a production 6 h post PapMV immunization. Results are shown as the mean + SEM.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

In the case of VSV, the reduced recruitment of the virus in the spleen in absence of NA
correlates with a decreased expression of CD86 on DC and CD69 on CD8" T cells and a lower
IFN-a production (Fig. S2D and S2E). However, absence of complement does not modify the

expression of these activation markers but increases the IFN-o secretion. To summarized,
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although NA have different impact on VSV infection and PapMV immunization, in both cases

CVF administration enhances the production of IFN-a.

Complement inactivation increases the immunomodulatory properties of PapMV.
Considering that the immunomodulatory properties of PapMV are greatly dependent on the
production of IFN-a, we evaluate the impact of the complement inactivation on the
adjuvant/immunotherapeutic effect of PapMV. We first assess the effector CD8" T cell response
following BMDC immunization. We already knew that the use of PapMV as adjuvant for
BMDC-OVA immunization increases the proportion of OVA-specific CD8" T cells. In the present
experiment, we demonstrated that although administration of CVF alone does not modify de
generation of OVA-specific effector CD8" T cells by itself, injection of PapMV in complement-
depleted mice significantly enhances the proportion of OVA-specific CD8" T cells in the spleen
and the lymph nodes, at day 7 post-immunization, in comparison to PapMV injection in
untreated mice (Fig. 3A). In addition, a greater proportion of CD8" T cells producing effector
molecules such as IFN-y and granzyme B was obtained by combining CVF and PapMV
treatment in conjunction to BMDC-OVA immunization as compared to PapMV treatment alone.
Importantly, the higher IFN-a production and immune cell activation following PapMV
immunization in complement-depleted mice also results in a better protection against B16-OVA
melanoma cells implantation in the lung (Fig. 3B). Effectively, whereas injection of PapMV 6 h
before tumor cells inoculation drastically reduced B16 nodule formation in the lung, perform this

experiment in CVF-treated mice result in almost no tumor cells implantation.
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Figure 3. Complement inactivation increases the immunomodulatory properties of PapMV.

(A) Compilation of the proportion of OVA-specific CD8" T cells in the spleen (left panel) and the peripheral lymph
nodes (right panel) 7 days after BMDC-OVA immunization. (B) Proportion of IFN-y (left panel) and granzyme B (GrzB)
(right panel) producing CD8" T cells in the spleen 7 days after BMDC-OVA immunization. (C) Pictures of lungs 17
days after B16-OVA injection i.v. Figure A and B were gated on CD8" T cells. Results are shown as the mean + SEM
*p < 0.05, **p < 0.01

In the case of VSV, the increased IFN-a production in C57BL/6 treated with CVF has no impact
on mice survival (Fig. S1F). However, when there is no natural antibody, a higher IFN-a level

correlates with a superior survival.

Absence of the complement component 3 is responsible for the increased IFN-a
production and immune cell activation following PapMV immunization. CVF administration
induces several effects including the depletion of C3 and C5, and the production of
anaphylatoxins. In our experiments, we observed that the increased IFN-a production following
PapMV injection in CVF-treated mice seems to be inversely correlated with the amount of C3
present in mice serum (Fig. 4A). Thus, in order to confirm the implication of C3 for IFN-a
production we immunized C3 KO mice. Fittingly, immunization of these mice with PapMV results
in superior IFN-a production and higher expression of CD86 on DC and CD69 on CD8" T cells in
comparison to wild type C57BL/6 mice (Fig. 4B and C). In addition, CVF administration in C3 KO
mice has no impact on immune cell activation and IFN-a production (Fig. 4B and C). and C3 KO
mice does not produce this cytokine at steady state (not shown). Finally, although C3 depletion
increases the production of IFN-a after TLR7 activation by PapMV or VSV, the secretion of this
cytokine was not affected after TLR3 activation by poly(l:C) (Fig.4D).
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Figure 4: Absence of the complement component 3 is responsible for the increased IFN-a production and
immune cell activation observed after CVF injection.

(A) Kinetic of C3 depletion following CVF injection (left panel) and IFN-a production using different time between CVF
and PapMV injection (right panel). (B) ELISA quantification of IFN-a production in the serum of C57BL/6 or C3 KO
mice injected (black bars) or not (white bars) with CVF, 6 h post PapMV immunization. (C) Compilation of CD86 and
CD69 expression on splenic DCs and CD8" T cells respectively 24 h after Tris (grey bars) or PapMV (white bars)
injection in C57BL/6 and C3 KO mice. (D) Serum IFN-a production following poly(l:C) immunization in C57BL/6 mice
pretreated with PBS or CVF. Results are shown as the mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

3.5 Discussion

It has been known for several years that NA and the complement system are implicated in the
control of microorganisms infecting mammals and the development of the adaptive immune
response (Carroll, 2004, Stoermer et al., 2011). In this study, we further characterized how these
elements of the innate immune system impact on immunization with an engineered nanoparticle
derived from a plant virus, PapMV, in comparison with VSV, a mammalian virus for which the
importance of NA and the complement system is well described. First of all, we discovered that
natural IgM and the complement proteins C1g, C4 and C3 bind to PapMV. In addition, we
demonstrated that although NA are required for C1q and C4 association to PapMV their
absence does not decrease C3 binding to this plant virus. In fact, C3 proteins were detected in a
higher level on PapMV in absence of antibody. These results suggest that C3 activation leads to
direct C3b fixation on PapMV and deficiency in NA releases space, now available for more C3b
binding. Furthermore, a higher level of the anaphylatoxin C3a, produced after C3 cleavage, was
found in the serum of mice immunized with PapMV thus confirming the activation of the
complement system by the alternative pathway. In the case of VSV, the classical pathway of the
complement system was already demonstrated to be implicated in the recognition and the
control of this virus (Beebe et al., 1981, Ochsenbein et al., 1999a, Ochsenbein et al., 1999b). In
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the first step of this process, NA bind to VSV, C1q is then recruited and activates C1r and C1s
thereby cleaving C4 and allowing C4b attachment to the virus. Consistent with these findings,
we observed that C3 does not bind directly to VSV while C1q and C4 molecules interact with this

virus when NA are present.

Since NA and complement proteins are involved in opsonization and phagocytosis of
microorganisms, we subsequently determined the impact of NA deficiency and complement
depletion on the recruitment of these viruses to the spleen. Although the absence of NA has no
impact on PapMV recruitment to the spleen, this deficiency greatly reduces the presence of VSV
in this lymphoid organ. Phagocytes have Fc receptors that allow them to bind antibodies
attached to microorganisms, thus leading to their phagocytosis (Daeron, 1997, Uher et al., 1981).
The results we obtained suggest that this process is very important for the recognition of VSV,
but not for PapMV. Phagocytic cells also have surface receptors that bind to C1q, C4b and C3b,
thus promoting uptake and destruction of virus covered with these components (Blue et al.,
2004). Accordingly, complement depletion reduces PapMV interaction with immune cells and
VSV ftranslocation to the spleen. Moreover, we noticed that complement depletion in JHT mice
results in a greater abrogation of VSV recruitment in comparison to undepleted JHT mice or
complement depleted WT mice, showing the collaboration between these two components of
the innate immune system in VSV control. However, PapMV uptake by immune cells seems to
be only dependent on C3b. To our knowledge, this is the first demonstration of the implication of

the complement system in the recognition of a plant virus by the mammalian immune system.

VSV and PapMV are two ssRNA virus, but they differ on some points. For example, VSV is
surrounded by an envelope while this is not the case for PapMV. This difference could have a
significant impact on the interaction of these virus with immune cells. Firstly, enveloped viruses,
like VSV, can incorporate host cell membrane proteins, such as the complement regulators
CD46, CD55 and CD59, during the budding process, thus limiting virus neutralization by the
complement system (J. B. Johnson et al., 2012, Schauber-Plewa et al., 2005, Vanderplasschen
et al., 1998). However, activation of the complement system on enveloped virus can lead to
membrane attack complex (MAC) formation and virus lysis (Blue et al., 2004). PapMV has no
envelope and therefore there is nothing that prevents binding of C3b to its surface but MAC
incorporation and thus virus destruction is not possible. In addition, VSV is an infectious virus
whereas PapMV is a non-replicative particle. Consequently, while the action of NA and
complement can neutralize VSV and potentially limit its ability to activate the immune system, for

PapMV it will favor its phagocytosis, which may be beneficial in order to activate as many cells
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as possible. In accordance to virus recruitment to the spleen, activation of immune cells
following VSV infection in JHT mice was lower than in immunocompetent C57BL/6 mice.
Surprisingly, complement depletion does not reduce immune cell activation following VSV
infection and even increases it in PapMV immunized mice. In fact, we discovered that
complement depleted mice produced higher amount of IFN-a after TLR7 activation by VSV or
PapMV. In the case of VSV, the higher level of IFN-a probably compensate for the lower amount
of virus, thus resulting in similar CD86 and CD69 expression on innate and adaptive immune
cells. It is tempting to speculate that for this virus, the amount of infectious particles and the level
of IFN-a are therefore responsible for immune cell activation. Then, if we look at mice survival in
C57BL/6 mice, a similar phenomenon is observed. More precisely, since the complement is
important for the control of the virus, depletion of the complement probably reduces the capacity
of mice to control the virus. However, since this virus is very sensitive to the effect of type |
interferon, it is possible that a higher IFN-a production compensates and results in similar mice
survival. When JHT mice are infected with VSV, the absence of NA causes a loss of control of
the virus. However, since the complement depends on antibodies to have an effect on VSV
infection (Beebe et al., 1981), complement depletion in JHT mice will not further harm the control

of the virus, but will induce a stronger IFN-a production which will increase the survival of mice.

On the other hand, the immunomodulatory properties of PapMV are strictly dependent on type |
interferon production. As a result, PapMV injection in complement-depleted mice leads to
greater activation of immune cells and provides an increased adjuvant effect during an
immunization and a superior immunomodulatory effect in context of metastasis prevention. Type
| interferon is known to increase MHC-I expression on tumor and immune cells, cross-
presentation by APCs and T cell response (Durand et al., 2006, Gallucci et al., 1999, Le Bon et
al., 2006) so it is logical that a higher IFN-a. production in the context of vaccination and cancer

immunotherapy provides superior benefits.

We previously demonstrated that IFN-a production following PapMV injection was performed by
pDC after TLR7 and MYD88 activation by PapMV’s ssRNA (Lebel et al., 2016, Lebel et al.,
2014). In the present study, we observed that IFN-a production in CVF-treated mice immunized
with PapMV is still dependant on TLR7, MYD88 and pDC, suggesting that complement
inactivation does not modified how PapMV interacts with immunes cells. Thus, the increased
IFN-a production obtained in CVF-treated mice is not achieved through a modification in PRR or

immune cells activation.
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Complement depletion using CVF could results in many consequences such as C3 and C5
depletion as well as anaphylatoxins production that could have an impact on cytokine production
following TLR activation (Kock et al., 2004, W. C. Song, 2012). Interestingly, we notice that the
level of IFN-a after PapMV immunization in CVF-treated mice appeared to be inversely
correlated with the amount of C3 in the blood. Correspondingly, injection of PapMV in C3 KO
mice recapitulates the effect obtained with CVF. In addition, CVF injection in C3 KO mice has no
impact on IFN-a production, indicating a direct effect of C3 or its derivatives in the control of
IFN-a. production by pDC and no implication of C5 cleavage or CVF in itself. Finally, we
demonstrated that C3 depletion does not modify IFN-o production after poly(l:C) injection,
indicating that the repercussion of the complement system on TLR-induced cytokine does not
affect TRIF-associated TLR.

Crosstalk between the complement system and TLR were highlighted last fifteen years
(Hajishengallis et al., 2010, Wittmann et al., 1999). Both can influence each other and have
synergistic or antagonist effects in order to regulate inflammatory responses. However, these
interactions, which vary depending on cell type, TLR ligand or cytokine studied, are very
complex and not yet fully understood. In most of the case, the anaphylatoxins C5a and C3a
were reported to be responsible for the impact of the complement system on the response to
MYD88 dependant TLR activation, mainly through MAPK phosphorylation (Holst et al., 2012, W.
C. Song, 2012). They can either increase of inhibit TLR-induced cytokines (Hawlisch et al., 2005,
Okazaki et al., 2011, Wittmann et al, 1999, X. Zhang et al., 2007). Nevertheless, other
complement proteins, such as C1q, C3b and iC3b, also impact on TLR responses. For example,
these proteins were reported to induce PI3K and ERK1/2 signaling, thus suppressing
transcription factors IRF1 and IRF8 required for IL-12 production in APC (Hajishengallis et al.,
2007, Waggoner et al., 2007). Thus, we could hypothesize that complement proteins such as
C3b, iC3b or C3a also suppressed the transcription factor IRF7 in pDC. Then, in the absence of
C3 (C3 Ko mice or CVF-treated mice), PapMV will not be opsonized by C3b/iC3b and no C3a
will be produced, thus removing the inhibition induced by these proteins and allow for a greater

production of IFN-a.

In conclusion, in this study we decipher for the first time the role of NA and the complement
system in the recognition and the phagocytosis of a plant virus. More importantly, we discover
an unexpected link between C3 and the innate immune response to TLR7 agonists. Since many

promising adjuvants and immunotherapy treatments rely on the production of IFN-I following
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TLRY7 activation, it would be interesting to play on C3 effect on pDC in order to increase the

IFN-a production and therefore to enhance their efficacy.
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3.6 Supplementary figures
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Figure S1.

(A) Representative overlay histograms showing PapMV nanoparticles in DCs, macrophages and B cells from the
peripheral lymph nodes (upper panels) and the blood (lower panels) after intravenous injection of PapMV-A647 in
C57BL/6 mice pre-treated (dash lines) or not (bold lines) with CVF in comparison with naive mice (filled histograms).
(B) Compilation of CD86 and CD69 expression on DCs, CD8" T cells and B cells from the peripheral lymph nodes
24 h after PapMV immunization in C57BL/6 or JHT mice injected (black bars) or not (white bars) with CVF. Results
are presented as a ratio of the mean fluorescence intensity (MFI) of the analyzed sample on the MFI of the Tris

sample. Results are shown as the mean + SEM. **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Evaluation by ELISA of the binding of C1q, C4, C3 (A) and IgM (B) to VSV. (C) Quantification of VSV titer in the
spleen 2 h after injection i.v. in C57BL/6 and JHT mice injected (black bars) or not (white bars) with cobra venom
factor (CVF). (D) Compilation of CD86 and CD69 expression on splenic DCs, CD8" T cells and B cells 24 h after VSV
infection of C57BL/6 or JHT mice injected (black bars) or not (white bars) with CVF. Results are presented as a ratio
of the mean fluorescence intensity (MFI) of the analyzed sample on the MFI of the Tris sample. (E) ELISA
quantification of IFN-o production in the serum of C57BL/6 (left panel) or JHT (right panel) mice treated (dash lines) or
not (continuous lines) with CVF and infected with VSV. (F) Survival rate of C57BL/6 (left panel) of JHT (right panel)
mice treated (dash lines) or not (continuous lines) with CVF and infected with VSV. Results are shown as the mean +
SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.
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CHAPITRE 3 : DISCUSSION
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1. LE MECANISME D’ACTION DE PAPMV ET SA CAPACITE A
AMELIORER L’EFFICACITE D’UN VACCIN A MEDIATION
CELLULAIRE

Bien que des adjuvants soient ajoutés dans les vaccins depuis plus de 80 ans, ce n’est que
depuis tout récemment que leurs mécanismes d’action sont étudiés. De plus, alors que le but de
la majorité des vaccins est d’'induire la production d’anticorps spécifiques pouvant neutraliser les
agents pathogénes, le développement de lymphocytes T CD8" spécifiques fonctionnels s’est
révélé nécessaire au contrble de certaines maladies infectieuses et du cancer. Ainsi, les
recherches visant a développer de nouveaux adjuvants et a identifier les éléments requis pour
favoriser le développement d’'une réponse immunitaire cellulaire en contexte de vaccination se

sont intensifiées ces derniéres années.

Nous avons démontré précédemment que le PapMV, une nanoparticule dérivée d’'un virus de
plante, est un adjuvant efficace pour augmenter la production d’anticorps par un mécanisme qui
n’était pas encore élucidé. Dans cette thése, nous avons découvert, grace a l'utilisation de
souris déficientes en différents éléments nécessaires a la réponse aux PAMPS, que '’ARNsb
synthétique du PapMV est I'élément clé de son pouvoir immunomodulateur sans toutefois étre
suffisant a lui seul. En effet, TARNsb de PapMV est détecté par le TLR7, puis la signalisation a
l'aide de la molécule adaptatrice MYD88 et du facteur de transcription IRF7 méne a la
production d’IFN-a, alors que les protéines de la capside a elles seuls n‘ont aucun effet
immunomodulatoire (figure 7). Cependant, 'assemblage en VLP des protéines de la capside du
virus autour de 'ARNsb est nécessaire au pouvoir adjuvant de PapMV. Cela s’explique
probablement par le fait que les protéines de la capside du virus protégent 'ARNsb de la
dégradation par les nucléases. En outre, 'assemblage en VLP favorise une phagocytose ciblée
du PapMV par les CPA, ce qui limite les effets indésirables d’'une entrée non spécifiques dans
les cellules. A l'opposé, les ligands synthétiques des TLR endosomaux comme le R837, le
poly(l:C) et les CpG ODN lorsqu’utilisés sous leurs formes natives, sont rapidement dégradés
par les nucléases suite a leur injection in vivo (Nordlund et al., 1970). Il faut donc en administrer
de grandes quantités pour avoir un effet, mais comme ces ligands peuvent entrer de fagon non
spécifique dans les cellules, cela résulte en une toxicité importante (Engel et al., 2011). Ainsi, le
R837 est seulement autorisé pour une utilisation topique et les autres ligands sont présentement

a I'étude en combinaison avec des adjuvants de type systéme de livraison afin de les protéger
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et de favoriser leur phagocytose par les CPA (de Titta et al., 2013, Hafner et al., 2013, Hafner et
al., 2011).

Figure 7. Mécanisme d’action du PapMV.

Lorsque le PapMV est injecté aux souris par la voie intraveineuse, il est phagocyté par les CPA dont les pDC. Suite a
sa phagocytose, le PapMV est dégradé ce qui permet a son ARNsb d’activer le TLR7. La détection de cet acide
nucléique par le TLR7 méne a une cascade d’activation qui résulte en la phosphorylation et la dimérisation d’IRF7 qui
migre au noyau pour engendrer la production d’IFN-a. L'IFN-a est ensuite détecté par son récepteur (au niveau
autocrine et paracrine) et résulte en la transcription de génes stimulés par l'interféron (ISG, interferon stimulated
gene)

La production d’'IFN-a par les pDC induite par l'injection du PapMV engendre subséquemment
une augmentation de I'expression des molécules de présentation et de co-stimulation au niveau
de plusieurs populations de cellules immunitaires qui est dépendante de la présence du
récepteur pour I'lFN-I. D’ailleurs, I'équipe du Dr Polly Matzinger a démontré précédemment que

I'lFN-a est un signal danger qui active des DC (Gallucci et al., 1999). Tel que décrit dans les
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sections 2.3 et 2.4, I'lFN-a est aussi reconnu pour augmenter la présentation croisée par les DC,
en plus d’étre important pour le développement de la réponse T CD8" (Le Bon et al., 2006, Le
Bon et al., 2003). Cette derniére propriété nous a incité a évaluer la capacité de PapMV a
augmenter la réponse immunitaire cellulaire. Pour ce faire, nous avons utilisé 'immunisation a
'aide de BMDC, une méthode de vaccination reconnue pour engendrer le développement de
lymphocytes T CD8" spécifiques aux antigénes chargés sur les BMDC. Lorsque le PapMV est
injecté 6 h avant les BMDC chargées avec le peptide OVA.s7_0e4 Cela permet d’obtenir un niveau
élevé d'IFN-a dans le sérum et les organes des souris au moment de l'injection des BMDC et
résulte en une augmentation de la quantité de lymphocytes T CD8" effecteurs et mémoires
spécifiques a OVA. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ce résultat. D’'une part, 'administration
de PapMV engendre une augmentation de I'expression de CCR7 et CD62L sur les BMDC
transférées (annexe 1). Le CCR7 est un récepteur de chimiokine qui contrdle la migration des
cellules immunitaires dans les organes lymphoides secondaires (OLS) tels que la rate et les
ganglions, alors que CD62L est une molécule d’adhésion qui permet aux cellules immunitaires
de rester dans les OLS (Forster et al., 1999, von Andrian et al., 2003). Ainsi, cela suggére que
les BMDC transférées dans les souris ayant regu le PapMV pourraient avoir une meilleure
capacité a migrer et a rester dans les OLS ce qui augmenterait leur chance d’interagir avec les
lymphocytes T CD8" spécifiques au peptide présenté sur leur CMH-I. Il serait intéressant dans
des expériences futures d’évaluer la migration des BMDC transférées dans les OLS ainsi que
leur interaction avec les lymphocytes T CD8" afin de valider que le PapMV affecte cet aspect de
la réponse immunitaire. En outre, une augmentation de I'expression des molécules nécessaires
pour donner les signaux | et Il aux lymphocytes T, soit la molécule de présentation CMH-I ainsi
que les molécules de co-stimulation CD86 et CD80 est aussi observée chez les souris ayant
recu le PapMV (annexe I). Les BMDC transférées dans les souris pré-traitées avec le PapMV
ont aussi une expression plus forte de CD70. Tel que décrit dans la section 2.4, l'interaction
entre le CD70, exprimé sur les APC en réponse a l'aide CD4", avec le CD27, présent a la
surface des lymphocytes T CD8", est cruciale pour la fonctionnalité de la réponse secondaire
(Taraban et al., 2004, Van Deusen et al., 2010). Dans le modéle d’immunisation avec les BMDC,
puisque les DC transférées présentent seulement un peptide CD8", les cellules transférées
proviennent de souris males et sont injectées dans des souris femelles afin d’avoir une aide
CD4". Etant donné que le PapMV augmente I'expression du CD70 sur les BMDC transférées et
que des ligands de TLR sont déja connus comme étant suffisants pour substituer 'aide CD4"
nécessaire a la fonctionnalité de la réponse secondaire (Bullock et al., 2005), il serait intéressant

d’effectuer une immunisation avec des BMDC de souris femelles afin d’évaluer si
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I'administration du PapMV peut complétement remplacer I'aide CD4" dans ce modéle
d’immunisation. Enfin, puisque I'lFN-o. peut agir directement au niveau des lymphocytes T CD8",
il est aussi possible que ce phénoméne soit en partie responsable de 'augmentation du nombre
de lymphocytes T CD8" spécifiques & OVA lors de I'ajout du PapMV a I'immunisation BMDC-
OVA.

Par la suite, en réalisant les immunisations dans des souris TLR7 KO, nous avons confirmé que
l'activation du TLR7 par ’TARNsb du PapMV et probablement la production subséquente d’'IFN-a
sont nécessaires a 'effet adjuvant du PapMV dans cette situation. De plus, nous avons observé
que lorsque les immunisations étaient effectuées dans des souris déficientes en récepteur de
I'IFN-1, PapMV augmente toujours la quantité de lymphocytes T CD8" effecteurs spécifiques a
OVA, mais plus faiblement que dans les souris sauvages C57BL/6. Comme le PapMV induit la
production d'IFN-a dans les souris IFNAR KO, mais que seules les BMDC transférées peuvent y
répondre, cela suggére que I'IFN-a a un effet direct sur les DC transférées, mais aussi sur
d’autres cellules immunitaires, potentiellement les lymphocytes T CD8". L’'absence d’effet
adjuvant en transférant des DC IFNAR KO dans des souris IFNAR KO pourrait appuyer cette
hypothése. D’ailleurs, 'IFN-a est important pour la survie et les fonctions effectrices des
lymphocytes T CD8" entre autres en augmentant I'expression du récepteur de I'lL-2 sur ces
cellules. Ainsi, la présence d'inflammation permet d’augmenter la quantité de lymphocytes T
CD8" générés, mais augmente aussi la proportion de ces cellules qui ont un phénotype de
SLEC, ce qui peut étre néfaste dans certains contextes (Badovinac et al., 2005, Cui et al., 2009,
Joshi et al., 2007). Dans notre situation, nous avons effectivement observé une augmentation
de la proportion de SLEC chez les souris traitées avec le PapMV. Malgré cela, la quantité de
lymphocytes T CD8" mémoires reste supérieure en présence de I'adjuvant et 'immunisation
avec la combinaison BMDC-OVA + PapMV permet d’avoir une meilleure protection contre une
infection par Listeria monocytogenes, confirmant I'efficacité de PapMV comme adjuvant pour

améliorer la réponse T CD8" (figure 8).
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Figure 8. PapMV est un adjuvant efficace pour augmenter la réponse T CD8"

L’injection i.v. du PapMV aux souris, induit la production d’IFN-a par les pDC, ce qui méne a une activation des
cellules immunitaires. Les DC expriment plus fortement les molécules d’activation et de co-stimulation CD86, CD69 et
CD70, la molécule de CMH de classe |, ainsi que des molécules impliquées dans la migration telles que CCR7 et
CD62L. Cela permet d’améliorer la présentation antigénique aux lymphocytes T CD8" et d’augmenter le nombre de
lymphocytes T CD8" effecteurs et mémoires spécifiques et résulte en un meilleur contrdle d’'une infection
expérimentale par Listeria monocytogenes.

Ainsi, nous avons démontré dans ces expériences que le PapMV améliore plusieurs aspects
importants pour le développement d’'une réponse T CD8" fonctionnelle. Dans le but de
potentialiser encore plus son effet adjuvant, différents éléments pourraient étre étudiés. D’une
part, puisqu’il a été démontré précédemment que la stimulation de plusieurs TLR avait un effet
synergique tant pour augmenter la réponse immunitaire humorale que cellulaire (Kastenmuller et
al.,, 2011, Kasturi et al., 2011), il serait intéressant de générer des molécules de PapMV
contenant différents PAMPS et de les combiner afin d’activer plusieurs voies en méme temps.
Une des possibilités serait d’insérer différents types d’acide nucléique, mais une étude
approfondit de l'interaction entre les différents TLR serait nécessaire puisque dans certains cas,
l'activation de deux PRR peut avoir un effet antagoniste au lieu d’avoir un effet synergique
(Kotaki et al., 2015). D’autre part, étant donné que les anticorps peuvent parfois limiter
I'efficacité des vecteurs viraux utilisés pour la vaccination (Fitzgerald et al., 2003, Lindsay et al.,
2010, Zak et al., 2012), il serait important de caractériser I'effet des anticorps anti-PapMV
développés suite a une premiere immunisation, selon les voies d’injection utilisées, afin de
déterminer si les injections multiples de PapMV sont possibles. Comme le PapMV ne se
réplique pas, la présence d’anticorps spécifiques ne va pas le neutraliser, mais possiblement
faciliter sa phagocytose par les CPA, ce qui pourrait potentiellement augmenter sa

reconnaissance et l'activation des cellules immunitaires. D’un autre c6té, I'opsonisation du
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PapMV par les anticorps pourrait aussi modifier son tropisme, par exemple en augmentant sa
phagocytose par les macrophages, mais en diminuant celle effectuée par les pDC, ce qui
pourrait réduire la production d’IFN-a, cruciale a son pouvoir immunomodulateur. Il s’agit donc

d'un aspect a ne pas négliger.

En résumé, les recherches effectuées sur le développement de la réponse T CD8" en contexte
de vaccination ont permis d’identifier plusieurs des éléments importants pour le développement
d’'un vaccin a médiation cellulaire sécuritaire et efficace. D’'une part, un vaccin qui mime le plus
possible l'infection sans toutefois pouvoir induire une maladie est souhaité. Afin d’assurer
l'innocuité du vaccin, l'utilisation de vaccins vivants atténués ou inactivés est donc de plus en
plus délaissée au dépend des vaccins sous-unitaires. Cependant, dans le but de ressembler le
plus possible a un agent pathogéne, il est souhaitable que les composantes du vaccin aient une
taille similaire a 'agent pathogéne, qu’il contient un ou des PAMPS et qu’il exprime des épitopes
CD4" et CD8". D’autre part, la production d’IFN-I, qui favorise la présentation croisée des
antigénes vaccinaux ainsi que le développement de la réponse T CD8", est aussi requise. En
conclusion, les VLP ainsi que les nanoparticules contenant des acides nucléiques, comme le

PapMV, sont des plus prometteurs.
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2. LE POTENTIEL DE PAPMV DANS UN CONTEXTE
D’IMMUNOTHERAPIE DU CANCER

Bien que l'ablation des tumeurs par chirurgie, la radiothérapie ainsi que la chimiothérapie aient
permis de traiter d'innombrable personnes atteintes de cancer, la thérapie du cancer comporte
encore des failles et un trop grand nombre de personnes décédent quotidiennement de cette
maladie. En effet, les rechutes, les effets secondaires majeurs et le développement de cellules
tumorales résistantes aux traitements sont encore trés présents et soulignent le besoin de
développer de nouvelles méthodes de thérapie. Cependant, étant donné que le cancer consiste
en plusieurs maladies qui ont des propriétés différentes, il est impossible de développer un
traitement universel. Ainsi, une approche personnalisée, incluant une meilleure caractérisation
des cellules tumorales ainsi qu'une adaptation des traitements selon le type de cancer dont
souffre la personne, est de plus en plus retrouvée en clinique. En outre, 'utilisation de méthodes
alternatives comme limmunothérapie est de plus en plus envisagée et a mené au
développement de traitements qui permettent d’augmenter la survie et parfois de complétement
guérir des patients atteints d’un stade avancé de cancer et/ou pour lesquels les thérapies
traditionnelles ont échouées (Kantoff et al., 2010, Rosenberg et al., 2011, Wolchok et al., 2013b).
Parmi les méthodes d’immunothérapies existantes, la vaccination a I'aide de BMDC, le transfert
adoptif de lymphocytes T, le blocage de récepteurs inhibiteurs et l'utilisation de molécules
immunomodulatrices sont les plus prometteuses, mais nécessite encore certaines optimisations

pour conférer un bénéfice maximal.

Dans cette optique, le potentiel du PapMV a été évalué dans le modéle de mélanome murin B16
exprimant l'antigene modéle OVA afin de faciliter le suivi de la réponse immunitaire anti-
tumorale. Il s’agit d’'un des modéles de cancer le plus utilisé chez la souris et a permis de grands
avancements dans la recherche de traitements efficaces contre le mélanome humain. Le
mélanome B16 posséde plusieurs caractéristiques similaires aux mélanomes humains, mais
reste un modéle qui n'est pas parfait et qui peut réagir différemment (Overwijk et al., 2001). Par
exemple, les TAA identifiés dans les tumeurs humaines ont aussi été observés dans les tumeurs
murines. De plus, le transfert adoptif de lymphocytes T CD8" spécifiques pour I'épitope gp100
permet de réduire la croissance des tumeurs autant chez I'humain que chez la souris.
Cependant, alors qu'’il est possible de récolter des lymphocytes T CD8" spécifiques a la tumeur

en mettant en culture des tumeurs humaines en présence d’IL-2, cela est rarement possible
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avec les tumeurs murines. |l est a noter que le mélanome B16 est considéré comme un modéle
trés agressif de cancer qui est faiblement immunogénique (Nanni et al., 1983) et difficile a traiter.
En effet, contrairement aux humains affectés par un mélanome, qui peuvent survivent des mois
ou des années avec la tumeur, le temps pour intervenir est trés court chez la souris. En général,
la tumeur prend une semaine pour étre visible et méne a l'atteinte de points limites d’euthanasie
des souris en 2 a 4 semaines selon les lignées de cellules, ce qui laisse peu de temps pour

démontrer une efficacité thérapeutique.

Lors de nos expériences, le PapMV a tout d’abord été injecté directement dans la tumeur a
partir de 7 jours aprés linjection des cellules tumorales sous-cutanée. Le traitement a ensuite
été répété aux 5 jours. En premier lieu, nous avons observé que la croissance des tumeurs
dans le groupe de souris recevant le PapMV est ralentie en comparaison aux souris contréles.
De plus, cela résulte en une augmentation du temps de survie des souris. Bien que le PapMV
n'ait pas d’effet cytotoxique directe sur les cellules B16, nous avons démontré qu'il y avait une
réduction de la proportion de cellules tumorales positives pour le marqueur Ki67, suggérant une
diminution de leur prolifération (figure 9). En outre, les cellules tumorales des souris ayant recu
le PapMV expriment plus fortement la molécule de présentation CMH-I. Comme les cellules de
mélanome expriment trés souvent un faible niveau de CMH-I (Benitez et al., 1998, Z. Wang et
al., 1993) cette augmentation d’expression pourrait contribuer & augmenter leur reconnaissance
par les lymphocytes T CD8" spécifiques aux TAA et ainsi contribuer a leur élimination (Spiotto et
al., 2002). L'IFN-o. est connu pour augmenter I'expression des molécules de présentation
antigénique (Gallucci et al.,, 1999) et nous avons observé qu'une grande proportion des
macrophages de la tumeur et des ganglions drainants produisent de I'lFN-a suite a I'injection
intra-tumorale du PapMV. Ainsi, il aurait été intéressant de réaliser les mémes expériences mais
avec des cellules B16 déficientes en récepteur de I'lFN-I afin de confirmer la contribution directe

de 'lFN-a dans 'augmentation de I'expression du CMH-I sur les cellules tumorales.

Bien que les pDC aient un rdle crucial dans le pouvoir immunomodulateur du PapMV suite a son
injection i.v. en produisant I'lFN-a, aucune production d’'IFN-a n’a été détectée dans ces cellules
suite a l'injection du PapMV dans la tumeur. D’ailleurs, il a été démontré que les pDC présentes
en périphérie, sont de faibles productrices d’IFN-a (Bjorck et al., 2011, Niederquell et al., 2013).
Dans le méme ordre d’idée, I'équipe du Dr Willem W. Overwijk a démontré que [Ieffet
anti-tumoral du ligand de TLR7/8 3M-052 repose majoritairement sur les macrophages M1
infiltrant la tumeur suite a la production de MCP-1 (Singh et al., 2014). En effet, une forte

présence de MCP-1 résulte en une augmentation de la proportion de macrophages M1 qui
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contribuent a la destruction des tumeurs (Nesbit et al., 2001). Puisque nous observons une
augmentation de la production de MCP-1 dans les tumeurs traitées avec le PapMV, il serait d’'un
grand intérét d’évaluer le phénotype des macrophages présents dans la tumeur suite a
l'injection de PapMV. En outre, il serait aussi possible de dépléter les macrophages ou encore
de bloquer l'action du MCP-1 afin d’évaluer I'importance de ces éléments dans le contexte
d'immunothérapie avec le PapMV. Dans I'’étude du Dr Overwijk (Singh et al., 2014), la présence
d'IFN-a et de pDC a un effet bénéfique dans le contréle de la tumeur, mais les cellules
produisant I'lFN-o. ainsi que le réle exact des pDC n’ont pas été identifiés. Une autre étude a
établi que l'utilisation d’un ligand de TLR7 dans un contexte d'immunothérapie du mélanome
permet de générer des pDC cytotoxiques capables de tuer les cellules tumorales (Drobits et al.,
2012). En fait, la production d'IFN-a augmente I'expression de TRAIL sur les pDC, ce qui
engendre l'apoptose des cellules tumorales qui expriment de forts niveaux du récepteur de
TRAIL (Drobits et al., 2012, Kalb et al., 2012, Saidi et al., 2016). D’ailleurs, alors que les pDC
infiltrant la tumeur nuisent normalement a son contréle, I'utilisation d’'un ligand de TLR7 permet
de renverser leur état immunosuppresseur (Le Mercier et al., 2013). Ainsi, une des avenues
possibles pour la suite de mon projet pourrait étre de mesurer I'expression de TRAIL au niveau
des pDC intratumorales suite a 'administration de PapMV et de faire un test de cytotoxicité in

vitro afin d’évaluer leur capacité a tuer les cellules tumorales.
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CPA Lymphocytes T CD8* MDSC 7 . Cellules tumorales
. A Chimiokines (IP-10, MIP1-a, MCP-1) 2 Infiltration CD8* totaux . A Proportion ‘-" . \‘-‘ A CMH-I
& Cytokines (IL-1a, IFN-a, IL-5) 2 Proportion de T CD8* Pas de différence | /W Kie7
spécifiques aux TAA en nombre 7 N Taille de la tumeur

Figure 9. L’administration de PapMV dans la tumeur modifie le microenvironnement tumoral.

L’injection de PapMV engendre la production de chimiokines et de cytokines dans la tumeur par les CPA dont les
macrophages. Ces médiateurs augmentent l'infiltration de cellules immunitaires dans la tumeur, particulierement les
lymphocytes T CD8" totaux et TAA spécifiques. Une diminution de la proportion, mais pas dans le nombre de MDSC
est également observée. L'injection de PapMV dans la tumeur s’accompagne aussi d’'une hausse de I'expression du
CMH-I a la surface des cellules tumorales ainsi qu'une diminution de I'expression de Ki67. Le tout résulte en une
diminution de la croissance tumorale.
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En poursuivant notre analyse du microenvironnement tumoral (figure 9), nous avons observé
que l'injection de PapMV induit une augmentation de la production des chimiokines IP-10 et MIG
en plus de MCP-1. Ces chimiokines sont induites par I'lFN-y et ont la propriété commune
d’attirer les lymphocytes T (Dufour et al., 2002, Farber, 1997, Romagnani et al., 2001). L'IP-10
est aussi reconnu pour attirer les macrophages, les NK ainsi que les DC en plus d’inhiber
'angiogenése, ce qui est favorable au contréle des tumeurs (Angiolillo et al., 1995, Dufour et al.,
2002, Pertl et al., 2001). D’ailleurs, nous avons observé que les souris traitées avec le PapMV
présentent une plus forte infiltration en cellules immunitaires CD45" dans la tumeur et que cette
augmentation représente majoritairement une migration de lymphocytes T CD8" totaux et TAA
spécifiques. Plus précisément, nous avons évaluer la présence de lymphocytes T CD8"
spécifiques pour OVA, gp100 et TRP-2, mais il est possible que des cellules spécifiques pour
d’autres TAA comme MART-1, tyrosinase et TRP-1 soient aussi présentes. En fait, il a été
démontré précédemment que les lymphocytes T CD8" arrétent de migrer lorsqu’ils rencontrent
leur antigéne et donc que les cellules T CD8" retrouvées dans la tumeur sont majoritairement
spécifiques aux TAA (Deguine et al., 2010). Il aurait été intéressant d’évaluer si cette
augmentation d'infiltration de lymphocytes T CD8" spécifiques a la tumeur est belle et bien
impliquée dans la réduction de la croissance de la tumeur. Ainsi, avec ces résultats nous avons
démontré que I'administration de PapMV dans la tumeur modifie le microenvironnement tumoral
de fagcon a limiter la croissance des tumeurs et par le fait méme a augmenter la survie des

souris.

Sachant que dans 90% des cas de cancer, le décés des patients est attribuée aux métastases
(Mehlen et al., 2006), le développement de traitements en mesure de détruire ces cellules est
primordial. Cependant, plusieurs thérapies prometteuses ne peuvent étre administrées de fagon
systémique car cela méne a des effets secondaires majeures. De son cété, linjection
intraveineuse du PapMV n’a jamais engendré de toxicité visible chez les souris. D’ailleurs, suite
a l'administration systémique du PapMV, les principales cytokines détectées sont I'lFN-a et
I'lL-12, des cytokines favorables au contréle des cellules tumorales et au développement de la
réponse cellulaire. De plus, leur production est transitoire, ce qui limite les risques d’effets
secondaires causés par une forte inflammation. En outre, contrairement a d’autres ligands de
TLRY7 qui peuvent favoriser la prolifération des cellules tumorales suite a une entrée non
spécifique dans ces cellules (Chatterjee et al., 2014), le PapMV n’affecte pas directement la
croissance des cellules B16 lors de test in vitro. En fait, bien que I'activation du TLR7 dans les
cellules tumorales puisse les activer et accroitre leur prolifération, le PapMV est une particule

d’environ 80 nm dont l'entrée dans les cellules est probablement limitée aux cellules
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phagocytaires. Ainsi, nous avons évalué la capacité de PapMV a limiter I'établissement dans les
poumons de cellules tumorales présentes dans le sang. Pour ce faire, le PapMV a été injecté i.v.
6 h avant linjection des cellules B16 par la méme voie. Dans cette situation, les souris
prétraitées avec le PapMV présentent une réduction dans le nombre de nodules présents dans
les poumons. De plus, cela corréle avec une augmentation de la proportion de lymphocytes T
CD8" spécifiques a la tumeur dans les ganglions drainants. Il est intéressant de noter que
'administration du PapMV deux jours aprés linjection de B16 permet aussi de réduire
significativement I'établissement des cellules tumorales dans les poumons et d’augmenter la
réponse immunitaire anti-tumorale. Dans cette étude, le mécanisme permettant a PapMV de
limiter la quantité de cellules tumorales dans les poumons suite a leur injection i.v. n’a pas été
approfondi. Cependant, il est possible d’émettre 'hypothése que cet effet est dépendant de la
production d’'IFN-a. En effet, cette cytokine pourrait entre autres 1- augmenter I'expression
CMHe-I sur cellules tumorales, 2- activer les cellules du systéme immunitaire innée et adaptatif 3-
favoriser la présentation croisée des antigénes tumoraux ainsi que la réponse T CD8", 4-
augmenter I'expression de TRAIL sur les pDC, 5- recruter au poumon des populations de
cellules immunitaires favorables comme les macrophages M1 et les lymphocytes T CD8". ||
serait donc intéressant de tester ces différentes possibilités en utilisant des souris et des cellules
tumorales IFNAR KO.

Les recherches effectuées sur 'immunothérapie ont mis en évidence I'importance d’attaquer le
cancer sur plusieurs fronts. Ainsi, la combinaison de différents traitements sera
vraisemblablement nécessaire a la réussite de I'immunothérapie. Dans cette optique, nous
avons ajouté le PapMV a deux traitements prometteurs présentement autorisés pour la thérapie
de certains cancers : I'immunisation avec les BMDC et I'administration d’anticorps bloquant
anti-PD-1. Dans les deux cas, linjection du PapMV dans la tumeur permet d’augmenter I'effet
thérapeutique de ces traitements ; une différence significative dans la croissance des tumeurs et
la survie des souris est observée en comparaison a la monothérapie. De plus, la combinaison
de deux traitements a permis a certaines souris d’éliminer complétement la tumeur. Mieux
encore, ces souris sont protégées contre une administration subséquente de B16. Ce résultat
suggére qu’il y a eu développement d'une réponse immunitaire anti-tumorale meémoire
fonctionnelle pouvant potentiellement empécher les rechutes. D’autres études utilisant des
ligands de TLR dans la lutte contre le cancer ont obtenues des résultats similaires. Par exemple,
I'administration conjointe de ligands de TLR avec un vaccin a base de DC améliore I'efficacité
de limmunisation, probablement en augmentant I'activation et le pouvoir cytotoxique des

cellules immunitaires (Damo et al., 2015, F. Ma et al., 2010, Vo et al., 2015). Dans le méme
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ordre d’idées, la combinaison du poly(l:C) avec I'anticorps bloquant anti-PD-1 augmente
significativement la survie de souris atteintes d’'un mélanome (Bald et al., 2014b). D’autre part,
l'injection de toxine tétanique, afin de pré-conditionner le site de vaccination rend I'immunisation
avec les DC plus efficace en amplifiant la migration de ces cellules aux ganglions drainants
(Mitchell et al., 2015). Bien que nous n’ayons pas évalué la migration des DC dans cette
expérience, il est probable que I'administration de PapMV ait un impact a ce niveau puisque, tel
que mentionné précédemment, dans le modéle de vaccination systémique, le PapMV augmente
I'expression de CCR7 et CD62L a la surface des BMDC transférées.

L’anticorps bloquant anti-PD-1, quant a lui, est reconnu pour rétablir la fonctionnalité des TIL
sans toutefois augmenter leur présence dans la tumeur (Kamphorst et al., 2013, Spranger et al.,
2015). En accord avec ces études, les souris traitées seulement avec I'anticorps bloquant
anti-PD-1 ne présente pas d’augmentation dans la quantité de TIL spécifiques pour gp100 et
TRP2 en comparaison aux souris contrbles et celles recevant la combinaison anti-PD-1 +
PapMV ont une quantité similaire de TIL que les souris recevant seulement le PapMV.
Cependant, I'administration de l'anticorps anti-PD-1 conjointement avec le PapMV engendre
une réduction significative de la croissance des tumeurs en comparaison avec le traitement
anti-PD-1 seul ou PapMV seul et cela corréle avec une hausse significative de la proportion de
lymphocytes T CD8" produisant les cytokines effectrices granzyme B et IFN-y. Ainsi, il semble
que linjection du PapMV engendre une augmentation du recrutement de lymphocytes T CD8"
TAA spécifiques dans la tumeur, puis que le blocage du récepteur inhibiteur PD-1 permet a ces
cellules d’étre fonctionnelles, ce qui résulte en un effet synergique au niveau du potentiel

thérapeutique.

La majorité des expériences de cette section ont été réalisées avec les cellules B16 qui
expriment l'antigéne modéle OVA (B16-OVA). La présence de cette protéine étrangére a la
souris pourrait potentiellement augmenter 'immunogénicité des cellules tumorales et faciliter le
développement d’'une réponse immunitaire anti-tumorale. Ainsi dans le but de valider I'efficacité
du PapMV, son effet sur la croissance tumorale ainsi que la survie des souris atteintes de
mélanome a été testé en utilisant les cellules B16F10. Dans ce contexte, I'injection du PapMV
dans les tumeurs permet d’obtenir un bénéfice similaire ou méme plus grand qu’avec les
B16-OVA. Les cellules B16F10 étant moins immunogéniques que les B16-OVA, il est possible
que l'effet immunomodulateur du PapMV soit d’autant plus bénéfique afin de briser la tolérance

et de développer une réponse immunitaire anti-tumorale.
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Enfin, quelques études démontrent que I'utilisation de molécules immunomodulatrices telles que
les ligands de TLR augmente l'efficacité du transfert adoptif de lymphocytes T (Amos et al,,
2011, Ly et al., 2010, Nelson et al., 2016). En effet, I'injection de MPL, de CpG ODN ou
d’imiquimod permet d’accroitre I'expression du CD25 sur les cellules T CD8" transférées, ce qui
augmente leur expansion et prolonge leur survie (Ly et al., 2010, Nelson et al., 2016). De plus,
sachant que l'administration de PapMV augmente I'expression du CMH-I sur les cellules
tumorales, engendre la production de chimiokines importantes pour le recrutement des
lymphocytes T dans la tumeur et induit la production de cytokines importantes pour I'activation
des CPA, la présentation croisée des TAA et le développement de la réponse T CD8", il serait
pertinent d’évaluer I'impact de l'injection de PapMV sur le potentiel thérapeutique d’un transfert

adoptif de lymphocytes T CD8" spécifiques a la tumeur.

En somme, les résultats obtenus démontrent que les signaux induits par l'injection de PapMV
sont bénéfiques au développement d’une réponse immunitaire innée et adaptative anti-tumoral,
ce qui laisse présager un trés bon potentiel anti-cancer du PapMV seul ou en combinaison avec

d’autres méthodes d'immunothérapies.
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3. L'IMPLICATION DU SYSTEME DU COMPLEMENT DANS LA
RECONNAISSANCE ET LE POUVOIR IMMUNOGENIQUE DE
PAPMV

Les meécanismes généraux permettant la détection des microorganismes par le systéme
immunitaire sont assez bien connus. D’une part, lors de leur entrée dans l'organisme, les agents
pathogénes sont neutralisés par différentes protéines situées dans les fluides corporels comme
les anticorps naturels ainsi que les protéines du systéme du complément. Celles-ci se lient
majoritairement aux épitopes répétés retrouvés a la surface des agents pathogénes, comme les
phospholipides, la phosphatidylcholine et les polysaccharides, et permettent 'opsonisation, la
phagocytose et la destruction des agents pathogénes, en plus de contribuer au développement
de la réponse immunitaire. D’autre part, les cellules du systéme immunitaire peuvent détecter la
présence de microorganismes suite a la reconnaissance de PAMPS par leur PRR, ce qui méne
au développement d’'une réponse de type inflammatoire comprenant I'activation des cellules

immunitaires ainsi que la production de cytokines.

Au cours des derniéres années, un intérét grandissant a vu le jour pour [l'utilisation de virus de
plante dans le développement de nouveaux vaccins prophylactiques et thérapeutiques (Jobsri et
al., 2015, Lebel et al., 2015, Lebel et al., 2016, Lizotte et al., 2015). D’ailleurs, plusieurs résultats
prometteurs ont été obtenus et ont méme menés a un essai clinique chez 'humain dans le cas
du PapMV (Folia Biotech Inc., 2015). Cependant, les mécanismes de reconnaissance des virus
de plante par le systtme immunitaire sont trés peu connus. C’est pourquoi nous nous sommes
intéressé a évaluer le réle des anticorps naturels et du systéme du complément dans la
reconnaissance et I'effet immunomodulateur du PapMV. Dans un premier temps, nous avons
observé que les IgM naturels, ainsi que la molécule C3 du complément et/ou ses dérivés
(C3b/iC3b/C3dg) se lient fortement au PapMV, alors que les composantes du complément C1q
et C4/C4b/C4d ne s’y associent que faiblement. De plus, lorsque les anticorps naturels sont
absents, il y a une diminution de la détection du C1q et du C4, alors qu’on observe plutét une
augmentation de la liaison du C3 au PapMV. En effet, les anticorps naturels sont importants
dans la voie classique du complément pour permettre la liaison du C1qg et subséquemment du
C4b et du C3b, alors que ce n’est pas le cas lors de la fixation du C3b suite a I'activation de la
voie alternative du complément. Il est possible de croire que I'absence des anticorps naturels,

tels les IgM pentamériques encombrants, permet de libérer de I'espace, maintenant disponible
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pour la fixation de C3b supplémentaire. Enfin, une augmentation de la concentration de C3a
sérique est mesurée suite a l'injection du PapMV, confirmant le clivage du C3. A la lumiére de
ces résultats, il est possible d’affirmer que le PapMV engendre majoritairement 'activation de la
voie alternative du complément. Dans cette voie, il y a une hydrolyse spontanée constante du
C3 et seules les surfaces présentant des molécules régulatrices, comme le facteur H, vont
inhiber son activation (Merle et al., 2015a). Il semble donc que le PapMV, ne posséde aucun
mécanisme de régulation du complément a sa surface et que le C3 hydrolysé peut s’y fixer et
former la convertase C3bBb pour subséquemment amplifier le clivage du C3, la fixation du C3b
ainsi que la production de I'anaphylatoxine C3a. D’ailleurs, d’autres virus tels les adénovirus ou
le virus de la rougeole, ont aussi été identifiés pour activer la voie alternative du complément
(Devaux et al., 2004, H. Jiang et al., 2004).

Par la suite, nous avons évalué I'impact de I'absence d’anticorps et de l'inactivation du systéme
du complément sur l'interaction entre les cellules du systéme immunitaire et PapMV. En premier
lieu, nous avons observé que I'absence d’anticorps naturels n’a pas d’'impact sur le recrutement
a la rate et la phagocytose du PapMV. Cependant, I'injection de FVC, qui engendre le clivage du
C3 et donc son élimination, méne a une diminution de la présence du PapMV a la rate et
associé a des cellules immunitaires de la rate, du sang et des ganglions. Ainsi, la fixation du
C3b sur le PapMV permet probablement aux cellules immunitaires exprimant le récepteur du
C3b (CD35) de lier le PapMV opsonisé, de le phagocyter et de l'apporter aux organes
lymphoides secondaires. Afin d’approfondir notre compréhension de la reconnaissance initiale
du PapMV par les cellules immunitaires, il serait possible de confirmer les résultats de
phagocytose et de recrutement a la rate en évaluant ces paramétres dans des souris déficientes

en CD35 ou en récepteur Fc-a/p.

Par la suite, les propriétés immunomodulatrices du PapMV en absence d’anticorps naturels et
d'un systéme du complément fonctionnel ont été évaluées. De facon cohérente, I'activation des
cellules immunitaires ainsi que la production d’IFN-o. des souris JHT injectées avec le PapMV
sont similaires a celles des souris sauvages C57BL/6. Cependant, l'injection du PapMV dans les
souris traitées avec le FVC engendre une production d’IFN-a ainsi qu’une activation des cellules
immunitaires accrues, malgré la diminution d’interaction entre les cellules immunitaires et le
PapMV. De plus, 'absence d’'un systéme du complément fonctionnel permet d’augmenter les
propriétés adjuvantes et immunomodulatrices du PapMV en contexte de vaccination avec des
BMDC et de prévention d’établissement de métastases pulmonaires, probablement grace a la

plus grande production d’IFN-a.
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Puisque le PapMV est un virus non-enveloppé, I'activation du systéme du complément a sa
surface n’est pas en mesure de soutenir la formation du MAC et ne peut pas entrainer sa
destruction comme c’est le cas pour certains virus enveloppés ou certaines bactéries (Blue et
al., 2004, Merle et al., 2015a). De plus, comme le PapMV ne se réplique pas, son opsonisation
et sa capture par les cellules phagocytaires ne devraient pas restreindre sa capacité a activer
les cellules immunitaires, comme c’est le cas pour d’autres vecteurs viraux réplicatifs utilisés en
vaccination, mais plutdét 'augmenter. Ces propriétés du systéme du complément ne peuvent
donc pas expliquer les résultats obtenus. Enfin, dans toutes les expériences effectuées,
l'injection du FVC seul n’a aucun impact sur les paramétres mesurés. Plus spécifiquement, le
FVC a lui seul n'engendre pas de production d’'IFN-a, d’activation des cellules immunitaires et
n'a pas deffet bénéfique en contexte de vaccination ou d'immunothérapie. Par contre, il est
probable que I'administration du FVC modifie la capacité de production d'IFN-a par les cellules

immunitaires suite a l'injection du PapMV.

La production d’'IFN-a. peut étre induite par I'activation de différents PRR tels le TLR7, TLR9,
TLR3, RIG-I et MDA-5. Nous avons démontré précédemment que le PapMV est un agoniste de
TLR7 (Lebel et al., 2014). Cependant, il serait possible qu’en inactivant le systéeme du
complément le type de cellule immunitaire qui phagocyte le PapMV ainsi que la voie d’entrée du
PapMV dans les CPA puisse étre modifiés. Ainsi, des souris déficientes en récepteur TLR7 et
en molécule adaptatrice MYD88 ont été traitées avec le FVC puis immunisées avec le PapMV.
Tel qu’observé précédemment, la déficience en TLR7 et MYD88 empéche la production d'IFN-a
en contexte d'immunisation avec le PapMV et ce, méme lorsque le systéeme du complément est
inactivé. Cela confirme donc que, dans cette situation, la production d’IFN-a par les souris ayant
recu du FVC dépend seulement de l'activation du TLR7 et n'implique pas d’autres PRR. De
plus, en effectuant une déplétion partielle des pDC, nous avons confirmé que ces cellules sont
toujours les principales productrices d’'IFN-a lors de l'inactivation du systéme du complément. Il
semble donc que l'injection du FVC modifie I'état des pDC, ce qui leur permet de produire plus

d’'IFN-a suite a I'activation du TLR7 par le PapMV.

Dans le but d’identifier comment les pDC sont affectées par linactivation du systéeme du
complément, une analyse du transcriptome de pDC provenant de souris traitées avec le FVC, le
PapMV ou le FVC combiné au PapMV a été réalisée. Les résultats obtenus démontrent que
I'injection du FVC a lui seul ne modifie pas I'expression de génes reliés a la production d’IFN-a
suite a l'activation du TLR7, alors que l'ajout du FVC lors de l'immunisation avec PapMV

engendre une signature génique similaire au PapMV seul, mais avec des niveaux d’expression
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plus élevés (annexe Il). Il serait possible que l'injection du FVC ne modifie pas I'expression de
génes clés dans la production d’IFN-a, mais plutdt I'état des protéines contrélant ce
phénoméne. Par exemple, il a été démontré que les anaphylatoxines C3a et C5a induisent la
phosphorylation de MAPK importantes dans la signalisation des TLR, ce qui permet
d’augmenter ou de diminuer la production de différentes cytokines. Dans la majorité des cas,
l'lL-6 et le TNF-a sont augmentés, alors que la production d’IL-12 est inhibée (la Sala et al.,
2005, H. Tang et al., 2013, Zaal et al., 2013, X. Zhang et al., 2007). Un phénoméne similaire
pourrait donc contrdler la production d’IFN-a. De plus, une augmentation de I'expression des
genes reliés a I'inflammasome a été observée chez les pDC provenant de souris traitées avec le
FVC. L’activation de linflammasome est reconnue pour amplifier la réponse inflammatoire et
ainsi augmenter l'effet adjuvant des sels d’aluminium (Baroja-Mazo et al., 2014, Eisenbarth et
al., 2008). Limplicaton de [linflammasome dans [l'augmentation des propriétés
immunomodulatrices du PapMV lors de linactivation du systéme du complément pourrait étre

évaluée a l'aide de souris déficientes en composantes de I'inflammasome.

D’ailleurs, les anaphylatoxines sont reconnues pour induire la production de cytokines
proinflammatoires suite a l'activation de l'inflammasome (Asgari et al., 2013, Laudisi et al.,
2013). Tel que mentionné précédemment, le FVC est un analogue de C3b qui, lors de son
injection in vivo, forme une convertase permettant le clivage de C3 et C5 (Krishnan et al., 2009).
Ainsi, durant ce processus, il y a production des anaphylatoxines C3a et C5a, qui peuvent avoir
différents impacts sur la réponse immunitaire (Merle et al., 2015b, Sayegh et al., 2014, Zhou,
2012). De plus, le FVC pourrait potentiellement se lier au récepteur du C3b et engendrer des
signaux qui pourraient affecter la production d’IFN-a. Ainsi, afin de déterminer si l'effet de
l'injection du FVC provient de I'absence du C3 ou du C5, de la production d’anaphylatoxines ou
encore d’un effet direct du FVC, des souris C3 KO ont été immunisées avec le PapMV. Lors de
cette expérience, 'absence de C3 permet d’obtenir les mémes résultats que ceux obtenus avec
I'injection du FVC, soit une augmentation de la production d’IFN-o et de I'activation des cellules
immunitaires, alors que Tlinjection du FVC dans les souris C3 KO n’a aucun effet
supplémentaire. Cela confirme donc l'implication du C3 dans la régulation de la production
d’'IFN-a par les pDC suite a I'activation du TLR7 par PapMV.

Le systéme du complément et les TLR sont reconnus pour s’influencer mutuellement (Holst et
al., 2012, W. C. Song, 2012). Il n'est donc pas surprenant que la déficience en C3 puisse
affecter la réponse aux ligands du TLR7. Cependant, les liens entre ces deux systémes sont

encore mal définis et peu compris. Afin de mieux caractériser I'effet du C3 sur les pDC, la
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purification de protéines C3 biologiquement active ainsi que de ses dérivées est nécessaire.
Ainsi, il serait possible d’ajouter du C3, C3a ou C3b a des pDC en culture, puis d’évaluer la
production d’IFN-a suite a la stimulation avec PapMV. Subséquemment, différentes expériences
afin d’identifier les voies qui sont régulées par I'ajout de ces différentes molécules pourraient
étre réalisées. D’autre part, I'immunisation de souris déficientes en récepteur du C3a ou du C3b
avec le PapMV permettrait de mieux comprendre le role des protéines C3 dans la production
d’IFN-a suite a I'activation du TLR7. Par exemple, il a été démontré que la liaison du C3R par le
fimbriae d’'une bactérie inhibe la production d'IL-12 (Hajishengallis et al., 2007). De plus,
I'élimination des cellules apoptotiques opsonisées de C3b est un phénoméne non inflammatoire
durant lequel une inhibition de la production d’IL-12 a aussi été rapportée (S. Kim et al., 2004,
Mevorach et al., 1998). Ainsi, il serait possible que le PapMV opsonisé de C3b engendre lui
aussi des signaux anti-inflammatoires qui limitent la production de cytokines et qu’en absence
de C3, cette inhibition soit levée, permettant une production accrue d’'IFN-a. Dans cette optique,
il serait intéressant de produire un PapMV ne permettant pas la liaison du C3b a sa surface afin
d’évaluer si cela augmente ces propriétés immunomodulatrices ou de développer des anticorps
blogquants ou des antagonistes du C3R qui fonctionnent chez la souris afin de poursuivre notre

compréhension de ce phénomene.

Enfin, afin de déterminer si ce phénoméne est propre au PapMV ou s'il s’'applique a d’autres
virus, des souris ont été infectées avec le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), un virus a
ARNsb enveloppé infectant les mammiféres pour lequel le role des anticorps naturels et du
complément a déja été étudié (Ochsenbein et al., 1999a, Ochsenbein et al., 1999b). Dans cette
situation, nous avons pu constater que bien que le réle des anticorps naturels et du systéme du
complément dans la reconnaissance, la phagocytose et le recrutement de VSV a la rate ne soit
pas le méme que pour PapMV, la décomplémentation des souris, suite a l'injection du FVC,
dans les deux cas, va mener a une augmentation de la production d’IFN-a. Cependant,
I'injection d’'un ligand du TLR3 dans des souris décomplémentées n’a aucun impact sur la
production d’IFN-a.. Ces résultats suggérent que l'impact de la décomplémentation sur la
production d’'IFN-a n’est pas exclusif a PapMV, mais ne s’applique pas au ligand de TLR3
utilisant la molécule adaptatrice TRIF. Afin de pousser plus loin notre analyse, il serait
intéressant de déterminer I'impact de la décomplémentation sur la production d’'IFN-a suite a
'administration de d’autres ligands de PRR (TLR9, RIG-I, MDA-5) et de vérifier si I'effet est

obtenu seulement lorsque le ligand (d’origine virale ou synthétique) entre par la voie
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intraveineuse ou est aussi observé en utilisant d’autres voies d’injection (intramusculaire,

intranasale, sous-cutanée...).

En somme, la meilleure compréhension de I'implication des anticorps naturels et du systéme du
complément dans le pouvoir immunomodulateur de PapMV contribuera a optimiser son

utilisation afin de maximiser son efficacité en contexte de vaccination et d'immunothérapie.
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CONCLUSION
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Les travaux rapportés dans cette thése avaient pour but d’élucider le mécanisme d’action de
PapMV et d’évaluer son potentiel en tant qu’adjuvant et molécule immunomodulatrice induisant
une augmentation de la réponse T CD8" en contexte de vaccination et d'immunothérapie du
cancer. Nous avons démontré que l'activation du TLR7 par TARNsb de PapMV, ainsi que la
production d’IFN-a par les pDC étaient des éléments cruciaux du pouvoir immunomodulateur de
PapMV. De plus, en utilisant le PapMV comme adjuvant a un vaccin a base de BMDC, nous
avons prouvé qu’il était en mesure d’augmenter la force et la fonctionnalité de la réponse T
CD8". En outre, en activant le systéme immunitaire, PapMV engendre une modification du
microenvironnement tumoral de fagon a augmenter la réponse immunitaire spécifique a la
tumeur et par le fait méme le controle des tumeurs. Enfin, le réle du systéme du complément
dans la reconnaissance du PapMV par les cellules du systéeme immunitaire a été mis en lumiére,
en plus d’établir un lien entre la protéine C3 du complément et la production d’IFN-a par les pDC

suite a I'activation du TLR7.

En intégrant, les résultats obtenues dans les trois différentes parties de mon doctorat avec ceux
des études précédemment effectuées par notre équipe de recherche, le modéle suivant a été
élaboré. Lors de I'entrée du PapMV dans le systéme sanguin, ce dernier engendre I'activation
de la voie alternative du complément et est opsonisé par la molécule C3b du complément. En
effet, le PapMV ne posséde pas de molécules régulatrices du systéme du complément ce qui
permet la fixation du C3b a sa surface et la relache de I'anaphylatoxine C3a qui contribue au
développement des réponses immunitaires innées et adaptatives. Par la suite, les cellules
immunitaires, exprimant entre autres le récepteur du C3b, captent le PapMV et le phagocytent.
Subséquemment, ces cellules dégradent le PapMV, ce qui va exposer son ARNsb au TLR7 de
la cellule, situé dans les endosomes. Au niveau des pDC, ce phénomeéne engendre la
production d’IFN-a., la cytokine clé du pouvoir immunomodulateur de PapMV. En effet, suite a la
production d’'IFN-a par les pDC, les autres cellules du systéme immunitaire sont activées et
augmentent I'expression des molécules de co-stimulation et de présentation antigénique a leur
surface. Tout cela permet la présentation des antigénes de PapMV par les cellules
présentatrices d’antigénes aux lymphocytes T CD4" et CD8" et le développement d’une réponse
immunitaire adaptative (humorale et cellulaire) spécifique. Lorsque le PapMV n’exprime pas
d’épitopes vaccinaux, son utilisation permet de générer un environnement propice au
développement d’'une réponse immunitaire humorale et cellulaire. Ainsi, il est non seulement
efficace comme adjuvant lorsqu’on lajoute a un vaccin, mais aussi comme molécule

immunomodulatrice favorisant le développement d’une réponse immunitaire antitumorale.
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Dans cette étude, I'lFN-a s’est avéré avoir un rble central. D’une part, en absence de réponse a
IFN-I (souris Ifnar KO), l'activation des cellules immunitaires ainsi que la production de
cytokines pro-inflammatoires, normalement observées suite a I'injection du PapMV, sont abolies.
De plus, cette cytokine a un impact non seulement sur les cellules immunitaires de I'héte, mais
aussi sur les DC transférées, utilisées pour effectuer 'immunisation. L'IFN-o a donc un impact a
plusieurs stades du développement de la réponse immunitaire. Enfin, en absence de C3,
laugmentation de la production d’IFN-o permet daugmenter [leffet adjuvant et
immunomodulateur du PapMV. Ces observations corrélent bien avec les propriétés bénéfiques
connues de I'IFN-a pour la présentation croisée, l'activation des CPA, le développement la
réponse T ainsi que le contréle des infections virales et des tumeurs (Durand et al., 2006,
Hervas-Stubbs et al., 2012, Hervas-Stubbs et al., 2011, Le Bon et al., 2006, Le Bon et al., 2003,
Le Bon et al., 2002).

En perspective, il serait intéressant d’approfondir notre compréhension de l'impact du PapMV
sur les cellules immunitaires de la tumeur, ainsi que sur les cellules tumorales elles-mémes. Par
exemple, nous pourrions évaluer 'importance de I'lFN-a en utilisant des anticorps bloquant ainsi
que des cellules B16 dépourvues du récepteur de I'lFN-I. Par ailleurs, une déplétion de
différentes populations de cellules immunitaires comme les lymphocytes T CD8", les
macrophages ainsi que les pDC pourrait étre réalisée afin d’évaluer l'importance de ces
populations dans l'effet immunothérapeutigue du PapMV. D’autre part, une meilleure
caractérisation des différents sous-types de macrophages présents dans la tumeur (M1/M2) en
présence de PapMV serait appropriée. En outre, puisque les pDC ne produisent pas d’IFN-a
dans ce modeéle, il serait pertinent d’évaluer si ces cellules ont d’autres fonctions importantes
dans le contréle des tumeurs comme l'expression de TRAIL ou encore la production de
molécules effectrices (granzyme B, perforine) qui pourraient contribuer a la destruction des
cellules tumorales. Enfin, il serait intéressant de voir si PapMV est en mesure d’améliorer
d’autres méthodes d’immunothérapies comme le transfert adoptif de lymphocytes T. Tous ces

éléments nous permettraient de mieux comprendre les propriétés anti-tumorales du PapMV.

D’un autre cété, I'élucidation de I'impact du C3 sur la capacité des pDC a produire de I'lFN-a
serait pertinente. Par exemple, il serait nécessaire d’évaluer quelle composante du C3 est
responsable de l'effet en injectant du C3a ou en utilisant des souris déficientes en récepteur
pour le C3a et le C3b. Par la suite, nous pourrions déterminer I'effet de cette molécule sur les
pDC. Il serait intéressant de s’attarder aux facteurs de transcription ainsi qu’aux molécules

nécessaires a la cascade d’activation du TLR7 menant a la production d’'IFN-a.
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En outre, maintenant que la sécurité du PapMV a été confirmée par un essai clinique de phase |
chez 'humain, la validation de sa fonctionnalité ainsi que la détermination de son mécanisme
d’action avec des cellules humaines est nécessaire dans I'optique de commercialiser cet outil.
Enfin, a la lumiére des résultats présentés dans cette thése, I'expression d’épitopes CD8" a la
surface de PapMV semble étre prometteur pour le développement de vaccins et

d’immunothérapies sécuritaires et efficaces pour générer une réponse T CD8" fonctionnelle.

En conclusion, grace a leur innocuité, leur facilité de production, leur versatilité ainsi qu’aux
résultats encourageants qu’ils ont permis d’obtenir dans le domaine de la vaccination et de
l'immunothérapie du cancer, les virus de plante, tels que le PapMV, seront assurément un outil
de choix afin de répondre aux besoins non comblés dans le domaine de la vaccination ces

prochaines annees.
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Annexe | : Analyse phénotypique des BMDC transférées dans des souris prétraitées avec le Tris
ou PapMV
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Annexe |l : Donnés provenant de 'analyse du transcriptome par RNAseq des pDC triées de la
rate de souris traitées avec FVC, PapMV ou FVC + PapMV en comparaison aux souris
contréles.
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Diagramme de Venn montrant le recoupement des génes modulés a la hausse
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