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RESUME 
 

      L’histoire naturelle du cancer implique des interactions entre la tumeur et les mécanismes de défense 

de l’hôte, tout particulièrement avec le système immunitaire adaptatif. Ainsi la transformation de cellules 

normales en cellules malignes peut engendrer l’expression d’antigènes tumoraux reconnus par les 

lymphocytes T. Plusieurs sous-populations de lymphocytes T (LT) CD4  contrôlent les réponses 

antitumorales, parmi elles, les LT CD4 helper de type-1 (Th1) jouent un rôle activateur majeur de l’immunité 

à médiation cellulaire antitumorale. Ils deviennent actifs grâce à la reconnaissance des peptides de 15 à 20 

acides aminés dérivés d’antigènes tumoraux et présentés par les molécules HLA de classe II. Ils sont 

nécessaires à l’induction et la fonction des cellules effectrices dirigées contre les tumeurs notamment les 

lymphocytes T CD8 cytotoxiques (CTL). De plus la présence de lymphocytes CD4 Th1 infiltrant les tumeurs 

est souvent associée à un bon pronostic chez les patients.  

      A l’aide  d’un modèle in vitro chez l’homme et in vivo chez des souris transgéniques HLA, nous avons 

identifié quatre nouveaux peptides CD4 dérivés de la télomérase (TERT) un antigène de tumeur exprimé 

dans la majorité des cancers humains. Ces peptides appelés «Universal Cancer Peptide, UCP» se lient à la 

majorité des allèles HLA-DR et sont capables d’activer spécifiquement les LT CD4 de type-1.  

Des LT CD4 circulants spécifiques des UCP sont naturellement détectables dans plusieurs cancers humains 

mais absents chez des individus sains. Des clones T CD4 spécifiques des UCP générés à partir des 

lymphocytes de patients, produisent de forts taux d’IFN, TNF, et d’IL-2, cytokines associées à la 

polarisation Th1. L’analyse par ELISPOT IFN, de LT CD4 anti-UCP circulants au sein d’une cohorte de 84 

patients atteints de cancers bronchiques métastatiques a montré la présence naturelle de ces lymphocytes 

chez 38 % des patients. De plus un effet bénéfique de la présence de cette réponse sur la survie globale a été 

observé chez les patients ayant une réponse clinique objective après chimiothérapie (13 vs 10 mois, P< 003). 

In vivo, l’immunisation de souris transgéniques HLA-A2/HLA-DR1 (Tg A2/DR1) avec les peptides UCP 

stimule des réponses T CD4 spécifiques caractérisées par une polarisation Th1. Nous avons montré que la 

présence in vivo de LT CD4 anti-UCP est nécessaire pour l’induction de réponses CTL antitumorales 

efficaces. Ainsi chez des souris co-immunisées en présence d’un peptide UCP, on observe un accroissement 

en nombre et de la qualité des réponses CTL proportionnellement à l’aide délivrée par les LT CD4 anti-UCP. 

L’induction de LT CD4 anti-UCP s’accompagne également d’une activation des cellules dendritiques in vivo 

via un mécanisme impliquant CD40L, IFN et GM-CSF. Dans un modèle de mélanome transplantable chez 

les souris Tg A2/DR1 nos résultats ont montré qu’une vaccination thérapeutique comportant un peptide UCP 

favorise un meilleur recrutement de CTL fonctionnels dans les tumeurs et améliore ainsi l’efficacité 

antitumorale du vaccin.  

      Ces résultats confirment le rôle antitumoral majeur des  lymphocytes CD4 Th1 et soulignent l’intérêt 

clinique de stimuler des réponses T CD4 spécifiques d’antigènes tumoraux de relevance clinique comme 

TERT.  

 

Mots Clés : lymphocytes T CD4, peptide helper restreint HLA-DR, télomerase, CTL, tumeur  
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ABSTRACT 

 
 Recent advances in immunology have now validated the concept of cancer 

immunosurveillance and the leading role of adaptative T cell immunity. Until a few years ago, 

antitumor CD8 T cell responses have been the most studied due to their direct cytotoxic activity on 

tumor cells. On the other hand, study of antitumor CD4 T cell responses are even more challenging 

because of the heterogeneity and plasticity of the various CD4 T cells subpopulations described. 

Among them, CD4 T helper type-1 cells (Th1), mainly characterized by the production of IFN, 

control the activation of antitumor cellular immunity. Thus, stimulation of specific CD4 Th1 cells may 

have a major interest for the development of anticancer immunotherapies. During this research thesis, 

we characterized novel HLA class II epitopes derived from a relevant tumor antigen, telomerase 

(TERT), and studied their capacities to stimulate specific CD4 Th1 cell responses.  

 Using a method based on predictive immunology, we identified 4 peptides derived from 

TERT, referred as « Universal Cancer Peptides » (UCPs), enable to bind the most commonly found 

HLA-DR alleles in human. Using HLA-A2/HLA-DR1 transgenic mouse model, we first evaluated the 

in vivo immunogenicity of these peptides. Immunization of mice with UCPs induces high avidity 

specific CD4 T cells. The study of their polarization showed that UCP-specific CD4 T cells do not 

produce IL-4, -5, -10 or -17 cytokines, excluding a Th1, Treg or Th17 differentiation. In contrast, we 

measured high amount of IFN and IL-2 which characterize a Th1 pattern. The study of  helper role 

allow us to demonstrate that CD8 peptide-based vaccinations in presence of UCPs enhance the 

efficacy of tumor  specific CTL responses. Indeed, the intensity of these responses is strongly 

correlated with that of UCP-specific CD4 T cells induced in vivo. Furthermore, the stimulation of 

UCP-specific CD4 T cells promotes activation and IL-12 release by dendritic cells through a 

mechanism that involves IFN, GM-CSF and CD40L. We also demonstrated the antitumor efficacy of 

UCPs during a therapeutic vaccination in mice, as well as their capacity to foster the recruitment of 

specific CD8 T cells at the tumor site. In addition, the presence of naturally occurring UCP-specific 

CD4 T cell responses was found in different types of cancers such as leukemia, lung, colorectal or 

renal cancers. A study conducted in a cohort of 84 metastatic lung cancer patients revealed a 

synergistic effect of spontaneous UCP-specific CD4 Th1 and chemotherapy-treatment.  

 Altogether, this study provides further evidences that stimulation of antitumor CD4 Th1 cells 

is a powerful method to improve cancer vaccines and also highlights the interest of TERT-derived 

UCPs for the innovative monitoring of antitumor CD4 T cell responses. 

  

Keywords : CD4 helper T cells, HLA-DR restricted peptide, telomerase, CTL, cancer 
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Avant-propos 
 

 Dès 1909, Paul Ehrlich formulait l’hypothèse que des tumeurs peuvent se développer 

spontanément in vivo et que le système immunitaire est capable de les détecter et d’empêcher 

leur prolifération. C’est en 1957 que Lewis Thomas et MacFarlane Burnet introduisent le 

concept d’immunosurveillance des tumeurs (Burnet 1957). Cette théorie stipule que, tout au 

long de la vie, des cellules effectrices du système immunitaire patrouillent activement dans 

tout le corps humain pour identifier et détruire des cellules génétiquement altérées et 

malignes. En effet, des expériences menées chez des souris ont permis de vérifier l’hypothèse 

selon laquelle les cellules cancéreuses seraient immunologiquement différentes des cellules 

normales. Les premières démonstrations directes de la capacité du système immunitaire à 

reconnaître et à détruire des cellules tumorales furent apportées en 1953 par Foley.  L'auteur a 

démontré qu’après ablation d'une tumeur induite chez la souris, celle-ci rejette l'implantation 

d'une deuxième tumeur identique, suggérant ainsi l'existence d'une mémoire immunologique. 

De plus l’immunisation de souris avec des tumeurs irradiées ou des cellules T provenant de 

souris syngéniques préalablement exposées à la tumeur, permettait de prévenir le 

développement de tumeurs implantées (Foley 1953; Schreiber et al. 2011). 

Bien que cette hypothèse ait longtemps été contestée, des données récentes obtenues tout 

d’abord à partir de modèles animaux puis chez des patients atteints de cancers ont confirmé 

clairement cette théorie. En effet, différents modèles de souris transgéniques 

immunodéficientes tels que les souris RAG (déficientes en lymphocytes T, lymphocytes B et 

NK T) ou déficientes en perforine (composant important pour l’activité cytotoxique des 

lymphocytes T et des cellules NK) ont montré une incidence augmentée dans le 

développement de tumeurs spontanées (Kaplan et al. 1998; Shankaran et al. 2001). Plusieurs 

études ont également démontré la contribution active de l’IL-12, l’IFN et d’autres voies 

impliquant l’immunité à médiation cellulaire (Brunda et al. 1993; Dighe et al. 1994; Kaplan, 

Shankaran et al. 1998; Girardi et al. 2001; Shankaran, Ikeda et al. 2001). Chez l’homme, 

comparés à des sujets sains immunocompétents, les patients immunodéprimés ou traités par 

immunosuppresseurs présentent de façon similaire une augmentation significative de 

fréquence de cancers. A ceci s’ajoute l’observation que les patients atteints de cancer (quelle 

qu’en soit l’origine) ayant une infiltration lymphocytaire T importante au sein de la tumeur 

ont une meilleure survie que les patients porteurs de tumeurs non-infiltrées (Rilke et al. 1991; 

Lipponen et al. 1992; Naito et al. 1998; Pages et al. 2009; Fridman et al. 2011; Emens et al. 

2012). 
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 Cependant, si un système immunitaire défaillant rend plus sensible au développement 

de tumeurs, la présence de cancers chez les sujets immunocompétents est un fait avéré. 

L’hypothèse communément admise est que le système immunitaire veille à l’élimination des 

tumeurs les plus immunogènes, poussant par la même occasion la tumeur à naturellement 

sélectionner des variants moins immunogènes qui vont échapper aux cellules effectrices 

(Zitvogel et al. 2006). Le concept d’immunosurveillance fait donc partie d’un processus plus 

général appelé « cancer immunoediting » (Schreiber, Old et al. 2011). La première étape de ce 

processus correspond à la phase d’élimination. Elle  débute lorsque des cellules normales sont 

transformées secondairement par un ou plusieurs stimuli (carcinogènes, mutations génétiques, 

radiations, infections virales...). Une tumeur fortement immunogène chez un hôte 

immunocompétent entraînera une stimulation optimale des cellules effectrices du système 

immunitaire à la fois inné et adaptatif et une élimination rapide de la tumeur naissante.  En 

revanche, en présence d’une tumeur moins immunogène ou d’un hôte immunodéficient,  

toutes les cellules tumorales pourraient ne pas toutes être éliminées et une phase d'équilibre se 

met alors en place. Durant cette phase, qui peut s'étendre sur plusieurs années, les cellules 

tumorales sont tenues sous contrôle par le système immunitaire et des variants de la tumeur se 

développent. Cette étape est majoritairement contrôlée par les cellules du système 

immunitaire adaptatif et conduit à une réponse inflammatoire importante. Au cours du stade 

tardif de la phase d'équilibre, malgré une réponse immune continue, de nouveaux variants peu 

immunogéniques prolifèrent et créent un microenvironnement immunosuppressif défavorable 

qui conduit à un échappement tumoral. Lors de cette dernière phase, la masse tumorale 

devient incontrôlable conduisant à un envahissement cliniquement visible des tissus sains et à 

une dissémination métastatique.   

 L’ensemble de ces observations a donc naturellement conduit à admettre l’existence 

d’antigènes associés aux tumeurs (TAA) et l'existence d’une surveillance de l’émergence de 

tumeurs par le système immunitaire.   

Si l’immunité innée (médiée par les cellules NK, NK T, macrophages ou les cellules 

dendritiques) s’avère être la première barrière mise en place pour contrer la tumeur, elle n’est 

cependant pas en mesure d’installer une immunité spécifique qui pourrait faire face à un 

échappement tumoral ou à l’apparition de métastases. Ce rôle est assuré par l’immunité 

adaptative, notamment les lymphocytes T.  
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 I. Les réponses T CD4 antitumorales 

1. Rôle des différentes sous-populations de LT CD4 dans les 

cancers 
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(follicular heper T cell) et iTreg (induced-regulatory T cell) (Pardoll and Topalian 1998; 

Kennedy and Celis 2008) (O'Shea and Paul 2010). Ces différentes sous-populations de LT 

CD4 ont pour fonction d’orchestrer la réponse immunitaire face à des pathogènes. Parmi 

elles, certaines ont un effet activateur sur l’immunité antitumorale, d'autres au contraire 

l’inhibe, et certaines ont un rôle qui reste à être élucidé. 

 

1.1. Les réponses T CD4 activatrices  
 

1.1.1. Différenciation et rôle des Th1 

 

 Les lymphocytes Th1 coordonnent les réponses immunes à médiation cellulaire 

dirigées contre des pathogènes intracellulaires (virus, bactéries, antigènes de tumeur…). La 

production d’IL-12 par les cellules dendritiques activées est un facteur clé dans la 

différenciation des Th1. La transduction du signal délivré par l’IL-12 aux LT CD4 est assurée 

par STAT4. STAT4 apparait ainsi comme un facteur d’amplification des réponses Th1 

capables d’induire directement la production d'IFN- dans les LT CD4 activés. Les Th1 sont 

caractérisés par l’expression du facteur de transcription T-bet et la sécrétion des cytokines 

IFN, IL-2 et TNF. Les Th1 sont également caractérisés par l'expression de certains 

récepteurs aux chimiokines tels que CCR5 (en particulier sur les Th1 des tissus lymphoïdes 

des intestins) et CXCR3. 

 

Différenciation des Th1  

 

 T-bet est peu abondant dans les LT CD4 naïves. Suite aux signaux induits par la 

stimulation du TCR, son expression augmente via un ensemble d'interactions faisant 

intervenir notamment la voie mTORC1/akt et menant à l'activation de STAT4 (Delgoffe et al. 

2011). Cette signalisation requiert la présence de la GTPase Rheb, activatrice de mTORC1.  

Parallèlement  l'IL-12 sécrétée par les CPA se lie à son récepteur IL-12R et induit à son tour 

l'expression du facteur T-bet via STAT4.  

Seul ou complexé avec d'autres protéines, le facteur T-bet assure la régulation des gènes de 

l'IL-2 (Hwang et al. 2005), de l'IFN-(Wong et al. 2011), du  TNF-a ou encore le récepteur à 

l'IL-12 (IL-12R) (Jenner et al. 2009), amplifiant ainsi les mécanismes de la polarisation Th1. 

De même, l'expression du facteur Eomes amplifie la régulation positive de l'ifn (Yang et al. 

2008; Yagi et al. 2010). T-bet s'avère aussi nécessaire à l'expression de gènes impliqués dans  

la migration des cellules Th1 vers le site de l'inflammation. Ainsi il régule positivement 





Figure 1  : Voies de signalisation 
impliquées dans la  différenciation 
des Th1. 

Figure 1 
impliquées dans la  différenciation 
des Th1.
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Rôle des Th1 dans la réponse antitumorale 

 

 Le rôle antitumoral majeur joué par les Th1 a été clairement établi depuis plusieurs 

années (Ostrand-Rosenberg 2005; Kennedy and Celis 2008). Leur action s’effectue 

principalement via l’aide qu’ils apportent aux autres effecteurs de l'immunité antitumorale : 

CTL, DC, cellules NK et macrophages.  

 Les mécanismes de l’aide fournie par les Th1 pour la génération et l'augmentation 

des réponses CTL antitumorales sont les plus connus et constituent un paramètre important 

pour prévenir l’induction d’une tolérance prématurée des LT CD8 (Bourgeois et al. 2002; 

Curtsinger et al. 2003; Shafer-Weaver et al. 2009). 

La première forme d'aide procurée par les Th1 provient de l'expression transitoire de CD40L à 

la surface des Th1.  Un modèle communément admis repose sur la capacité des Th1 à 

favoriser  la maturation des DC qui, par la suite, vont activer les LT CD8 (Ridge et al. 1998). 

Selon ce modèle, l'interaction des LT CD4 spécifiques de l'antigène avec les CPA présentant 

le complexe peptide/CMH II approprié combiné à un signal de co-stimulation par CD80, 

augmente l'expression de CD40L à la surface des LT CD4. La liaison de CD40L à son 

récepteur CD40 situé à la surface des DC et la production d’IFN activent ces CPA. Ces 

dernières augmentent alors l'expression des molécules du CMH et des molécules de co-

stimulation (ex: CD80, CD86, CD70) à leur surface et produisent des cytokines telles que 

l’IL-12 (Snijders et al. 1998). Les CPA suractivés activent enfin à leur tour les LT CD8 via la 

transmission d'un signal peptide / CMH I associé à des signaux de co-stimulation (Bennett et 

al. 1998; Schoenberger et al. 1998; Smith et al. 2004). 

Un autre type d'aide plus direct repose sur les différentes cytokines produites par les Th1, en 

particulier l'IL-2 et l'IFN, qui facilitent l'expansion et la différenciation des LT CD8 

antitumoraux. L’IL-2 sécrétée par les Th1 fonctionne comme un facteur de prolifération et 

d’activation qui favorise la génération d’une réponse primaire CTL efficace (Greenberg 1991; 

Bos and Sherman 2010). Sa présence durant la réponse primaire (Bourgeois and Tanchot 

2003; Shedlock and Shen 2003; Janssen et al. 2005) associée à l’interaction entre CD40L à la 

surface des Th1 et son récepteur CD40 sur les LT CD8 (Bourgeois, Veiga-Fernandes et al. 

2002) s'est montrée indispensable à l'expansion secondaire des CTL mémoires.  Des études 

ont montré une perte progressive des LT CD8 chez les souris CD4-déficientes, entraînant une 

faible résistance à une infection virale ultérieure (Zajac et al. 1998). Ces données soulèvent 

ainsi un point important dans l’immunosurveillance et l’immunothérapie des cancers car une 

immunité antitumorale prolongée est nécessaire à une complète régression de la tumeur 
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(Ossendorp et al. 1998). L’IFN produit localement par les Th1 favorise quant à lui 

l'expression des molécules du CMH par les cellules tumorales conduisant à une 

reconnaissance accrue de ces cellules par les LT (CTL et Th1). De plus il induit la sécrétion 

de chimioattractants (ex : CXCL9, CXCL10, CCL5…) par les cellules épithéliales tumorales 

et les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins qui vont pouvoir attirer les CTL 

spécifiques de la tumeur sur le site de l’inflammation (Marzo et al. 2000; Wong et al. 2008; 

Nakanishi et al. 2009; Bos and Sherman 2010). Très récemment, une étude menée chez la 

souris a montré que le transfert adoptif de LT CD4 anti-tumoraux à lui seul favorisait la 

maturation des fonctions des CTL endogènes au sein de la tumeur (Ding et al. 2012). Par 

ailleurs, l'effet 'helper' des Th1 peut s'exercer efficacement contre des tumeurs CMH II-

négatives (Ossendorp, Mengede et al. 1998). Compte tenu de l’expression restreinte du CMH 

II sur les tumeurs, le mode d’action des LT CD4 est principalement dépendant de la 

phagocytose des cellules tumorales par les CPA.  

Si beaucoup de modèles expérimentaux ont prouvé que l'activation optimale des CTL dépend 

étroitement de la présence de Th1, d'autres ont cependant mis en évidence l’absence de 

nécessité de LT CD4 helper durant la phase d’initiation de réponses CTL (Zimmerli et al. 

2005; Cote et al. 2011). Dans ce cas de figure, la stimulation d’épitopes CD8 de forte affinité 

serait possiblement suffisante pour induire des CTL capables de produire leurs propres IL-2. 

En revanche les épitopes de faible affinité, reconnaissant par exemple des peptides dérivés du 

soi ou associés aux tumeurs, resteraient dépendants d’une production locale d’IL-2 secrétée 

par les lymphocytes Th1. D'autres paramètres peuvent déterminer si les réponses CTL 

primaires requièrent ou pas la présence d'une aide dépendante des Th1. Par exemple un taux 

élevé de CD70 à la surface des DC permet de contourner le besoin de LT CD4 helper. 

Cependant l'expression de CD70 sur les DC est le résultat d'une interaction CD40/CD40L 

avec les Th1 (Bullock and Yagita 2005). De même, des études in vitro ont montré que 

l'utilisation d'anticorps agonistes anti-CD40 ou la stimulation des TLR (Toll-like receptor) 

permet d'outrepasser le besoin d'une aide apportée par les LT CD4 pour la génération de 

réponses CTL mémoires (Bullock and Yagita 2005; Toka et al. 2005). Récemment Wiesel et 

Oxenius ont examiné l'ensemble des études à l'origine de ce débat sur l'aide apportée par les 

LT CD4 (Wiesel and Oxenius 2012). Bien que certaines études aient trouvé que la présence 

des LT CD4 helper était dispensable voire délétère à la génération de CTL mémoires, dans la 

plupart des cas sans les signaux fournis par les Th1 durant la phase initiale d’activation, le 

maintien de LT CD8 mémoires pleinement fonctionnels est altéré (Gao et al. 2002; Rocha and 

Tanchot 2004; Sun et al. 2004).  Des travaux ont notamment montré que les Th1 régulent 

l’expression de TRAIL à la surface des CTL activés, les rendant moins susceptibles au 
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phénomène d’AICD (activation-induced cell death) lors d’une activation secondaire que leurs 

homologues générés en absence d'aide (Janssen, Droin et al. 2005).  

 Si la fonction classique des Th1 dans l'immunité antitumorale est d'activer les LT 

CD8, la stimulation de LT CD4 antitumoraux peut entraîner une complète régression 

tumorale en absence de LT CD8 (Greenberg 1991; Cohen et al. 2000). Ainsi en plus de leur 

action sur les CTL,  les Th1 sont capables directement ou indirectement de lyser les cellules 

tumorales. En effet, les Th1 jouent un rôle dans la stimulation des cellules de l'immunité 

innée capables d'exercer une activité antitumorale contre la tumeur. L'IFN produit par les 

Th1 induit la production de NO (oxyde nitrique), ROS (reactive oxygen species) et RNS 

(reactive nitrogen species) par les macrophages impliqués dans l'élimination des cellules 

tumorales (Hung et al. 1998). Par la sécrétion d'IFN et d'IL-2, les Th1 prennent aussi part à 

l'activation des cellules NK (van den Broeke et al. 2003; Perez-Diez et al. 2007). De plus, ils 

favorisent le recrutement des macrophages, granulocytes et cellules NK dans le 

microenvironnement tumoral (Cohen, Peng et al. 2000; Knutson and Disis 2005). Bien que les 

fonctions 'helper' des Th1 puissent s'exercer au niveau des ganglions durant la phase initiale 

d'activation de la réponse immune, l'ampleur de leur efficacité se mesure localement 

notamment par la production d'IFNqui favorise l'infiltration de la tumeur par les autres 

cellules de l'immunité (Pardoll and Topalian 1998; Bos and Sherman 2010). 

Par ailleurs, les Th1 spécifiques de la tumeur peuvent eux-mêmes exercer un effet lytique 

sur les cellules tumorales (Schultz et al. 2000). La production d'IFNagit comme un facteur 

antitumoral et anti-angiogénique (Mumberg et al. 1999; Qin and Blankenstein 2000). De 

même, leur action cytotoxique  s'exerce par le biais de la sécrétion de cytokines telles que le 

TNF ou en provoquant l’apoptose des cellules tumorales via les voies de Fas/FasL ou 

TRAIL (TNF-related apotosis-inducing ligand) (Hahn et al. 1995). Un résumé de l'ensemble 

des mécanismes 'helper' utilisés par les Th1 est illustré dans la Figure 2. 

 Chez les patients atteints de cancer, la présence de lymphocytes Th1 au sein de la 

tumeur est associée à un bon pronostic (Pages et al. 2010; Tosolini et al. 2011). Très 

récemment, une étude menée chez la souris a pu montrer que le transfert adoptif de LT CD4 

anti-tumoraux à lui seul favorisait la maturation des fonctions des CTL intra-tumoraux 

endogènes (Ding, Huang et al. 2012) ou des cellules NK (Ainhoa Perez-Diez 2010 Blood). 

Chez les patients atteints de myélome, le transfert adoptif à la fois de LT CD4 et T CD8 

favorise la mise en place d'une mémoire immunitaire centrale robuste (Rapoport et al. 2005). 

 

 



Figure 2 : Rôle helper des Th1 dans la réponse antitumorale. Les lymphocytes Th1 reconnaissent 
les antigènes tumoraux présentés par les DC sur le site tumoral et sécrètent de l'IFN-γ et du GM-
CSF qui, en association avec une intéraction CD40/CD40L, favorise la maturation des DC. En 
réponse à l'IFN-γ, les cellules tumorales et les cellules endothéliales locales produisent les 
chimiomokines CXCL9 et CXCL10. Celles-ci se lient aux récepteurs CXCR3 exprimés à la surface 
des CTL, NK et macrophages ce qui conduit au recrutement de ces cellules au sein de la tumeur 
où ils exercent leurs activités cytotoxiques. Les Th1 favorisent l'activation et la prolifération des 
cellules antitumorales recrutées via la production d'IFN et d'IL-2. De plus les Th1 peuvent 
exercer un effet antitumoral et anti-angiogénique par le biais de la sécrétion d'IFN-γ et de TNF-. 
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1.1.2. Nouvelle population de LT CD4 à activité antitumorale : les Th9 

 
  
 Récemment, une nouvelle population de LT CD4 capable de se différencier en Th9 en 

présence des cytokines IL-4 et TGF- a été décrite (Dardalhon et al. 2008). Les Th9 sont 

caractérisés par une production importante d'IL-9, mais aussi d'IL-10. Leur différenciation 

est assurée par les facteurs de transcription PU.1, IRF4 et STAT6. L'expression de IRF4 est 

nécessaire au développement des Th9 et au maintien de leur fonction (Staudt et al. 2010). Son 

interaction avec PU.1 favoriserait la transcription du gène il-9. Malgré ces quelques données, 

l'ensemble des mécanismes liés à la différenciation des Th9 reste à être étudié. 

Les Th9 ont été décrits jusqu’ici comme ayant une activité globalement pro-

inflammatoire. Ils  sont impliqués notamment dans les réactions d'autoimmunité ou d'allergies 

(Erpenbeck et al. 2003). L'IL-9 secrétée par les Th9 agit en effet comme facteur de croissance 

et d’activation des mastocytes.  De plus, des études menées in vitro ont montré la capacité de 

l'IL-9 à augmenter la production IL-4-dépendante d'IgE et d'IgG, et à favoriser l'expansion de 

certaines sous-populations de LB.  

 Ce n’est que très récemment que des études ont pu mettre pour la première fois en 

évidence l'implication de l’IL-9 et des Th9 dans l'immunité antitumorale (Schmitt and Bopp 

2012). Dans une première étude menée par Purwar et al., les auteurs ont montré que le 

transfert adoptif de Th9  chez des souris sauvages ou Rag1-/- était capable d'inhiber la 

croissance de mélanome (Purwar et al. 2012). Un effet similaire est observé après l’injection 

d’IL9 recombinant contre le développement de mélanomes et de métastases pulmonaires 

induites. Des expériences de déplétion in vivo suggèrent que l'effet antitumoral de l'IL-9 est 

induit par son action sur les mastocytes et non sur les LT ou LB.  

Une seconde étude, conduite par l’équipe de Lu et al. confirme le rôle antitumoral des Th9 à 

l’aide de plusieurs modèles prophylactiques et thérapeutiques de tumeurs murines (Lu et al. 

2012). Cette protection antitumorale s’est même avérée supérieure à celle obtenue par le 

transfert de Th1. Cependant, contrairement aux travaux de Purwar et al., la contribution 

significative de mastocytes dans cet effet antitumoral n’est pas retrouvée. En revanche le 

transfert adoptif de Th9 a conduit à une augmentation importante des réponses CTL 

endogènes via le recrutement CCL20/CCR6-dépendant de DC CD8+ au sein de la tumeur. 

En dépit de l'activité antitumorale des Th9 observée, une étude menée in vitro a 

montré que l'IL-9 sécrétée pourrait paradoxalement favoriser la fonction immunosuppressive 

des Treg (Elyaman et al. 2009). Si les expériences décrites précédemment  sont basées sur 

l'utilisation de Th9 polarisés artificiellement in vitro en présence d'IL-4 et de TGF-, leur 
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induction au cours de stratégies vaccinales n'a pas encore été évaluée. De même le rôle de la 

kinase mTOR dans les mécanismes de différenciation de ces cellules ainsi que l'expression 

spécifique de récepteurs aux chimiokines ne sont pas connus.      

 

 
1.2. Les LT CD4 associés à une immunosuppression : les Treg 

  

  Les Treg CD4+ CD25+  découverts en 1995 par l’équipe de Sakaguchi, font partie des 

mécanismes immunosuppresseurs qui, dans les conditions physiologiques, sont importants 

pour l’homéostasie immunitaire et le maintien d'une tolérance immunitaire centrale et 

périphérique (Sakaguchi et al. 1995). La détermination du phénotype Treg a été révolutionnée 

en 2003 par l'identification d'un nouveau gène appelé Foxp3. Ce facteur de transcription est 

apparu comme un bon marqueur spécifique des Treg chez la souris, mais chez l’homme il 

peut être également induit chez les LT CD4 activés sans que ceux-ci ne présentent pour autant 

d’activité immunosuppressive (Kryczek et al. 2009). La discrimination entre Treg et LT 

activés se fait alors par le marqueur CD127, exprimé faiblement sur les Treg et fortement sur 

les LT activés. De plus, au niveau génique,  les Treg présentent une déméthylation des motifs 

CpG en amont de l’exon 1 du locus Foxp3 qui n'est pas retrouvée chez les LT activés (O'Shea 

and Paul 2010). Les Tregs expriment aussi de façon non-spécifique des molécules de surface 

comme CTLA-4 (CD152) (cytotoxic T lymphocyte antigen 4), GITR (glucocorticoid-

induced tumor necrosis factor family related gene), mTGF- (membrane-tethered 

transforming growth factor), PD-1 (programmed cell death 1), CD73 (chez la souris 

uniquement) et CD39 (Curotto de Lafaille and Lafaille 2009; Pere et al. 2012). De même, 

chez l'homme comme chez la souris, le récepteur aux chimiokines CCR4 est retrouvé 

préférentiellement sur Treg comparé aux LT conventionnels (Iellem et al. 2001; Hirahara et 

al. 2006). 

Parmi les Treg CD4+CD25+ on distingue notamment les Treg dits « naturels » (nTreg) et les 

Treg induits ou adaptatifs (iTreg) (Ito et al. 2008; Curotto de Lafaille and Lafaille 2009). La 

différence phénotypique entre le nTreg et les iTreg  s'établit selon le niveau d'expression et le 

statut (constitutif ou induit) des molécules CD25 et Foxp3 (Tableau 1). 
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Origine des Treg 

 

  Les nTreg sont issus de la différenciation thymique. Ces lymphocytes sont 

sélectionnés positivement après reconnaissance du peptide du soi présenté avec une affinité 

intermédiaire par une molécule de complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II 

(Jordan et al. 2001). Ces nTreg représentent 5-10% des LT CD4+ du sang périphérique chez 

l’homme et 1-5% chez la souris (Baecher-Allan et al. 2001).  Ils  préviennent principalement 

contre la survenue de maladies inflammatoires et constituent la population que l’on retrouve 

chez un individu en absence d'infection. Les iTreg résultent de la conversion en périphérie de 

LT CD4+Foxp3- en LT CD4+Foxp3+. L'origine des iTreg est encore mal comprise, bien qu'ils 

semblent être issus de populations de lymphocytes T matures en réponse à un antigène dans 

un environnement immunosuppresseur (Curotto de Lafaille and Lafaille 2009).  

 Récemment, en plus des nTreg Foxp3+ et des iTreg Foxp3+ , 2 autres populations de 

iTreg Foxp3- ont été décrits : les Tr1 (qui sécrètent principalement de l’IL-10 et sont induits 

après stimulation antigénique) (Roncarolo et al. 2006) et les Th3 (qui sécrètent 

essentiellement du TGF- et sont induits par des antigènes administrés par voie orale) 

(Weiner 2001). L'origine de ces deux populations, à savoir s'ils constituent une population de 

Treg à part ou non, est encore sujet à débats. 

 

 

 

 

 

Treg naturels Treg induits

Tissu Thymus 1OLII/Tissus inflammés

Environnement cytokinique TGF-b, IL-2 ou IL-15 TGF-b, IL-2

Signal de costimulation associé CD28 CTLA-4

Marqueurs CD45RA+/- CD25hi Foxp3hi 

CD39+

CD45RA- CD25low Foxp3low 

CD39+

Expression de Foxp3, CTLA-4, GITR Constitutive Induite

Déméthylation de la région 2TSDR du locus Foxp3 Complète Partielle

Niveau d'expression de CD25 Forte Variable

Autres marqueurs Helios, Nrp1, PD-1, Swap70 Dapl1, Igfbp4

Spécificité Antigènes du soi Antigènes du soi / exogènes

1
OLII : Organes lymphoides secondaires; 

2
TSDR : T-cell specific demethylated region

Génération

Caractéristiques phénotypiques

Tableau 1 :  Comparaison entre nTreg et iTreg



 23 

Différenciation des Treg 

 

 La génération des Treg requiert à la fois une signalisation du TCR (via NFAT et AP1) 

et la présence de TGF-b. In vitro, elle requiert la présence d'IL-2 ou d'IL-15 qui conduit à 

l’activation de STAT5 et amplifie l’expression de Foxp3 (Bluestone and Abbas 2003; Liu et 

al. 2008). Le maintien de Foxp3 est assuré par le complexe Foxp3/Runx1, exprimé 

constitutivement chez les nTreg.  Ainsi, Foxp3 est exprimé fortement chez les nTreg 

(CD4+CD25high), son expression est en revanche transitoire chez les iTreg (CD4+CD25low) 

(Curotto de Lafaille and Lafaille 2009). 

 L’implication de la voie mTOR a aussi clairement montré son importance dans la 

différenciation  des LT CD4  en iTreg. En effet une récente étude menée chez la souris a 

montré que, les LT CD4 n'exprimant pas mTOR (Frap1-/-, Frap1 étant le gène codant pour la 

protéine mTOR) stimulés en présence d'anti-CD3 et de CPA se différencient naturellement en 

Treg au détriment des profils effecteurs Th1, Th2 ou Th17 (Delgoffe, Pollizzi et al. 2011). 

Les iTreg issus de la stimulation de cellules T déficientes en mTOR expriment un taux de 

Foxp3 et de GITR équivalent à celui des nTreg. Ils présentent également une activité 

immunosuppressive et, contrairement aux Treg issus de souris sauvage, ces Treg Frap1-/- sont  

sensibles in vitro à une prolifération induite par l'IL-2. Ainsi dans des conditions normalement 

propices à l'induction de Th1 in vitro ou in vivo après infection virale, l'absence d'une 

signalisation mTOR conduit à la génération de Treg Foxp3+ fonctionnels. Compte tenu du 

rôle du TGF- dans l'induction  des iTreg, les auteurs ont  analysé l'impact de l'absence de 

mTOR sur la sécrétion de TGF- par les cellules. Aucune différence dans la production de 

TGF- n'est observée entre les cultures de cellules issues de souris Frap1-/- ou wild-type 

(WT). En revanche, les LT Frap1-/- présentent d'ores et déjà un taux basal de Smad3 

phosphorylé plus élevé que les LT WT et ce taux augmente encore après stimulation. Ainsi 

les LT Frap1-/- sont rendus plus sensibles à l'activation de Smad3 (un facteur impliqué dans 

l'expression de Foxp3) par le TGF- et donc plus disposés à une différenciation en Treg. De 

manière intéressante, une déplétion sélective de l'un ou l'autre des deux complexes mTOR 

(TORC1 et TORC2) n'est pas suffisante à cette différenciation, suggérant l'implication de ces 

deux protéines dans l'inhibition du développement des iTreg. 

 En plus du rôle de mTOR, d'autres protéines ont montré leur implication directe dans la 

différenciation Treg comme illustré dans la figure 3.  

 

 

 



 
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Figure 3 : Voies de signalisation 
impliquées dans la  différenciation 
des Treg 



Figures 4 : Différents mécanismes immunosuppresseurs utilisés par les Treg CD4+CD25+Foxp3+.  A, Sécrétion 
de cytokines immunosuppressives IL-10, TGF et IL-35. B, Induction d'une lyse ciblée des cellules telles que les 
APC et les LT  via la sécrétion de granzyme A/B et de perforine. C, Perturbation du métabolisme des LT par 
privation d'IL-2 capturée par le récepteur CD25 exprimé par les Treg, ou via le transfert d'AMPc et la 
génération d'adénosine inhibiteurs. D, Inhibition de la maturation et de la fonction des DC de façon contact-
dépendant (via des intéractions CTLA-4/CD80-CD86 ou LAG3/CMH II) entraînant la production d'IDO 
(indoleamine 2,3-dioxygenase) par les CPA. Les CPA exprimant IDO inhibent l'activation des LT via la 
métabolisation du tryptophane. E, Induction de l'expression de B7-H4 sur les APCs, molécule qui à son tour 
induit l'inhibition de la prolifération des LT. 
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 Comme mentionné précédemment, la propriété majeure des Treg réside en leur 

capacité à inhiber les fonctions des LT conventionnels. En plus de leur caractérisation 

phénotypique, il est donc très important d'évaluer l'activité inhibitrice Treg par l'étude des 

différents mécanismes impliqués dans ce phénomène. Les méthodes actuellement les plus 

utilisées  pour mettre en évidence cette activité immunosuppressive reposent sur des tests in 

vitro d'inhibition de prolifération de LT ou sur la mesure de la production de cytokines après 

co-culture de Treg en présence de LT conventionnels à différents ratios.  Plus récemment les 

tests d'inhibition de prolifération sont progressivement remplacés par des tests de détection de 

cytokines par cytométrie (TGF- ou IL-10) associés à un phénotypage des Treg. 

 

Rôle des Treg dans la réponse antitumorale 

 

 Dans un contexte tumoral, le développement de la tumeur est accompagné par 

l'accumulation de cellules suppressives dans le microenvironnement tumoral telles que les 

Treg (Bonertz et al. 2009; Schreiber et al. 2012). Les Treg issus du thymus, des ganglions, de 

la moelle osseuse et du sang expriment le récepteur aux chimiokines CCR4 et sont attirés par 

l'expression de CCL22 (chimiokine ligand de CCR4) sécrétée par les cellules tumorales et les 

macrophages infiltrant la tumeur (Curiel et al. 2004; Mizukami et al. 2008; Gobert et al. 

2009). L’infiltration de la masse tumorale par les Treg contribue ainsi à inhiber l’activation 

spécifique (Chen et al. 2005) ou les cellules NK (Ghiringhelli et al. 2006). Plus récemment il 

a aussi été rapporté que les Treg produisent du VEGF et favorisent ainsi l'angiogénèse 

(Facciabene et al. 2011). Bien que les Treg soient réfractaires à une prolifération in vitro 

induite par les anticorps CD3/CD28, ils peuvent proliférer activement lorsqu'ils sont localisés 

dans le stroma tumoral. Cette prolifération peut être induite sous l'effet d'une libération locale 

d'IL-2 associée à une activation du TcR via la reconnaissance spécifique d'antigènes présentés 

par les DC (Gobert, Treilleux et al. 2009), ou encore via le TGF- produit par les cellules 

dendritiques myéloides immatures locales (Ghiringhelli et al. 2005).  

 Dans les cancers, l'essentiel de l'activité inhibitrice des Treg serait portée 

principalement par les iTreg. En effet, des études ont montré que les iTreg infiltrant les 

tumeurs  humaines ou issus de sang de patients atteints de différents cancers présentent des 

fonctions inhibitrices supérieures à ceux des nTreg isolés de donneurs sains (Chattopadhyay 

et al. 2006; Strauss et al. 2007; Mandapathil et al. 2009).  Dans la plupart des cas, la présence 

de Treg est associée à un mauvais pronostic de la maladie (Liyanage et al. 2002; Curiel, 

Coukos et al. 2004; Wolf et al. 2005; Schreck et al. 2009; Katz et al. 2012) et ces lymphocytes 
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apparaissent comme un composant majeur du mécanisme d'échappement de la tumeur face au 

système immunitaire. 

Cependant une poignée d'études a constaté que la fréquence des Treg Foxp3+ n'était ni 

augmentée, ni associée à un mauvais pronostic. Dans certains cancers tels que le lymphome 

folliculaire (Carreras et al. 2006), les cancers de la tête et du cou (Badoual et al. 2006) et en 

particulier le cancer colorectal (Fridman, Galon et al. 2011), la présence de Treg est corrélée à 

une amélioration de la survie globale des patients. Récemment l'équipe de Ghiringhelli a 

examiné l'ensemble des études se référant à l'infiltration Treg et son pronostic dans les cancers 

colorectaux (Ladoire et al. 2011). Une explication possible repose sur le fait que, dans 

certains travaux, les LT CD4+CD25+ associés à un phénotype Treg seraient en réalité des LT 

CD4 activés.  Une autre explication mettrait en cause une diminution de l'expression de 

Foxp3 dans certaines circonstances.  C'est le cas par exemple des tumeurs humaines enrichies 

en ATP qui peuvent favoriser la perte du marqueur Foxp3 dans les Treg recrutés au sein de la 

tumeur (Schenk et al. 2011). 

 L'ensemble de ces données suggère que les différences entre la fréquence des Treg et 

leur fonction ainsi que les diverses corrélations à un pronostic de la maladie doivent être 

judicieusement traitées. De plus elles soulignent le rôle crucial du microenvironnement 

tumoral dans la modulation de l'activité des cellules du système immunitaire, Treg y compris. 

 

Chez les souris, des études ont montré que la présence de Treg était facteur de mauvais 

pronostic et que leur élimination pouvait améliorer l’efficacité des réponses immunitaires 

induites après vaccination (Onizuka et al. 1999; Tanaka et al. 2002; Morse et al. 2008). 

L'élimination transitoire des Treg durant la phase d'initiation de la réponse immunitaire est 

vue comme un moyen de restaurer ou accroitre l'immunité antitumorale et l'efficacité des 

immunothérapies. Il existe plusieurs stratégies visant à éliminer les Treg ou inhiber leurs 

fonctions, les principales reposant sur l'utilisation de la chimiothérapie et l'utilisation 

d'anticorps monoclonaux.   

Parmi les chimiothérapies, les propriétés immunomodulatrices du cyclophosphamide sont 

bien connues pour éliminer/inhiber  les Treg et restaurer les réponses T antitumorales dans de 

nombreux modèles animaux (Ghiringhelli et al. 2004; Taieb et al. 2006). La déplétion 

sélective des Treg requiert l'utilisation de cet agent à faible dose ou à des doses 

métronomiques.  Cependant son potentiel thérapeutique en clinique n'est pas aussi marqué 

que celui obtenu dans les modèles animaux (Audia et al. 2007; Ghiringhelli et al. 2007).  

L'implication des Treg dans l'immunité antitumorale a été initialement mise en évidence grâce 

à des expériences de déplétion des Treg par administration d'anticorps anti-CD25 (PC61). 
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Cependant CD25 est aussi exprimé sur les LT activés, compliquant l'utilisation de cette 

stratégie. Chez l'homme, l'anticorps anti-CD25 (daclizumab) a été utilisé pour éliminer les 

Treg avec par conséquent des résultats contradictoires (Rech and Vonderheide 2009; de Vries 

et al. 2011). Plus récemment, l'IL-2 recombinante couplée à la toxine diphtérique (ONTAK, 

denileukin diftitox) a été développée afin de cibler uniquement les LT présentant une forte 

expression de CD25. Les premiers résultats de son administration combinée à une vaccination 

ont montré une certaine efficacité dans le cancer du rein et le mélanome (Morse, Hobeika et 

al. 2008). Cependant dans une étude récente menée chez des patients atteints de mélanome, 

aucune diminution des Treg périphériques ni de bénéfice clinique inhérent au traitement n'ont 

été observés (de Vries, Castelli et al. 2011). Cette absence d'efficacité du traitement est sans 

doute due à l'incapacité du difititox à éliminer les iTreg Foxp3+CD25low. 

Une autre stratégie ciblant les Treg consiste en l'utilisation d'anticorps dirigés contre des 

molécules constitutivement exprimées par les Treg et conduisant à l'inhibition de leur 

fonction. C'est le cas des anti-CTLA4, Ipilimumab et Tremelimumab. Plusieurs études  ont 

observé l'efficacité de ces traitements et leur capacité à restaurer la prolifération TcR- 

dépendante des LT, les rendant résistants à l'activité immunosuppressive des Treg (Menard et 

al. 2008;(Hodi et al. 2010). Cependant une étude récente a démontré que le blocage de 

CTLA4 sur les Treg seul n'était pas suffisant pour augmenter les réponses antitumorales mais 

qu'il nécessitait également le ciblage concomitant de CTLA-4 sur les LT effecteurs (Peggs et 

al. 2009). 

L'expression préférentielle de CCR4 par les Treg a conduit à l'utilisation d'antagonistes 

développés pour empêcher l'interaction des chimiokines CCL22/CCL17 (sécrétées par les 

DC) à leur récepteur CCR4 et inhiber ainsi le recrutement des Treg activés. Une étude menée 

chez la souris a rapporté que l'administration d'un antagoniste de CCR4 combiné à un vaccin 

permet d'induire une protection tumorale partielle (Pere et al. 2011). 

D'autres traitements ont montré un rôle indirect sur les Treg tels que des anti-angiogéniques et 

des inhibiteurs de tyrosine kinase (ex: Sunitinib, temozolomide, imatinib mesylate ou 

dasatinib) (Banissi et al. 2009; Adotevi et al. 2010; Balachandran et al. 2011). 

 

1.3. Rôle ambivalent des Th2 et Th17 

  

 1.3.1. Les lymphocytes Th2 

 

Les lymphocytes Th2 contrôlent la différentiation des lymphocytes B et la production 

d’anticorps  et orientent généralement la réponse immune à médiation humorale dirigée contre 



Figure 5 : Voies de signalisation 
impliquées dans la différenciation 
des lymphocytes Th2. 
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Rôle des Th2 dans les réponses antitumorales 

 

 Contrairement aux Th1, l’immunité médiée par les Th2 est traditionnellement 

considérée dans de nombreux cancers humains comme un facteur aggravant de la croissance 

tumorale, favorisant l’angiogénèse et inhibant l’immunité cellulaire (Feurino et al. 2007; De 

Monte et al. 2011). Classiquement, les Th2 sont connus pour leur rôle important dans l'aide 

apportée aux LB pour la production d'anticorps tels que les immunoglobulines (Ig)G1 ou l'IgE 

qui favorisent la croissance tumorale. Des études menées chez la souris ont montré que 

l'absence de LB confère une résistance accrue au développement de plusieurs types de 

tumeurs (carcinome du colon, mélanome) (Shah et al. 2005). De plus l'élimination de ces LB 

améliore l'efficacité d'une vaccination antitumorale chez la souris (Perricone et al. 2004). Ces 

expériences ont montré que l'activité pro-tumorale de ces LB s'exerçait via l'inhibition de la 

sécrétion d'IFN, des CTL et de l'activité NK (Perricone, Smith et al. 2004; Shah, Divekar et 

al. 2005). De plus, la sécrétion d'anticorps antitumoraux favorise la formation de complexes 

immuns (IC) associés à un mauvais pronostic de la maladie (Barbera-Guillem et al. 1999; Tan 

and Coussens 2007).  

Malgré cet effet délétère des Th2, quelques études récentes ont cependant rapporté une 

activité antitumorale des Th2 (Ellyard, Simson et al. 2007). Dans le  lymphome d'Hodgkin  

les patients présentant un nombre important de Th2 au sein de la tumeur avaient une meilleure 

survie (Schreck, Friebel et al. 2009). Des résultats similaires ont été obtenus dans le  cancer 

du sein (Yoon et al. 2010). Chez la souris, l'effet antitumoral des Th2 est obtenu en particulier 

grâce à une collaboration avec des cellules infiltrant les tumeurs telles que les eosinophiles 

(Mattes et al. 2003) ou les cellules NK (Kitajima et al. 2011). Des études ont montré que 

l'injection d'IL-4 directement au sein de la tumeur ou dans les ganglions drainants inhibe la 

progression tumorale et favorise l'infiltration de la tumeur par des éosinophiles, macrophages 

et parfois également par des neutrophiles et lymphocytes (Tepper et al. 1992; Modesti et al. 

1993). L'élimination des granulocytes résulte en une perte totale de l'effet antitumoral 

observé, suggérant le rôle important des éosinophiles dans la protection tumorale induite par 

l'IL-4 (Pericle et al. 1994). Dans ces conditions les LB, cellules NK ou mastocytes ne jouent 

pas un rôle prédominant et la présence de LT CD8 ne semble pas cruciale (Tepper, Coffman 

et al. 1992; Pericle, Giovarelli et al. 1994). Néanmoins la présence d'éosinophiles à elle seule 

ne confère pas d'immunité antitumorale si ceux-ci ne reçoivent pas les signaux activateurs 

appropriés (Samoszuk et al. 2004). En effet les éosinophiles peuvent aussi promouvoir la 

croissance tumorale par la sécrétion de facteurs tels que le VEGF (vascular endothelial growth 

factor), FGF-2 (fibroblast growth factor-2) ou l'IL-8 (Puxeddu et al. 2005). Leur rôle direct 



 31 

dans l'angiogénèse tumorale reste néanmoins à être élucidé.  Par opposition à l'immunité 

antitumorale médiée par les Th1 qui induit l'apoptose des cellules tumorales, l'immunité 

médiée par les Th2 entraine une mort tumorale par nécrose (Tepper, Coffman et al. 1992). En 

effet, il a été rapporté que l'IL-4 possède des propriétés anti-angiogéniques (Volpert et al. 

1998). Cependant, son utilisation in vitro a aussi mis en évidence sa capacité à inhiber 

l'apoptose des cellules tumorales - exception faite dans le cancer du rein (Falkensammer et al. 

2006) - ce qui pourrait favoriser la croissance des tumeurs (Conticello et al. 2004). 

L'expression du récepteur à l'IL-4 (IL-4R) par les cellules tumorales a été retrouvée dans 

plusieurs types de cancers (Conticello, Pedini et al. 2004). Cependant, en dépit des résultats 

satisfaisants des traitements par IL-4 obtenus chez la souris, les essais cliniques n'ont pas eu 

l'efficacité escomptée (Whitehead et al. 1998; Whitehead et al. 2002). Probablement en cause 

la voie d'administration systémique ou à distance du site tumoral qui diffère des injections 

intra-tumorales efficaces administrées chez la souris. 

En plus de l'IL-4, les Th2 produisent de l'IL-13. L'activité antitumorale de cette cytokine 

s'effectue préférentiellement par le biais des macrophages et des neutrophiles (Ma et al. 

2004). Bien que la présence de macrophages associés aux tumeurs (TAM) soit généralement 

considérée comme un facteur de mauvais pronostic (Lewis and Pollard 2006), les 

macrophages ont aussi démontré une activité cytotoxique directe contre les cellules tumorales 

in vitro et in vivo (Corthay et al. 2005).  Par opposition, l'IL-13 a montré sa capacité à inhiber 

l'IFN et l'activité des CTL (Terabe et al. 2000). Une expression accrue de la chaine 2 

récepteur à l'IL-R13 a été détectée dans de nombreuses tumeurs (Terabe et al. 2004).  

Les Th2 peuvent aussi favoriser la stimulation de LT CD8 de type-2 (Tc2) producteurs d'IL-4, 

-5 et -10. Il a été montré que ces Tc2 peuvent avoir une activité antitumorale, bien que cet 

effet soit clairement moins efficace que celui exercé par les CTL induits par les Th1 (Helmich 

and Dutton 2001). Néanmoins deux études récentes ont rapporté l'absence totale de réponses 

Tc2 antitumorales et dans les deux cas cette absence d'activité antitumorale était accompagnée 

d'une production massive d'IL-10 (Kemp and Ronchese 2001; Olver et al. 2006), cytokine 

connue pour son action immunosuppressive. 

Les effets pro- et antitumoraux des Th2 sont illustrés dans la figure 6. 
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1.3.2. Les lymphocytes Th17 

 

 Bien que l’importance de la cytokine IL-17 dans différentes pathologies soit connue 

depuis plusieurs années, ce n’est que très récemment que les LT CD4 IL-17+ ont été identifiés 

comme une nouvelle sous-population d’effecteurs T distincte des Th1, Th2 et Treg (Weaver 

et al. 2006; Stockinger and Veldhoen 2007). Les Th17 sont caractérisés par l'expression du 

facteur de transcription RORt. De plus ils expriment un taux élevé de Fas (CD95) mais 

n’expriment pas PD-1, Foxp3, KLRG-1, CD57 et l'IL-10 (Wei et al. 2012). L'étude des Th17 

isolés de différentes tumeurs humaines a montré qu'ils expriment fortement CXCR4, CCR6, 

CD49, CD161 (KLRB1) (Zou and Restifo 2010). Cependant ces molécules ne sont pas 

exclusivement exprimées par les Th17. Ainsi à ce jour aucun récepteur spécifique de 

chimiokines n'est associé aux Th17 dans le microenvironnement tumoral. Les Th17  

Figure 6 :  Balance entre l'effet pro et antitumoral des Th2 dans les cancers.  Ce modèle décrit comment 
les différents composants de l'immunité médiée par les Th2 peuvent inhiber la progression tumorale 
(zone verte) ou promouvoir le développement de la tumeur (zone rouge). La sécrétion d'IL-4 ou d'IL-13 
par les Th2 induit le recrutement d'éosinophiles et de macrophages (aaMac) sur le site tumoral et 
favorise l'activité cytotoxique antitumorale. De la même façon, les CD8 Tc2 sécréteurs d'IL-4 collaborent 
avec ces cellules pour l'induction d'une protection tumorale. Par opposition, les Th2, Tc2 et les LB 
produisent de l'IL-10 qui inhibe l'activité antitumorale des CTL de même que le TGF-b sécrété par les 
macrophages CD11b+ activés par l'IL-13 dérivé des NKT (natural killer T). Cependant l'IL-10 peut aussi 
activer  les fonctions antitumorales des cellules NK. Les plasmocytes favorisent la croissance tumorale par 
la sécrétion d'anticorps dirigés contre la tumeur qui forment des complexes immuns (Ig:IC), interférant 
avec l'activité antitumorale des CTL et favorisant l'angiogénèse. (Ellyard et al. 2007) 
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produisent de l'IL-17a, IL-17f, mais aussi d’IL-21 et IL-22. De plus 50–90% de Th17 

infiltrant les tumeurs produisent des taux importants de cytokines effectrices telles que l'IL-2, 

le GM-CSF, l'IFNγ ou du TNF (Kryczek et al. 2009). La différenciation des LT CD4 naïfs en 

Th17 est obtenue par la stimulation du TCR en présence de TGF- et d’IL-6 ou d’IL-21.  

 

Différenciation des Th17 

 

 La différenciation en Th17 passe par une signalisation TCR impliquant la voie 

mTORC1 et l'expression de STAT3 (Figure 7). Parallèlement, la signalisation initiée par l’IL-

6 induit l’activation successive de STAT3 et du facteur de transcription RORt. Néanmoins 

l'induction d'une protéine RORt pleinement fonctionnelle nécessite la participation du TGF-

. Des études récentes suggèrent que le TGF- favorise l'expression de RORt mais réprime 

sa fonction. Seule la présence d'IL-6 (ou d'IL-21) permet de lever cette inhibition (Zhou et al. 

2008). L'expression des principales cytokines secrétées par les Th17 est régulée non 

seulement par les facteurs ROR mais aussi par d’autres  protéines telles que STAT3, IRF4 et 

BATF (Brustle et al. 2007; Huber et al. 2008; Ciofani et al. 2012). Par ailleurs, la 

différenciation en Th17 est réprimée entre autre par la présence de la protéine SOCS3 

(Suppressors of cytokine signaling)(Chen et al. 2006). Le rôle du TGF- consiste alors à 

réprimer SOCS3, favorisant ainsi l'expression de STAT3 et le développement de LT CD4 en 

Th17 (Qin et al. 2009). De plus le signal médié par le TGF- est nécessaire à l'expression de 

l'IL-17, du récepteur à l'IL-6 (IL-6R)  mais aussi du récepteur à l'IL-23 (IL-23R) (Korn et al. 

2009).  

Bien qu’elle ne soit pas impliquée dans leur différenciation l’IL-23 joue un rôle important 

dans le maintien des fonctions effectrices des Th17 (Mangan et al. 2006). D'autres facteurs 

intracellulaires ont montré leur implication dans la voie de différenciation Th17 (Shi et al. 

2011; Ciofani, Madar et al. 2012; Ueda et al. 2012), mais leur emplacement dans la chaine de 

signalisation reste à être plus précisément déterminé.  



Figure 7 : Voies de signalisation 
impliquées dans la différenciation 
des Th17. 
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Hote Modèle tumoral Observations Référence

Métastases pulmonaires 

de mélanome B16

Les CD4 Th17 favorisent les réponses CTL 

antitumorales
Muranski et al. 2008

Cancer du pancréas
Injection de tumeurs IL-6+ induit un retard de 

croissance tumoral médiée par les Th17
Gnerlich et al. 2010

Mélanome B16
Effet thérapeutique des Th17 associé à une 

stimulation des CTL antitumoraux
Ankathatti et al. 2011

Cancer mammaire
Les TILs IL-17+ promeuvent la croissance tumorale 

en favorisant l'angiogénèse
Du et al. 2012

Cancer de l'ovaire
Corrélation positive entre la survie des patients et 

l'infiltrat Th17 intratumoral
Kryczek et al. 2009

Cancer du pancréas
Corrélation entre l'augmentation intratumorale 

des Th17 et l'échappement tumoral
Wang et al. 2011

 Cancer colorectal

L'expression d'un profil génique Th17 dans le 

microenvironnement tumoral est facteur de 

mauvais pronostic

Tosolini et al. 2011

Cancer cervical utérin
Corrélation entre l'augmentation des TILs IL-17+ et 

l'angiogénèse intratumorale
Hou et al. 2012

Gliome malin
Contribution des Th17 dans l'immunosuppression 

via la sécrétion d'IL-10 induite par TGF-1
Paladugu et al. 2012

SO
U

R
IS

H
O

M
M

E

Effet pro-tumoral Effet antitumoral  
 

 

Les preuves d'une activité antitumorale des Th17 résident en la capacité des TIL Th17 

à exprimer des cytokines effectrices similaires à celles retrouvées chez les patients atteints de 

maladies infectieuses (Almeida et al. 2007). Ces observations suggèrent que les Th17 

agiraient comme des LT effecteurs fonctionnels. En accord avec cette hypothèse, chez 

l'homme comme chez la souris, les Th17 sont à la fois négativement corrélés à la présence de 

Treg (Curiel, Coukos et al. 2004; Kryczek, Banerjee et al. 2009) et positivement corrélés à la 

présence de cellules immunitaires effectrices (CTL, NK...) (Kryczek, Banerjee et al. 2009). 

Chez la souris déficiente en IL-17, la croissance des cellules tumorales et le développement de 

métastases pulmonaires sont accélérés dans plusieurs modèles tumoraux. Inversement 

l'expression ectopique d'IL-17 dans les tumeurs inhibe la progression tumorale (Martin-

Orozco et al. 2009). De plus, les immunothérapies qui sont associées à une augmentation de 

l'activité des Th17 - telles que le traitement par IL-7 (Pellegrini et al. 2009) ou la vaccination 

avec les protéines HSP70 (heat shock protein 70) (Kottke et al. 2007) - présentent une 

meilleure immunité antitumorale. De même, dans le cancer du mélanome, les traitements par 

anti-CTLA4 entrainent l'induction de Th17. Le taux d'IL-17 détecté dans les ascites associées 

Tableau 2 : Rôle ambivalent des Th17 dans l'immunité antiumorale 
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aux tumeurs est alors positivement corrélé à la survie des patients (von Euw et al. 2009). 

Compte tenu de l'absence d'expression de granzyme ou de perforine par les Th17 chez 

l'homme, leur activité antitumorale s'effectuerait de manière indirecte via le recrutement 

d'autres cellules effectrices (Zhang et al. 2003; Galon et al. 2006; Kryczek, Banerjee et al. 

2009; Martin-Orozco, Muranski et al. 2009) (Figure 8). 

 

 

Bien qu'un rôle antitumoral des Th17 ait été mis en évidence, plusieurs études ont 

également observé une activité pro-tumorale de ces cellules. Les premières études sur l'IL-17 

ont montré que cette cytokine favorise la croissance tumorale et les mécanismes 

d'angiogénèse, en particulier chez les souris immunodéficientes (Tartour et al. 1999; 

Numasaki et al. 2003). L'IL-17 induit la production d'IL-6 par les cellules tumorales et les 

cellules du stroma tumoral, conduisant à l'augmentation de l'expression de gènes pro-

angiogéniques (Wang et al. 2009) et à l'expression d'ectonucleotidases par les Th17 (Chalmin 

et al. 2012). En soutien de ces observations, une autre étude a montré que les tumeurs 

sécrètent de l'IL-23, facteur de prolifération et de survie des Th17, ce qui participe ainsi à 

l'inhibition de la réponse antitumorale (Langowski et al. 2006).  

Actuellement il n'existe aucune stratégie d'immunothérapie antitumorale basée sur 

l'utilisation des Th17 chez l'homme. 

Figure 8 : Les Th17 et l'immunité 
antitumorale. Les Th17 sont 
recrutées dans le 
microenvironnement tumoral et 
prolifèrent en réponse à l'antigène 
tumoral présenté par les APC, telles 
que les cellules dendritiques 
myéloides, et en présence d'IL-1 et 
d'IL-23. Les Th17 favorisent le 
recrutement et la rétention des 
effecteurs T et des NK sur le site 
tumoral via l'induction de la 
production des chimiokines 
CXCL9 et CXCL10 par les cellules 
tumorales. De plus, les Th17 
favorisent l'induction de CCL20 par 
les cellules tumorales, entraînant le 
recrutement de DC CCR6+. (Zou 
and Restifo 2010) 
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1.4. Autres populations de LT CD4 helper 
 
 
 Les TFH se différencient suite à une stimulation du TCR en présence des cytokines 

IL-6 et IL-21. Il existe deux populations de TFH, une localisée au niveau des amygdales et 

l'autre située dans les centres germinatifs (GC TFH) (Fazilleau et al. 2009). La différence 

entre ces populations réside principalement en l'expression de Bcl-6, facteur nécessaire et 

suffisant à leur développement in vivo. Contrairement aux GC TFH, les TFH des amygdales 

expriment un niveau élevé d'ARNm Bcl-6 qui n'est pas corrélé avec  l'expression de la 

protéine (Crotty et al. 2010). Les TFH expriment CXCR5, CXCL13 (chez l'homme), PD-1, 

et ICOS (Kroenke et al. 2012). Chez l'homme, le récepteur CXCR4 exprimé par les CG TFH 

permet en particulier leur migration au niveau de la zone sombre des centres germinatifs. 

Parallèlement, l'absence d'expression du récepteur CCR7 empêche la relocalisation des TFH 

dans les zones T (Hardtke et al. 2005).  

Les TFH induisent également principalement la production des cytokines IL-21 et IL-4. En 

2000, Breitfeld et al. ont décrit les TFH comme une sous-population de LT CD4 impliquée 

dans l'aide apportée aux LB pour la production d'anticorps. A ce jour, le rôle des TFH dans 

l'immunité antitumorale n'est pas connu.  

 Une autre sous-population de LT CD4 a été identifiée en 2009 par Trifari et al. : les 

Th22 (Trifari et al. 2009). Ces cellules produisent de l’IL-22 (cytokine membre de la famille 

de l’IL-10), du TNF et de l’IL-13 ainsi que d’autres facteurs impliqués dans le remodelage 

cellulaire.  A ce jour, les Th22 n’ont pas pu être mis en évidence chez la souris. Les 

caractéristiques et le mécanisme de développement de cette sous-population de LT CD4  chez 

l’homme restent à être explorés. Par conséquent très peu d’études ont analysé le rôle des Th22 

dans l’immunologie des tumeurs (Liu et al. 2012; Zhuang et al. 2012). 

 

L'ensemble des sous-populations de LT CD4 décrites dans ce chapitre ainsi que la 

complexité de leurs fonctions parfois contradictoires soulignent l'importance de leur l'étude 

dans l'immunité antitumorale. Les principaux facteurs impliqués dans la différenciation ces 

LT CD4 et leur impact sur la réponse antitumorale sont résumés dans la figure 9. 

 
 
  



 

 

2. Hétérogénicité et plasticité de la polarisation des 

lymphocytes T CD4 helper 
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présentent une fréquence élevée de LT CD4 polyfonctionnels capables de produire à la fois de 

l'IL-2 et de l'IFN comparé aux patients présentant une maladie progressive (Harari et al. 

2004; Semmo et al. 2005).  Compte tenu de ces observations Seder et al. ont proposé un 

modèle de différenciation des LT CD4 effecteurs et mémoires (figure 10) (Seder et al. 2008). 

Cette polyfonctionnalité des LT CD4, notamment des cellules CD4 Th1, se révèle être un 

important paramètre dans l’induction d’une réponse T antitumorale efficace. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Parallèlement, de plus en plus de travaux démontrent continuellement que certaines 

populations de LT CD4 définies par leurs fonctions et l’expression d’un facteur de 

transcription particulier, ne sont pas nécessairement stables (Bluestone et al. 2009; O'Shea and 

Paul 2010; Nakayamada, Takahashi et al. 2012) (Figure 11). La capacité des lymphocytes T à 

se transdifférencier d’un type cellulaire à un autre ou à changer de phénotype en fonction des 

cytokines présentes dans le microenvironnement reflète ainsi leur plasticité. D’abord 

considérée comme une cytokine Th2, l’IL-10 est maintenant reconnue comme étant secrétée 

par de multiples populations cellulaires (Th1, Treg), agissant par feedback négatif pour 

contrôler l’amplitude des réponses immunes et éviter des dommages tissulaires (Kubo and 

Motomura 2012). Cette plasticité peut aussi expliquer les observations contradictoires sur 

Figure 10 : Modèle de différenciation des LT CD4 effecteurs et mémoires. La stimulation antigénique continue 

peut entraîner progressivement une perte du potentiel mémoire et de la production de cytokines, aboutissant à 

une différenciation terminale en LT CD4 sécréteurs uniquement d'IFN et de durée de vie limitée.  Après 

stimulation antigénique, chacune de ces sous-populations différenciées peut se développer en LT CD4 effecteurs 

activés conduisant par la suite à la mort du LT par apoptose. Les niveaux d'expression et d'exposition initiaux à 

l'antigène ainsi que les différents facteurs présents dans le microenvironnement gouvernent cette 

différenciation. TCM : LT centraux mémoires, TEM : LT effecteurs mémoires. (Seder RA et al., 2008, Nature) 

Immunology) 
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l'effet antitumoral de certaines sous-populations de LT CD4 comme les Th17 (Martin, Apetoh 

et al. 2012). Ces cellules ont montré leur capacité in vivo et in vitro à se convertir en Th1. 

L’acquisition de la capacité à produire de l’IFN par les Th17, en particulier conjointement à 

la production d’IL-17, est un phénomène fréquemment décrit (Wilson et al. 2007; Lee et al. 

2009).  Plusieurs autres études menées in vitro ou in vivo ont permis de rendre compte de ces 

phénomènes de conversion. Ahmadzadeh et al. ont notamment démontré que des populations 

clonales de LT CD4 mémoires spécifiques d'un antigène pouvaient sécréter préférentiellement 

des cytokines Th1 ou Th2 selon la nature du stimuli reçu (Ahmadzadeh and Farber 2002). En 

présence d'IFN, les cellules Th2 mémoires ont montré leur capacité à co-exprimer GATA-3 

et T-bet tout en produisant à la fois de l'IL-4 et de l'IFN (Hegazy et al. 2010).  De la même 

manière, les Th2 mémoires peuvent se différencier en lymphocytes Th2 GATA3+ RORt+ 

sécrétrices d'IL-17 dans les cas d'allergies chroniques sévères.  

 
 Le phénotype et la restriction de l'expression des gènes dépendent non seulement de 

l'action de facteurs de transcription mais aussi de l'état de la chromatine qui va permettre ou 

non à ces facteurs d'accéder aux gènes et d'exercer leur effet. Ainsi les modifications 

épigénétiques qui vont avoir lieu durant la différenciation des LT CD4 vont contribuer à leur 

profil héritable et à leur plasticité (Hirahara et al. 2011; Kanno et al. 2012). 

Le terme d'épigénétique désigne les changements héritables dans le phénotype ou l'expression 

de gènes sans qu'aucune modification de la séquence ADN n'ait lieu.  Plus récemment le 

terme d'épigénétique s'est vu attribué un aspect plus biochimique. Parmi les éléments qui 

Figure 11 : Plasticité et flexibilité 

des principales sous-populations 

de LT CD4 helper. De récentes 

études ont mis en évidence une 

flexibilité  dans l’expression des 

facteurs de transcription majeurs 

des différentes sous-populations de 

LT CD4, ces dernières pouvant en 

exprimer parfois plus d’un. De plus, 

il existe de nombreux exemples où 

les phénotypes des LT CD4 

conduisent à un changement de 

leurs profils cytokiniques. 

(Nakayamada et al. 2012). 



 41 

constituent cette information épigénétique on trouve notamment :  i) des modifications au 

niveau de la queue N-terminale des histones par le biais de mécanismes d'acétylation, 

méthylation ou phosphorylation ; ii) l'état de méthylation de l'ADN ; iii) le positionnement 

des nucléosomes au travers d'un remodelage de la chromatine dépendant de l'ATP ; iv) les 

interactions avec la chromatine / la conformation du chromosome.  Par extension, le terme 

d'épigénétique peut également  faire référence à d'autres mécanismes tels que les ARN non-

codants ou les microARN. Les modifications épigénétiques ont la capacité de pouvoir 

persister en absence de signaux extérieurs continus  ou des facteurs de transcriptions qui les 

ont initialement induites. C'est ainsi que ces mécanismes actent pour préserver la mémoire 

cellulaire et le maintien de l'identité cellulaire. 

La modification des histones est associée à la régulation de l'expression de gènes via la 

condensation ou la relaxation de la chromatine qui va respectivement réprimer ou activer la 

transcription. Notamment, la triméthylation de H3K4 (H3K4me3) est associée à une 

activation génique alors que la triméthylation de H3K27 (H3K27me3) va servir à réprimer 

l'expression des gènes.  Les récents progrès réalisés dans l'étude des 'marques' épigénétiques 

des histones chez les LT CD4 humains et la cartographie de ces différentes modifications 

(H3K4me3 et H3K27me3) sur l'ensemble du génome des LT CD4 naïfs, Th1, Th2, Th17, 

iTreg et nTreg a permis d'expliquer certains comportements des LT 'helper' comme leur 

plasticité (Wei et al. 2009).  

Les promoteurs proximaux de gènes de cytokines ont montré la présence de marques 

permissives à la transcription (H3K4me3) dans les sous-populations de LT CD4 

respectivement polarisés selon les cytokines présentes dans le microenvironnement (par 

exemple, la présence de H3K4me3 au niveau du promoteur proximal du gène ifng pour les 

Th1) qui sont accompagnées par des marques suppressives (H3K27me3) dans les autres 

populations. De façon surprenante, le profil de méthylation des histones de gènes codant pour 

des facteurs de transcriptions majeurs impliqués dans la polarisation des LT CD4 présentait à 

la fois des marques permissives et répressives dans les sous-populations de cellules qui ne 

sont normalement pas censées l'exprimer. Par exemple, le promoteur du gène Tbx21 (qui code 

pour le facteur de transcription T-bet) est associé aux marques H3K4me3 dans les Th1. Alors 

que la marque H3K27me3 est présente dans les Th2 et Th17, la marque H3K4me3 est 

également retrouvée bien que le facteur de transcription T-bet ne soit pas exprimé (Figure 12). 

De telles régions sont appelées des domaines bivalents. Ceci peut expliquer comment T-bet 

pourrait être induit dans les Th2, Th17 et Treg. Le locus gata3 a aussi été rapporté comme 

présentant un domaine bivalent ce qui explique comment une nouvelle population de Th2 

mémoire/effecteur, qui exprime GATA3 et RORt et produit des cytokines Th17 et Th2, peut 
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émerger (Wang et al. 2010). De même, Foxp3 est associé à la présence de marques H3K4me3 

dans les Treg, et H3K27me3 est sans surprise détecté dans les Th1 et Th2. Cependant, aucune 

marque répressive n'est retrouvée au niveau du locus Foxp3 chez les Th17 ce qui corrèle avec 

les preuves indiquant que Foxp3 peut être exprimé par les Th17 (Zhou, Lopes et al. 2008). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Compte tenu des différents facteurs agissant sur l'hétérogénéité et la plasticité des LT 

CD4, il convient donc de bien cerner et suivre le profil d’orientation des LT CD4 induits au 

cours des stratégies d’immunothérapies antitumorales. 

Figure 12 : Les modifications 

épigénétiques bivalentes de gènes 

régulateurs majeurs peuvent 

contribuer à la plasticité des sous-

populations de LT CD4 helper. Les 

modifications H3K4me3 (rouge) et 

H3K27me3 (bleu) au niveau du locus 

Tbx21 chez les Th1, Th2 et Th17 sont 

montrées. Dans les Th1, le promoteur 

de Tbx21 est fortement enrichi en 

marques permissives (H3K4me3) et 

dépourvu de marques répressives 

(H3K27me3). Dans les Th2 et Th17, les 

deux marques H3K4me3 et H3K27me3 

sont présentes le long du gène. C'est 

ce qu'on appelle une structure 

chromatine bivalente. (Hirahara et al. 

2011). 



II. Les antigènes associés aux tumeurs 

1. Rôle des antigènes tumoraux dans l’immunosurveillance des 

cancers 
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génomique analysant les séquences des exomes dans les cancers. Il a ainsi démontré que 

l’immunosurveillance d’une tumeur non éditée pouvait être attribuée à l’expression 

d’antigènes tumoraux fortement immunogènes, et que le développement de cellules 

tumorales ayant perdu ces antigènes via une immunosélection T-dépendante représentait un 

des mécanismes de l’immunoediting des cancers (Matsushita et al. 2012). 

 Compte tenu de l’hétérogénéité des différents types histologiques de cancers, un des 

obstacles majeurs rencontrés par les immunologistes réside néanmoins en la nécessité de 

trouver des antigènes cibles appropriés afin de concevoir des traitements idéalement 

applicables à un large panel de cancers chez l’homme. 

 

2. Classification des antigènes tumoraux 

  
 La classification des antigènes tumoraux s’effectue en fonction de leur profil 

d’expression et leur origine (Boon et al. 1992; Dalgleish and Pandha 2007). Les antigènes dits 

‘spécifiques de tumeur’ (tumor-specific antigen, TSA) sont issus de mutations géniques et 

sont exprimés exclusivement par la tumeur. Néanmoins la plupart résultent d’altérations 

d’antigènes exprimés non seulement par les tumeurs mais aussi par d’autres tissus de 

l’organisme (tumor-associated antigen, TAA). On y distingue les antigènes spécifiques du 

type cancer/testis, les antigènes de différenciation et les antigènes surexprimés. Enfin, des 

antigènes viraux peuvent également être exprimés de façon non spécifique par la tumeur. Une 

liste non exhaustive de ces 5 catégories d’antigènes tumoraux est illustrée dans la figure 13. 

 

2.1. Les antigènes mutés à spécificité unique (TSA) 
  

 Il est clairement établi que les nombreuses mutations génétiques caractérisant les 

cellules tumorales entrainent une modification de leur profil d’expression génique, 

aboutissant à l’expression de nouveaux antigènes associés aux tumeurs (Pardoll 2003). Ainsi 

les antigènes dits ‘spécifiques de tumeur’ (tumor-specific antigen, TSA) sont issus de 

mutations géniques à l’origine de la production de nouveaux antigènes de tumeurs. Différents 

antigènes de cette catégorie ont été identifiés telles que des protéines impliquées dans la 

régulation du cycle cellulaire (CDK4)  (Wolfel et al. 1995), dans le contrôle de la prolifération 

(-catenine) (Robbins and Kawakami 1996) ou dans l’induction de l’apoptose (CASP-8) 

(Mandelboim et al. 1994). D’autres antigènes sont les produits de mutation touchant le proto-
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oncogène ras ou le gène suppresseur de tumeurs p53 et sont reconnus par les cellules T 

(Gedde-Dahl et al. 1992; Theobald et al. 1995; Gjertsen et al. 2001).  

 Présentes uniquement dans les tumeurs, ces nouvelles protéines apparaissent donc 

comme des cibles idéales pour le système immunitaire. Cependant ces mutations - donnant 

souvent naissance à des protéines peu immunogènes -  ne sont pas identiques à chaque tumeur 

et nécessitent l’identification de la protéine mutée au sein de la tumeur de chaque individu, 

afin de mettre en place un traitement personnalisé. Cet inconvénient exclut l’utilisation de ces 

nouveaux antigènes pour l’élaboration d’immunothérapies antitumorales à grande échelle. 

 

2.2. Les antigènes du groupe cancer / testis 
  

 Ces antigènes sont codés par des gènes qui sont activés dans certaines tumeurs 

notamment, dans le mélanome, et complètement silencieux dans les tissus normaux à 

l’exception de quelques organes immuno-privilégiés. Cette classe d’antigènes est aussi 

nommée « Cancer/Testis »  car ces antigènes sont exprimés en quantité significative dans les 

cellules germinales. A ce jour plus de 40 gènes ou familles de gènes ont été identifiés, 

comptant plus de 90 antigènes. Ils sont regroupés en superfamilles MAGE, puis familles 

(MAGE-A, MAGE-B, MAGE-C) et parfois isolés (BAGE). Ces antigènes spécifiques de 

tumeur sont les candidats les plus utilisés pour l’immunothérapie antitumorale, notamment 

dans le mélanome (Romero et al. 2006).  

 

2.3. Les antigènes de différenciation 
 

 Les antigènes de différenciation sont exprimés dans la tumeur et dans le tissu sain dont 

elle est issue.  Plusieurs antigènes de ce type ont été décrits dans le mélanome en particulier. 

Dans ce cas, les lymphocytes antitumoraux reconnaissent également les mélanocytes sains. 

Des études antérieures avaient associé la destruction des mélanocytes sains (vitiligo) avec une 

régression tumorale et une amélioration du pronostic clinique de patients atteints de 

mélanome (Duhra and Ilchyshyn 1991). Les antigènes de différenciation mélanocytaires 

exprimés à la fois dans les cellules saines et dans les cellules tumorales sont souvent reconnus 

par les TIL (Kawakami et al. 1995). De plus des études ont mis en évidence chez des 

donneurs sains l’existence de LT précurseurs réactifs vis-à-vis des antigènes dérivés de la 

tyrosinase ou de Melan-A/Mart-1 (van Elsas et al. 1996; Visseren et al. 1997). L’induction 

d’une rupture de tolérance immunitaire a rendu ces antigènes particulièrement intéressants 

pour une immunothérapie du mélanome. Ces données ont été confortées par les résultats de 
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nombreux essais cliniques de vaccination utilisant des antigènes de différenciation. 

L’induction d’une auto-immunité contre les mélanocytes et les mélanomes spécifiques de 

l’antigène vaccinal a été rapportée (Jaeger et al. 1996; Scheibenbogen et al. 2000). 

 

2.4. Les antigènes surexprimés 
 

 Ces antigènes sont présents à des taux particulièrement faibles dans les cellules saines 

mais surexprimés spécifiquement dans  un nombre important de cellules tumorales de 

différentes origines. Pour cette raison les LT spécifiques de ces antigènes reconnaissent 

directement ou indirectement les cellules tumorales, mais pas les cellules saines. En effet un 

seuil minimal d’expression d' antigène semble être nécessaire à l’activation des LT (Lethe et 

al. 1998). Deux antigènes typiques de cette catégorie sont la protéine HER-2/neu surexprimée 

dans environ 30% des cancers du sein et de l’ovaire (Pauletti et al. 1996; Press et al. 1997), 

ainsi que l'antigène TERT surexprimé dans près de 90% des cancers humains (voir chapitre 

'télomérase'). 

 

2.5. Les antigènes viraux 
 

 Les tumeurs associées aux virus expriment des antigènes viraux identiques entre 

différentes tumeurs, et constituent donc des cibles thérapeutiques potentielles (Dalgleish and 

Pandha 2007). C’est le cas par exemple des cancers génitaux associés au papillomavirus. Les 

protéines E6 et E7 exprimées par les souches virales oncogènes dont le prototype est le 

HPV16, peuvent être des cibles pour les LT anti-tumoraux. Des peptides immunogènes 

dérivés de E7 restreints HLA-A2 ont été détectés chez les patients atteints de cancer du col 

après restimulation in vitro (Ressing et al. 1995). 
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 Compte tenu de la grande hétérogénéité de ces TAA,  celle-ci constitue une des limites 

au développement d’immunothérapies capables de cibler  plusieurs cancers.  

Dans cette optique, un groupe d’experts scientifiques a proposé d’autres critères permettant de 

classifier les antigènes tumoraux relevant pour la clinique (Cheever, Allison et al. 2009) 

(Figure 14). Les critères majeurs définissant un antigène tumoral sont définis par : i) une 

fonction thérapeutique; ii) immunogénicité;  iii) spécificité;  iv) rôle important dans 

l’oncogenèse; v) expression dans la majorité des cellules cancéreuses y compris dans les 

cellules souches cancéreuses; vi)  absence d'expression ou une expression réduite dans les 

tissus normaux.  

Ces nouveaux critères de classification ajoutent une nouvelle piste pour la sélection d’un 

‘antigène tumoral idéal’. Cependant peu d’antigènes tumoraux rassemblent toutes ces 

propriétés. Parmi ceux s’en rapprochant le plus, on peut cependant trouver l’antigène 

télomérase dont nous décrirons les propriétés dans les paragraphes suivants. 
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Figure 13 : Classification des antigènes tumoraux selon la nature de leur expression. pRB1 : 

Retinoblastoma type 1 ; MAGE : Melanoma associated antigen ;  BAGE : B melanoma antigen ; RAGE : 

Renal associated antigen  TERT : telomerase reverse transcriptase ; PSA : prostate-specific antigen ; 

PLAC :  placenta specific protein 1 ; WT1 : Wilm’s tumor gene-1 ; PRAME : preferentially expressed 

antigen of melanoma ; CEA : carcinoembryonic antigen ; PMSA : prostate specific membrane antigen ; 

HPV : human papillomavirus ; EBV : epstein-Barr virus ; HBV : hepatite B virus ; HCV : hepatite C virus ; 

HTLV1 : human T lymphotropic virus-1 ; HHV8 : human herpes virus 8. 
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Figure 14 : Critères de classification d'un antigène idéal par ordre d'importance et représentation du 

rang  de quelques antigènes tumoraux suivant les critères prédéfinis. Les couleurs représentent 

chaque critère et l'étendue du respect de ce critère pour chaque antigène. Les nombres au bout de 

chaque barre définissent leurs rangs relatifs. 
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3. La télomérase: antigène tumoral cible pour les lymphocytes T 
    

 Localisés à l’extrémité des chromosomes, les télomères sont constitués d'une 

répétition de courtes séquences de nucléotides (TTAGGG) ne codant aucune information 

génétique. Ils ont pour rôle de protéger le chromosome contre les phénomènes de dégradation 

et de recombinaison de l’ADN. En effet, chez les eucaryotes, à chaque fois qu’un 

chromosome se duplique lors d’une mitose, la réplication de ses extrémités s’avère imparfaite 

causant ainsi à chaque division cellulaire un raccourcissement des télomères de 50 à 200 bp. 

L’absence de télomères entraînerait donc une perte rapide de stabilité et d’intégrité de 

l’information génétique.  La plupart des cellules somatiques normales ne peuvent maintenir 

une longueur constante des télomères au cours des cycles de réplication des chromosomes. 

Par conséquent, après un nombre limité de divisions, les télomères finissent par atteindre une 

taille critique. Ce phénomène appelé ‘crise’ provoque naturellement un arrêt permanent de la 

croissance cellulaire aboutissant à la sénescence et à la mort de la cellule par apoptose (Figure 

15).  Cependant dans les cellules immortelles, ce phénomène d’usure des télomères est 

contrecarré grâce à des systèmes d’entretien faisant appel à l'ALT (alternative lengthening of 

telomeres) ou, dans les 90% des cas, à un enzyme particulier : la télomérase (Counter et al. 

1992).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

3.1. Structure de la télomérase 
 

 La télomérase est une enzyme très conservée qui fut décrite pour la première fois chez 

le cilié T.Tetrahyema en 1985 (Greider and Blackburn 1985). Chez l'homme, la télomérase 

intervient pour maintenir les télomères au cours des divisions cellulaires en ajoutant des 

séquences TTAGGG aux extrémités des chromosomes, compensant ainsi leur 

raccourcissement lié aux mitoses (Morin 1989). C’est un complexe ribonucléoprotéique à 
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Figure 15 : L’horloge télomérique. Le modèle 

de l’« horloge télomérique » propose une 

relation de cause à effet entre d’une part, la 

perte progressive de télomères et le 

vieillissement des cellules, et d’autre part 

l’activation de la télomérase et l’immortalité 

cellulaire. 
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activité transcriptase inverse composé de deux constituants essentiels : une sous-unité 

catalytique (hTERT, human TElomerase Reverse Transcriptase), et une sous-unité ARN 

(hTR ou hTERC, human Telomerase RNA ou human TElomerase RNA Component) 

comprenant la matrice pour la synthèse de l’ADN télomérique (Figure 16).   

La sous-unité hTERT est une protéine de 127 kDa (1132 acides aminés), localisée dans le 

noyau cellulaire. Cette protéine possède 7 motifs transcriptases inverses (TI) (Lingner et al. 

1997) et une région spécifique appelée motif T (Weinrich et al. 1997). Bien que la séquence 

de TERT ne présente en moyenne que 40% d’homologie entre les espèces, sa région N-

terminale est en revanche très conservée. La matrice ARN hTR est quant à elle composée de 

451 nucléotides et comprend une séquence matricielle (5’-CUAACCCUAAC-3’) 

complémentaire à l’extrémité 3’ simple brin des télomères (Feng et al. 1995). Si sa séquence 

primaire diverge notablement entre les espèces, sa structure secondaire est paradoxalement 

bien conservée (Chen et al. 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : TERT et le complexe télomérase. A, Schéma de la séquence protéique de TERT. Le domaine 

de fixation de hTR, le domaine transcriptase inverse (domain TI) et  la localisation de séquences signal 

d'export mitochondrial et nucléaire  sont indiqués. B, Le complexe télomérase est formé principalement 

de 2 sous-unités : une matrice ARN hTR, human telomerase RNA component) qui comprend la séquence 

5'-CUAACCCUAAC-3' nécessaire à l'élongation des télomères, et une sous-unité catalytique à activité 

transcriptase inverse (hTERT, human telomerase reverse transcriptase). La télomérase comporte aussi 

des séquences internes spécifiques que sont le domaine H/ACA et la CAB box qui sont nécessaires au 

transport du complexe dans les corps de Cajal. 
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 Pour faire son travail, en particulier dans les cellules humaines, la télomérase peut 

nécessiter la présence de séquences internes spécifiques et de composants supplémentaires 

favorables à une localisation dans les corps de Cajal, lieu d’assemblage du complexe. Ainsi la 

présence d’un domaine H/ACA et d’une région CAB (Cajal Body box), situés dans la région 

3’ terminale de la sous-unité TR, apparaît essentiel in vivo pour l’accumulation de TR dans 

les corps de Cajal. Plus récemment, la protéine TCAB1 (Telomerase Cajal Box protein 1) a 

été identifiée comme faisant partie intégrante du complexe télomérase (Venteicher et al. 

2009). Elle interagit avec la dyskérine et se lie à la région CAB de TR, favorisant ainsi une 

localisation du complexe dans les corps de Cajal plutôt que dans les nucléoles. La stabilité de 

la matrice ARN est quant à elle assurée par la liaison au domaine H/ACA de l’enzyme 

dyskérine complexée à d’autres petites protéines (NHP2, NOP10, GAR1). L’activité de la 

télomérase au niveau des extrémités des chromosomes est régulée par des protéines associées 

aux télomères contenues dans ce qu’on appelle le complexe ‘shelterin’. Ce complexe est 

constitué de 6 protéines : TRF1, TRF2, TIN2, POT1, TPP1 et RAP1. Parmi elles, il a été 

montré que l’absence de RAP1 entraine une diminution de la longueur des télomères, 

suggérant ainsi son rôle dans la régulation de la télomérase (Li and de Lange 2003). De 

même, TPP1 contient un domaine d’interaction avec la télomérase insinuant son rôle dans le 

recrutement de la télomérase au niveau du chromosome (Nandakumar et al. 2012). 

 

3.2. Rôle de la télomérase dans l’oncogenèse 
 

 Comparée à une cellule normale, une cellule tumorale subit une sélection 

préférentielle en terme de maintenance des télomères, de prolifération, de survie et de 

résistance à la mort cellulaire induite par apoptose. Outre son rôle sur l’élongation des 

télomères, la télomérase est un facteur majeur impliqué dans les mécanismes de 

carcinogénèse. L’ensemble de ses propriétés est schématisé sur la figure 17.  

L’implication de la télomérase dans le développement de tumeurs a clairement pu être mise 

en évidence par des modèles de souris transgéniques pour le gène TERT. Comparées à une 

souris normale, les souris ‘knockout’ pour TERT présentaient un nombre réduit de tumeurs 

cutanées tandis que celles dont le gène TERT était surexprimé développaient un grand 

nombre de lésions (Artandi and DePinho 2000; Gonzalez-Suarez et al. 2000). 

 Des analyses plus approfondies ont révélé que la télomérase agit effectivement sur un certain 

nombre de fonctions critiques pour la cellule, entraînant une modulation de son profil 

génique. Plusieurs expériences in vitro basées sur une expression ectopique de TERT dans 

différentes lignées cellulaires télomérase-négatives ont permis de mettre en évidence ces 
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modulations. Phénotypiquement, l’immortalisation de cellules normales, telles que des 

fibroblastes, peut être obtenue par une introduction de TERT (Smith et al. 2003; Jin et al. 

2010). Les fibroblastes transduits sont alors capables d’être maintenus en culture durant plus 

de 300 générations. L’étude des mécanismes d’action de TERT a permis de montrer qu’une 

restauration de l’activité télomérase dans ces cellules est propice au déclanchement de 

signaux de prolifération.  Ainsi il a été observé que la présence de TERT entraînait une 

expression accrue de gènes tels que la cycline D, la cycline A2 ou les protéines E2F1 

(Mukherjee et al. 2011). De même, d’autres groupes ont observé qu’une surexpression de la 

télomérase stimulait la division cellulaire via une régulation positive des gènes EGFR 

(Epidermal Growth Factor Receptor) ou FGF (Fibroblast Growth Factor) (Jin, Beck et al. 

2010; Beck et al. 2011). 

Comme mentionné précédemment, une autre caractéristique des cellules tumorales est leur 

capacité à résister à l’apoptose. Dudognon et al (2004) ont montré que TERT s’avère 

directement liée à l’inhibition de l’expression de TRAIL (TNF-apoptosis induced ligand) 

(Dudognon et al. 2004). La rupture des points de contrôle du cycle cellulaire est également un 

des mécanismes conduisant à l’immortalisation des cellules. Des études ont ainsi montré 

l’implication de TERT dans l’inactivation de protéines comme p53, régulateur négatif du 

cycle cellulaire. Notamment, TERT est capable d’inhiber la voie classique de ‘mort cellulaire’ 

dépendante de p53 via l’induction de FGF, accroissant ainsi la survie des cellules (Jin, Beck 

et al. 2010). L’utilisation d’un mutant de TERT a permis de démontrer que ces phénomènes 

de régulation sont liés uniquement à la présence du complexe TERT et non à son activité 

enzymatique (Dudognon, Pendino et al. 2004; Jin, Beck et al. 2010).  

Plus récemment, un autre mécanisme identifié à partir d’expériences menées in vivo, a 

démontré que TERT est également un modulateur direct de la voie Wnt/b-catenin dont 

l’hyperactivité est associée au développement de différents cancers humains (Park et al. 

2009). 

 Cependant même si la présence de TERT est clairement requise pour rendre les 

cellules oncogéniques, in vitro, l’expression ectopique de TERT seule ne suffit pas. En effet 

ces cellules ne présentent pas entièrement les caractéristiques d’une cellule tumorigène car 

elles conservent l’inhibition de contact, une sensibilité à la présence de sérum dans le milieu 

de culture, un génome stable et ne sont pas capables de générer des tumeurs chez l’animal. 

Pour achever la transformation de ces cellules en cellules malignes, il est nécessaire que cette 

expression de TERT soit associée à la présence de deux oncogènes, l’antigène T SV40 et la 

protéine Ras (Hahn et al. 1999; Artandi et al. 2002; Thomas et al. 2002).  
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3.3. Expression et régulation de la télomérase dans les cancers 
 

 Contrairement à la composante TR présente de façon constitutive, la majorité des 

cellules somatiques normales humaines n’expriment pas l’ARNm de TERT et par 

conséquent ne présentent pas d’activité télomérase. Il existe cependant des exceptions 

incluant la plupart des tissus embryonnaires, les cellules germinales, les cellules souches 

hématopoiétiques, les cellules gonadiques, les lymphocytes activés et certaines sous-

populations de cellules épithéliales. Néanmoins toutes ces cellules n’expriment 

transitoirement qu’un taux modéré à faible d’activité télomérase. Ces observations ont par 

ailleurs pu être confirmées à l’aide d’un modèle de souris transgénique exprimant une 

protéine fluorescente sous le contrôle du promoteur du gène TERT murin (Breault et al. 

2008).  Il est à noter cependant que, contrairement aux cellules somatiques humaines, les 

cellules somatiques murines présentent un taux basal de TERT. 

 Si l’expression de TERT est restreinte dans les cellules normales, elle est par 

opposition constitutivement et fortement exprimée dans la plupart des tumeurs 

humaines (>90%) et virtuellement dans tous les types de cancers (Tableau 3). Ce dernier 

point comporte un intérêt clinique car le diagnostic actuel du cancer repose principalement sur 

la détection d’antigènes exprimés dans des types spécifiques de cancers. Or, un diagnostic 

basé sur la télomérase pourrait de ce fait adresser une catégorie plus étendue de cancers 

(Hiyama and Hiyama 2002). Différentes études ont d’ailleurs montré qu'un niveau élevé de 

télomérase est associé à un mauvais pronostic et une agressivité tumorale marquée dans les 

cancers du poumon non-à petites-cellules (Marchetti et al. 2002; Wu et al. 2003; Zhu et al. 

Figure 17 : Propriétés de la 

télomérase.  Le rôle premier de la 

télomérase est de veiller à 

maintenir la longueur des 

extrémités des chromosomes afin 

d’éviter le phénomène de crise 

conduisant à la mort cellulaire. De 

plus la télomérase a révélé 

récemment d’autres propriétés 

indépendantes de l’élongation des 

télomères. En effet elle permet de 

de délivrer des signaux de survie, de 

prolifération, d'inhibition de 

l'apoptose et, en association avec 

les oncogènes Ras et SV40T, elle 

permet la transformation de 

cellules en cellules malignes. 
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2006), les neuroblastomes (Poremba et al. 1999; Krams et al. 2003), les cancers du sein 

(Poremba et al. 2002; Elkak et al. 2006) et du foie (Oh et al. 2008), les leucémies (Cogulu et 

al. 2004; Tchirkov et al. 2004), les cancers  gastriques (Lu et al. 2012), les cancers squameux 

de la tête et du cou (Liao et al. 2004; Lee et al. 2006) et les chondrosarcomes (Martin et al. 

2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Etant donné le rôle essentiel de la télomérase dans la survie des cellules, cette enzyme 

est soumise en amont à des systèmes de régulation (Figure 18). Le promoteur du gène TERT 

contient en effet de nombreux sites de fixation pour des facteurs de transcription et de 

méthylation (Horikawa et al. 1999), propices à l’activation ou la répression de l’expression de 

TERT. Les oncogènes Her2/Neu ou c-Myc (Park et al. 2001), les facteurs viraux tels que la 

protéine E6 du papillomavirus peuvent ainsi directement ou indirectement activer TERT 

(Klingelhutz et al. 1996). Le même effet est observé avec les protéines Sp1(Park, Guo et al. 

2001), Ets (Dwyer et al. 2007), Wnt/b-catenine (Hoffmeyer et al. 2012), STAT3, NF-kB, et 

les récepteurs activés des oestrogènes et androgènes (Guo et al. 2003).  

Dans les cellules normales, il y a une forte probabilité pour que l’expression de TERT soit 

réprimée par des gènes suppresseurs de tumeurs. Plusieurs études ont ainsi mis en évidence 

l’implication de facteurs de transcriptions  tels que Mad1 (Oh et al. 2000), AP1 (Takakura et 

al. 2005), WT-1 (Oh et al. 1999) ou en encore p53 (Yao et al. 2012), p73 (Racek et al. 2005) 

Type de cancer Echantillon
Methode de 

détection de hTERT 
Frequence (%)

Sein Sang/Serum/Plasma 1RT-PCR 42,3 ± 24,4

Tumeur RT-PCR, 2ISH, 3ICH 86,7 ± 5,1

Poumon Sang/Serum/Plasma RT-PCR 95

Tumeur ICH, 4WB, TRAP 86,04 ± 6,9

Melanome Sang/Serum/Plasma RT-PCR 58

Tumeur TRAP, RT-PCR, IHC 91,6 ± 14,4

Pancreas Sang/Serum/Plasma - -

Tumeur RT-PCR, TRAP, ICH 86,3 ± 2,9

Colon Sang/Serum/Plasma - -

Tumeur RT-PCR, TRAP 95,5 ± 2,1

Prostate Sang/Serum/Plasma RT-PCR 80

Tumeur ICH, RT-PCR 82,85 ± 13,4

Gynécologique Sang/Serum/Plasma RT-PCR 74,4

Tumeur RT-PCR, TRAP, ICH 91,2 ± 5,4

Rein Sang/Serum/Plasma - -

Tumeur TRAP, RT-PCR 78,1 ± 9,2

Cerveau Sang/Serum/Plasma - -

Tumeur TRAP, ISH 87,8 ± 19,0

Leucémie Sang/Serum/Plasma RT-PCR, TRAP 86,9 ± 13,1

Moelle osseuse TRAP, RT-PCR 74,9 ± 4,3

Myélome Sang/Serum/Plasma - -

Moelle osseuse IHC 100

Lymphome Sang/Serum/Plasma - -

Moelle osseuse RT-PCR, ISH 78,6 ± 18,5

Tableau 3 : Expression de hTERT dans les cancers humains.    1 Real-time Polymerase 

chain reaction ;  2 In situ hybridization ;  3 Immunohistochemistry ; 4 Western-Blot 
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et TGF- (Hu et al. 2006) dans l’inhibition de l’expression de TERT. 

 En plus de la modulation de l’activation transcriptionnelle de TERT, une autre étape 

importante de sa régulation a lieu au niveau post-transcriptionnel et implique des phénomènes 

d’épissages alternatifs de l’ARN messager (ARNm) de TERT. Bien que les évènements à 

l’origine d’un tel épissage restent inconnus, plusieurs groupes ont pu prouver l’existence de 

diverses formes d’ARNm épissé de TERT (Ulaner et al. 1998; Colgin et al. 2000; Hisatomi et 

al. 2003). Ces formes résultent d’une délétion complète ou partielle d’exons, ou d’insertion de 

parties d’introns. L’épissage alternatif serait un moyen pour la cellule de réguler l’activité 

télomérase au cours de son développement en changeant les profils d’expression des variants 

de TERT. A ce jour 10 variants alternatifs de l’ARNm TERT ont été identifiés. Les plus 

étudiés sont ceux présentant des délétions complètes ou partielles au niveau de motifs 

nécessaires à l’activité transcriptase inverse de l’enzyme. Ces variants peuvent alors générer 

des isoformes protéiques de TERT incapables d’exercer leur rôle de maintenance des 

télomères. Lorsqu’ils sont surexprimés, certains d’entre eux peuvent se comporter comme des 

inhibiteurs dominants-négatifs de l’activité télomérase dans les cellules normales comme dans 

les cellules tumorales (Colgin, Wilkinson et al. 2000). Cependant le rôle de ces variants sur 

des fonctions autres que la maintenance des télomères n’a pas encore été analysé.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Niveaux transcriptionnel et post-transcriptionnel de la télomérase.  

(Souiden et al. 2010, Bulletin du cancer) 
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 L’ensemble des différentes propriétés de la télomérase ainsi que son expression 

spécifique dans les cellules tumorales contribuent donc d’une part à clarifier son implication 

dans les mécanismes d’oncogenèse, et d’autre part fait de TERT une cible privilégiée pour 

l’immunothérapie antitumorale (Beatty and Vonderheide 2008). Plusieurs essais cliniques 

d'immunothérapies ciblant TERT ont été réalisés chez l'homme (Tableau 4). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 4 : Liste des principaux essais cliniques ciblant TERT. 

Vaccine formulation Cancer type Phase 
Numb. of 

patients

Immune 

response
Clinical responses Reference

hTERT pY572 and p572 peptide in 

montanide (Vx-001)

Multiple solid 

tumors
II 55 70%

No major toxicity. Immune response 

correlated with improved clinical 

outcome

Kotsakis et al. 

2012

hTERT pY572 and p572 peptide in 

montanide (Vx-001)
Multiple cancer I/II 19 92%

No major toxicity. OS in correlation 

with immune response. 

Mavroudis et al. 

2006

hTERT pY572 and p572 peptide in 

montanide (Vx-001)
NSCLC I/II 22 76%

No major toxicity. OS in correlation 

with immune response. Median OS of 

30 months for responders 

Bolonaki et al. 

2007

hTERT p540 peptide + Montanide Melanoma II 14 54% No objective tumor responses. 
Parkhust et al. 

2004

hTERT p540 in Montanide + GM-

CSF
Breast I 20 68%

No major toxicity. OS in correlation 

with immune response

Domchek et al. 

2007

hTERT GV1001 and p540+ GM-CSF NSCLC I/II 26
46% ag. GV1001 

8% ag. p540

No major toxicity. Median OS of 8,5 

months

Brunsvig et al. 

2006

hTERT GV1001+ GM-CSF Pancreas I/II 48 63%
No major toxicity. OS in correlation 

with immune response

Bernhardt et al. 

2006

hTERT GV1001+ temozolomide Melanoma I/II 25 78%

No major toxicity. OS in correlation 

with immune response. Median OS of 

12 months for responders 

Kyte et al.      

2011
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s DC loaded with hTERT peptides + 

KLH
Renal I/II 10 25%

No major toxicity. 2 patients with 

mixed response, 1 with stable disease

Marten et al. 

2006

DC loaded with p540 + KLH Breast, Prostate I 7 57%
No major toxicity. 1 patient with partial 

tumor regression

Vonderheide et 

al. 2004

DC transfected with hTERT-LAMP 

mRNA 
Prostate I 20 100%

No major toxicity. 4/9 patients have 

elevated PSA.

Su et al.         

2005D
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III. Présentation et identification des peptides 

restreints par le CMH de classe II  

1. Distribution et régulation de l’expression des CMH II 

 

   





Figure 19 : Représentation des régions codant les molécules du CMH I et II humaines et murines 



 



A  

B  

Figure 20 : Diversité des allèles HLA de classe II. A, Principe de nomenclature des allèles HLA-DRB.   
B, Prévalence de 6 molécules HLA-DRB1 et 2 molécules HLA-DPB1 dans la population mondiale (D'après la 
database MHC du site NCBI). 
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Dans les cancers, à l'exception des lymphomes T et B et de certaines formes de mélanome, les 

cellules tumorales n’expriment habituellement pas le CMH II. Leur expression peut cependant 

parfois être induite en présence d’IFN. 

L’expression des CMH II est régulée par le transactivateur CIITA (MHC class II 

transactivator) (Muhlethaler-Mottet et al. 1997; LeibundGut-Landmann et al. 2004). Ainsi 

CIITA est fortement exprimé dans les CPA et il peut être induit par une stimulation IFN. La 

régulation de CIITA s’effectue au niveau de la transcription du gène MHC2TA. L’activité 

transcriptionnelle de MHC2TA est modulée par 4 types de promoteurs distincts (type I à IV). 

Parmi eux, 3 sont fortement conservés chez l’homme et la souris (type I, III et IV). Le type II 

est uniquement retrouvé chez l’homme mais son activité transcriptionnelle est très faible. La 

spécificité cellulaire et l’expression du gène MCH2TA sont contrôlées par les différentes 

activités de ces promoteurs (Tableau 5).  Dans les DC immatures, le promoteur CIITA de type 

I est lié à 4 protéines : PU.1, IRF8 (interferon-regulatory factor 8), NF-B (nuclear factor-B) 

et SP1. Cette interaction conduit à une augmentation de l’expression de CIITA et donc du 

CMH II (bien que ce dernier ne soit pas exprimé de façon stable en surface). Pendant la 

maturation des DC, ce complexe est remplacé par un complexe contenant PRDM1 (PR 

domain zinc finger protein 1) qui inhibe la transcription de CIITA (Neefjes et al. 2011). 

En plus de la régulation des molécules CMH II (HLA-DR, HLA-DP et HLA-DQ), 

CIITA module aussi l’expression des CMH II non-classiques (HLA-DM et HLA-DO) et de la 

chaine invariante Ii qui sont des facteurs importants de la présentation antigénique par les 

CMH II. 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5 : Régulation de l’expression du gène CIITA (MHC2TA) par l’activité de différents 

promoteurs. Le promoteur de type I est particulièrement actif dans les cellules d’origine myéloides 

(DC, macrophages activés. Le type III est utilisé par les cellules d’origines lymphoides (LB, LT activés 

humains, DC plasmacytoides). Le type IV est essentiel en réponse à une stimulation par IFN et aux 

cellules non-issues de la moelle osseuse (ex : cellules endothéliales, épithéliales, astrocytes et 

fibroblastes). Le type IV est aussi constitutivement exprimé dans les TEC (cellules épithéliales 

thymiques). 

 type I  type III  type IV

CPA d'origine myéloides ++++ + +

CPA d'origines lymphoides + ++++ +

Induction par IFN - +/- ++++

TEC - - ++++

Autres cellules - - -

CIITA

D'après Muhlethaler-Mottet A. et al, 1997, The EMBO Journal

CPA: cellules présentatrices d'antigènes;  TEC : cellules épithéliales thymiques
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2. Les voies de présentation antigénique par le CMH II 
 

Après la capture d’antigènes par les CPA, ces derniers doivent être apprêtés sur les 

molécules HLA de classes II pour être présentés à la membrane cellulaire sous forme de 

peptides. Cette étape est primordiale dans la nature des réponses immunes induites car elle 

oriente la reconnaissance des antigènes par les LT CD4. En règle générale, les molécules 

HLA-II présentent des peptides issus de la dégradation de protéines exogènes qui ont été 

internalisées par endocytose (présentation directe). Cependant des études ont montré que 20-

30% des peptides naturellement présentés par les molécules CMH II proviennent des produits 

de dégradation de protéines endogènes (Lechler et al. 1996; Dengjel et al. 2005; Crotzer and 

Blum 2009). 

 

2.1. Présentation directe des antigènes exogènes  
 

La voie exogène de présentation des antigènes sur le CMH II est un processus 

largement documenté (Jensen 2007; Neefjes, Jongsma et al. 2011). Les CPA peuvent 

internaliser l’antigène par endocytose et/ou phagocytose. En règle générale seuls les 

macrophages ont la capacité d’utiliser ces deux processus, les autres CPA (DC ou LB) 

utilisent uniquement la voie d’endocytose. Les molécules du CMH II sont synthétisées dans le 

réticulum endoplasmique à partir duquel elles doivent voyager jusqu'aux compartiments 

endocytiques afin de rencontrer et d’interagir avec les peptides qui leur sont destinés. Ce 

mécanisme de présentation antigénique implique: 

i) la présence d’un système d'adressage vers les voies d'endocytose 

ii) l'existence de récepteurs spécifiques qui vont pouvoir internaliser efficacement les 

 antigènes (bactéries, virions, corps apoptotiques, complexes immuns...) 

iii) l’intervention de protéases qui vont dégrader les antigènes en peptides  

iv) la présence d'un système de redirection pour une présentation à la surface des 

 cellules.  

 

L’antigène internalisé met 1-3 heures pour parcourir la voie endocytaire, être exprimé 

à la membrane puis être présenté sous forme de peptides par les molécules CMH II. La voie 

d’endocytose implique trois compartiments vésiculaires d’acidité croissante : les endosomes 

précoces (pH 6,0-6,5), les endosomes tardifs (pH 5,0-6,0) et les lysosomes (pH 4,5-5,0). Ces 

vésicules contiennent des enzymes hydrolytiques (protéases, nucléases, lipases, 

phospholipases et phosphatases) qui vont dégrader l’antigène en peptides de 13-20 résidus qui 
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vont se lier aux molécules CMH II. L’apprêtement de l’antigène peut être inhibé par les 

agents chimiques tels que la chloroquine (qui augmente le pH des compartiments 

endocytaires) ou des inhibiteurs de protéases.  

Les chaînes transmembranaires  et  des molécules du CMH II sont assemblées dans le 

réticulum endoplasmique et associées à la chaine invariante (Ii). La chaine Ii est une 

protéine transmembranaire nécessaire à l'assemblage et au repliement correct des CMH II. 

Elle agit également en bouchant le site de liaison au peptide du CMH II évitant ainsi que des 

peptides de classe I, naturellement apprêtés dans le réticulum, viennent s'y charger. Sa partie 

N-terminale contient quant à elle un signal d'adressage qui dirige le complexe formé avec le 

CMH II à travers le complexe de Golgi et le réseau trans-Golgien vers les compartiments 

endocytaires.  Compte tenu de l’augmentation de l’activité protéolytique des compartiments 

successifs, la chaine Ii est graduellement et partiellement dégradée par des cystéines protéases 

telles que les cathepsines S et L, la protéase AEP (asparagine endopeptidase) ou GILT 

(gamma-interferon-induced lysosomal thiol reductase) (Honey and Rudensky 2003).  Après 

dégradation de la chaine Ii, seul un court fragment de la chaine Ii, appelé CLIP (class-II 

associated invariant chain protein), subsiste et reste lié au CMH II en occupant la cavité de 

liaison au peptide. Or sans la chaine Ii complète, le peptide CLIP en lui-même a une faible 

affinité pour le sillon du CMH II. Il peut donc soit conduire à une molécule CMH II vide, soit 

être stabilisé par HLA-DM (DM). Contrairement aux autres CMH II, DM n’est pas 

polymorphique et n’est pas exprimée à la membrane cellulaire, mais est trouvée 

essentiellement dans le compartiment endosomal. Cette molécule DM permet de catalyser 

l’échange entre le peptide CLIP et un peptide antigénique d’affinité supérieure. DM effectue 

alors un cycle en vérifiant l'affinité et la capacité de ce peptide à former une conformation 

correcte avec la molécule CMH II avant de se libérer de cette dernière. En absence de DM, ce 

processus d’échange de peptides échoue, conduisant à l’expression membranaire de peptides 

de faible affinité (en particulier CLIP) et de complexes CMH II/peptides structurellement 

immatures (Pu et al. 2004). Cependant, il est à noter que le polymorphisme important des 

molécules CMH II affecte la stabilité de la chaine Ii et de DM. Ainsi  il détermine le niveau 

d’importance de ces protéines dans la voie de présentation des peptides (Wolf et al. 1998; van 

Lith et al. 2010). La protéine HLA-DO (DO) est exprimée principalement dans les 

lymphocytes B. Son rôle est de prévenir l’activité de DM dans les endosomes précoces 

(pH~6) (Chen et al. 2002). Au fur et à mesure que les CMH II vont circuler dans les voies de 

l'endocytose et s'approcher des endosomes tardifs et lysosomes, DO va perdre son activité 

inhibitrice sur DM permettant le chargement des CMH II avec les peptides antigéniques. 

L’activité de DO est très importante pour le LB car l'antigène capturé par le BcR est très lié à 



 63 

ce dernier et nécessite donc un environnement suffisamment acide pour un chargement 

optimal des peptides.  

 

 Le taux de présentation à la surface du CMH II est étroitement lié à l'activité 

protéolytique de la cellule. Cette activité est faible chez la DC immature et forte dans les DC 

activées (Villadangos et al. 2005). En effet, au repos il existe des inhibiteurs des protéases 

comme la cystatine et l'isoforme p41 de la chaine Ii qui permettent de moduler la dégradation 

des antigènes et de la chaine Ii, et de contrôler ainsi l’initiation de la réponse immunitaire en 

fonction d’un certain type ou d’une expression anormale d’antigènes. De plus, lorsque les DC 

sont immatures, les molécules CMH II sont ubiquitinylées à la membrane par la protéine 

MARCH1 et réinternalisées en vue d’être dégradées (De Gassart et al. 2008). Ainsi la 

dynamique de transport des CMH II est très rapide entrainant un temps de résidence à la 

surface très réduit en absence d'activation. En revanche lors de la maturation des DC, les 

CMH II vont au fur et à mesure perdre cette ubiquitination ce qui va par conséquent stabiliser 

leur expression à la membrane. Les DC immatures synthétisent les CMH II en grande quantité 

mais ce n’est qu’après leur maturation que ces molécules sont chargées et transportées à la 

surface pour une présentation aux LT CD4. A l’inverse de l’augmentation de l’expression des 

CMH II à la membrane, la biosynthèse de CMH II est réduite pendant la maturation. Cet arrêt 

de synthèse chez les DC matures garantit que les complexes CMH II /peptide ne soient pas 

dilués et remplacés par de nouveaux complexes produits. 

 

 La voie de présentation classique des antigènes exogènes par le CMH II est illustrée 

dans la Figure 21. 
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Figure 21 : Voie de présentation directe des antigènes exogènes par les molécules du CMH II. Les chaines  et  

du CMH II sont assemblées dans le réticulum endoplasmique et associées à la chaine invariante Ii. Le complexe 

CMH II/Ii est transporté du RE vers le Golgi puis vers les compartiments des endosomes tardifs ou lysosomes 

(certains complexes transitent vers la membrane cellulaire avant d’être réinternalisés par endocytose). Les 

antigènes exogènes sont internalisés par endocytose et menés vers les phagolysosomes où ils sont dégradés. La 

chaine Li est partiellement dégradée par des protéases, laissant le peptide dérivé de la chaine invariante (CLIP) 

dans  le site de liaison au peptide du CMH II. HLA-DM catalyse la dissociation du peptide CLIP et son échange avec 

un peptide antigénique de plus forte affinité. Dans certaines cellules, HLA-DO peut se lier à HLA-DM et inhiber sa 

fonction dans certains compartiments endocytaires. Le complexe CMH II/peptide est transporté à la membrane 

où il est alors présenté aux LT CD4.  

Nat Rev Microbiol. 2010 April; 8(4): 296–307.  



2.2. L’autophagie dans la cross-présentation des antigènes de 

tumeurs 

Figure 22 : Trois types d'autophagies et les mécanismes impliqués. Il existe 3 types d'autophagies. Dans la 
macroautophagie qui constitue la voie principale de dégradation cellulaire, un autophagosome (vésicule à double 
membrane) se forme et fusionne avec les lysosomes qui dégradent les constituants cellulaires et pathogènes 
contenus dans l'autophagosome. La microautophagie est caractérisée par l'invagination de corps vésiculaires 
d'origine endosomique qui internalisent des protéines ou des agrégats protéiques. Dans les processus 
d'autophagie médiée par des protéines chaperones, les antigènes cytoplasmiques sont pris en charge par la 
chaperone HSC70 via la protéine LAMP-2A afin d'accéder au lysosome. (Munz et al. 2009) 
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 La macroautophagie est à ce jour le type d'autophagie le mieux caractérisé et semble la 

plus impliquée dans les tumeurs. En effet, il apparaît que la macroautophagie dans les cellules 

tumorales est essentielle à la cross-présentation des antigènes par les cellules dendritiques in 

vitro et in vivo (Li Y2008). La macroautophagie représente un processus dynamique 

impliquant le réarrangement de membranes subcellulaires qui séquestrent une partie du 

cytoplasme afin de les livrer aux lysosomes ou endosomes tardifs (Munz 2012). Ainsi ce 

processus contribue à l’augmentation de la présentation par le CMH II de protéines 

cytoplasmiques (du soi ou virales) et extracellulaires (Munz 2012) (Figure 23). 

 

 

 

La voie de la macroautophagie se déroule en trois étapes majeures (Rabinowitz and White 

2010; Schlie et al. 2011; Wang et al. 2011; Munz 2012). L’étape d’initiation consiste en la 

formation d’une structure isolée en double membrane qui est régulée par les protéines mTor 

(mammalian target of rapamycin), Beclin-1 (Atg6) et hVPS-34 (type III phosphatidylinositol-

3-kinase). L’origine de cette double membrane n’est pas connue, bien qu’elle soit suggérée 

provenir du réticulum endoplasmique (Dunn 1990) ou d’un compartiment alternatif appelé 

phagophore (Stromhaug et al. 1998). Durant la seconde étape, l’élongation de la membrane 

permet la séquestration de constituants comme des organites défectueux, des agrégats de 

protéines ou des pathogènes. L’extension de la membrane et le recrutement de substrats à 

l’intérieur de l’autophagosome nécessitent l’interaction de la protéine Atg5 avec deux 

systèmes apparentés à l’ubiquitine, Atg8/LC3 et Atg12. Une fois la double membrane 

refermée, ces protéines se détachent de la membrane externe qui permet la fusion de 

l’autophagosome avec les lysosomes et sa maturation en autolysosome. Le transfert et la 

Figure 23 : Régulation de 

l'apprêtement des antigènes intra et 

extracellulaires par le CMH II via la 

macroautophagie. A gauche : Les 

autophagosomes qui recrutent leur 

cargo via une interaction avec 

Atg8/LC3 fusionnent avec les 

compartiments CMH II. A droite : Les 

phagosomes, en particulier ceux 

comportant des TLR (Toll-like 

recepteurs) ou des cellules 

apoptotiques sont entourés de 

Atg8/LC3 qui fusionnent avec le 

lysosome ce qui pourrait aussi 

contribuer à augmenter la 

présentation par le CMH II (Munz et 

al. 2012) 
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fusion complète de l’autophagosome avec le lysosome dépendent des microtubules et du 

maintien de l’acidification du milieu.  

Des études ont montré que la phosphorylation via la kinase p70S6 de la protéine ribosomale 

S6 corrèle fortement avec une inhibition du mécanisme de macroautophagie (Blommaart et al. 

1995). L’inactivation par un  traitement rapamycine de la kinase mTOR,  régulateur positif de 

p70S6 (Brown et al. 1995), restaure ce processus y compris dans un milieu riche en 

nutriments. Actuellement, mTOR est la voie de régulation de l'autophagie la mieux 

caractérisée (Carew et al. 2012). 

Par ailleurs, la macroautophagie peut aussi intervenir dans l'apprêtement de protéines 

extracellulaires par les molécules CMH II (Munz 2012). Dans ce cas, les phagosomes, en 

particulier ceux comportant des TLR (Toll-like recepteurs) ou des cellules apoptotiques, sont 

entourés par le système Atg8/LC3 qui fusionne avec les lysosomes, ou potentiellement 

directement avec les compartiments CMH II. Lee et al. ont montré que l'ovalbumine 

extracellulaire est moins efficacement présentée aux LT CD4 in vivo lorsque les cellules 

dendritiques sont incapables d'autophagie (Lee et al. 2010). Cependant ce processus de 

macroautophagie des antigènes extracellulaires reste encore mal compris (Munz 2012). 

 

 Dans les cancers, la croissance et la prolifération des cellules dans le 

microenvironnement tumoral peut devancer à des stades tardifs le développement vasculaire 

local censé apporter les nutriments et l’oxygène nécessaire à leur survie. Conséquent à ces 

états de carences en nutriments et d’hypoxie, la macroautophagie mise en place vise à recycler 

les nutriments afin de favoriser la survie des cellules, tumorales y compris (Schlie, Spowart et 

al. 2011). Ainsi il a été observé que l'autophagie exerce un effet ambivalent sur l'activation du 

système immunitaire.  

 En effet ce processus peut conduire à une stimulation ou au contraire une inhibition 

des réponses immunes antitumorales. Dans un modèle de mélanome murin, l’inhibition de 

l’autophagie combinée à une vaccination peptidique antitumorale favorise la régression des 

tumeurs (Noman et al. 2011). D’autres études ont également mis en évidence un effet 

immunosuppresseur de l’autophagie et son impact négatif sur la différenciation et la 

fonctionnalité des LT dans des modèles animaux comme chez l'homme (Ben-Shoshan et al. 

2008; Hubbard et al. 2010; Noman, Janji et al. 2011).  

En revanche, chez la souris, l’autophagie induite par chimiothérapie entraîne la libération par 

les cellules tumorales d’ATP (adenosine 5′-triphosphate), un ligand chimioattractant des 

récepteurs purinergiques exprimés par les cellules de l’immunité,  conduisant à l’attraction et 

la stimulation des cellules de l’immunité antitumorale (Amaravadi ; Michaud et al. 2011). De 
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même, son induction peut aussi favoriser la maturation des CPA (Ferguson et al. 2011), en 

augmentant leur capacité à dégrader les protéines et les cellules tumorales mortes (Schlie, 

Spowart et al. 2011). De plus, il a été montré que l’inhibition des processus de 

macroautophagie abolit presque entièrement la cross-présentation des antigènes tumoraux. 

Des expériences menées sur des autophagosomes purifiés  ont montré que ceux-ci sont des 

porteurs efficaces d’antigènes pour une présentation indirecte en partie dépendante de 

CLEC9A, un récepteur lectine de type C récemment caractérisé et exprimé chez les DC 

conventionnelles et plasmacytoïdes (Huysamen et al. 2008; Li et al. 2008). De plus, 

l’utilisation  chez la souris d’un vaccin thérapeutique antitumoral enrichi en autophagosomes 

retarde significativement la croissance de mélanome ou le développement de métastases 

pulmonaires comparés aux groupes ayant reçu un vaccin à base de cellules tumorales (Li et al. 

2011).  

 Compte tenu de l’ensemble de ces observations, des études complémentaires sont 

nécessaires à la compréhension des mécanismes et des facteurs influant sur l’action pro- et 

antitumorale de l’autophagie. 

 

3. Stratégie d’identification d'épitopes T CD4 antitumoraux  
 

  Contrairement aux épitopes T CD8, l’identification d’épitopes T CD4 antitumoraux 

connaît un retard important. Ceci s’explique en partie par le fait que les LT CD4 

reconnaissent des peptides présentés par les molécules de CMH II qui, contrairement aux 

molécules CMH de classe I, sont très peu exprimées par les cellules tumorales. Cependant, 

compte tenu du rôle crucial des LT CD4 dans la génération de l'immunité antitumorale, 

l'identification de peptides dérivés d'antigènes tumoraux et restreints par le CMH II est 

apparue récemment comme une étape importante pour le développement de stratégies 

d'immunothérapies efficaces (Wang 2001). 

Quatre principales méthodes ont été développées pour identifier les peptides exprimés à la 

surface des cellules tumorales et reconnus par les LT CD4 anti-tumoraux : la stratégie par 

élution de peptides, l'approche basée sur les TILs, le criblage de librairies de peptides et la 

méthode prédictive ou immunologie inverse qui reste la plus utilisée pour l'identification 

d'épitopes T CD4 (Boon, De Plaen et al. 1992; Cox et al. 1994).  
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3.1. La stratégie par élution de peptides 

 
 Une stratégie employée pour identifier les peptides appropriés est basée sur 

l’identification de peptides naturellement présentés par les molécules de HLA I et HLA II sur 

des cellules tumorales. Ces peptides ont été isolés par élution acide des molécules HLA 

purifiées par immunoaffinité et séquencés. Leur séquence permet de remonter à la protéine 

qui leur a donné naissance et qui constitue l’antigène tumoral. L’inconvénient principal de 

cette approche est que beaucoup de cellules tumorales expriment des niveaux bas des 

molécules de HLA, en particulier HLA-II, et le rendement de peptides est faible. De plus 

l’élution de peptides est un travail lourd qui nécessite l’utilisation de beaucoup de techniques 

et d’instruments très sensibles pour séquencer les peptides élués. Néanmoins quelques 

peptides immunogènes (classe I ou classe II) ont été identifiés par ces dernières méthodes tels 

que des peptides dérivés de la protéine sauvage p53 ou de l’antigène associé au mélanome 

MART-1. 

 

3.2. Approche basée sur les TILs 
 
 Similaire à la méthode génétique pour l'identification d’antigènes tumoraux, cette 

approche consiste à la base à induire des LT par la restimulation répétée in vitro de TILs 

(lymphocytes infiltrant la tumeur) avec les cellules tumorales autologues. La transfection des 

cellules présentant un haplotype HLA approprié par des fragments du gène codant l’antigène 

permet de localiser précisément la région comportant l’épitope. Finalement, des peptides 

correspondants à la région identifiée et possédant les résidus d’ancrage à la molécule HLA 

considérée sont synthétisés et testés pour leur capacité à stimuler des LT. Quelques épitopes 

HLA II ont été identifiés par cette méthode. C’est le cas de TILs CD4+ isolés de patients de 

cancer cervical reconnaissant 2 peptides dérivés de la protéine E7 du HPV présentés par 

HLA-DR4 (Hohn et al. 1999). Wang et al. ont également identifié un nouvel antigène généré 

par réarrangement chromosomial et reconnu par des TILs CD4+ (Wang et al. 1999). 34 

peptides correspondant à la séquence identifiée ont été synthétisés et testés. Parmi eux, seuls 2 

peptides restreints HLA-DR1 et reconnus par  des TILs CD4+ ont été mis en évidence. 

 

3.3. Criblage de librairies de peptides chevauchants 
 

 Le criblage de librairies de peptides synthétiques représente le moyen le plus rapide et 

le plus efficace pour localiser des épitopes T CD4 à partir d’une séquence protéique connue et 



 70 

complète de l’antigène sélectionné (Rodda 2002). La détection d’épitopes et l’analyse de 

réponses T spécifiques peuvent être évaluées à partir de clones, de lignées ou de LT 

fraîchement isolés.   Des méthodes spécifiques ont été développées pour la synthèse d’un 

large panel de peptides (Maeji et al. 1990).  

Des peptides restreints HLA II et dérivés des antigènes tumoraux NY-ESO-1 ont été identifiés 

par cette méthode (Jager et al. 2000). L’avantage de cette approche est que les résultats sont 

exhaustifs, couvrant la séquence entière de l’antigène. Cependant l’inconvénient majeur 

réside dans le coût de la synthèse d’une librairie de peptides chevauchants couvrant la totalité 

de l’antigène. 

 

3.4. Stratégie prédictive 
 

La stratégie prédictive ou immunologie inverse utilise des outils bioinformatiques 

modelant le système immunitaire et joue un rôle primordial dans la progression de la 

découverte des vaccins peptidiques. Elle est actuellement la plus utilisée pour l’identification 

d’épitopes T CD4 dérivés d’antigènes de tumeurs. Des épitopes T CD4 dérivés de TERT 

(Schroers et al. 2003), Survivine (Wang et al. 2008), gp100 (Cochlovius et al. 1999), MAGE-

A3 (Consogno et al. 2003) ou encore  RAGE-1 (Stassar et al. 2001) ont été identifiés grâce à 

cette approche.  

Cette stratégie prédictive se déroule généralement selon les étapes décrites ci-dessous 

(Kobayashi and Celis 2008) (Figure 24) : 

 

a) sélection de l'antigène tumoral 

 

Plusieurs critères entrent en jeu pour le choix de la protéine la plus appropriée à étudier. Le 

plus évident repose sur la connaissance exacte de la séquence en acides aminés de l'antigène 

ciblé. De plus la sélection de grosses protéines est préférable car la possibilité de trouver un 

ou plusieurs épitopes liant les molécules du CMH II augmente par la même occasion. Un 

autre critère idéal pour la sélection de l'antigène serait de sélectionner uniquement des 

protéines exprimées uniquement par les cellules  tumorales et pas par les cellules normales. 

Ceci permettrait d'éviter une éventuelle induction des mécanismes de tolérance dirigés contre 

les antigènes du soi qui réduiraient l'efficacité de la réponse immune antitumorale. De plus, 

même si une forte immunité antitumorale est induite, il existerait un risque significatif 

d'autoimmunité contre les tissus sains exprimant l'antigène. Ainsi les TAA candidats les plus 
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appropriés font partis du groupe 'cancer-testis' (voir chapitre 'les antigènes associés aux 

tumeurs). D'autres TAA possibles ont une expression limitée dans certains tissus considérés 

comme non-vitaux (prostate, sein, mélanocytes). Ainsi, en fonction du type de tumeur, 

l'analyse prédictive de peptides restreints par le CMH II peut se porter sur une ou plusieurs 

protéines candidates. 

 

b) sélection des épitopes T CD4 à l'aide de programmes de prédiction 

 

Les premiers essais de prédiction ont débuté en se basant sur la découverte de résidus 

spécifiques (ou de type de résidus : hydrophobiques, chargés positivement ou négativement) 

présents à des positions particulières de la courte séquence peptidiques (9-20 résidus). Ces 

motifs sont spécifiques à chaque allèle CMH II mais ne sont pas clairement définis. S'il est 

possible d'identifier avec exactitude les motifs des peptides élués des molécules CMH I 

purifiées du fait de leur taille restreinte (8-10 résidus), ce n'est pas le cas des peptides liant les 

CMH II dont la taille varie de 9-20 acides aminés. Ainsi l'analyse des séquences est rendue 

plus complexe. Une avancée majeure dans le développement des algorithmes de prédiction 

repose sur le développement de tests de liaisons des peptides aux CMH II. En se basant sur 

cette approche, Southwood et al. ont élaboré un algorithme informatique à partir d'une large 

base de données de peptides capables de lier les CMH II (Southwood et al. 1998). D'autres 

études ont permis par la suite de compléter cette base de données (Wang et al. 2010). Ainsi 

plusieurs algorithmes basés sur la prédiction des motifs de liaison peptidique aux molécules 

HLA de classe II et/ou sur la quantification de l'affinité des peptides pour ces mêmes 

molécules ont été développés (Wang, Sidney et al. 2010) (Tableau 6).   

 

c) Evaluation in vitro de l'immunogénicité des peptides chez l'homme 

 

Une fois qu'un nombre raisonnable de peptides a été sélectionné à partir de l'analyse des 

algorithmes, des peptides synthétiques sont développés et testés in vitro pour leur capacité à 

Prediction program HLA-II URL

SYFPEITHI DR http://www.syfpeithi.de/

NetMCHIIpan 2.1 DR, DP, DQ http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCIIpan/

NetMCHII 2.2 DR, DP, DQ http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/

ProPred DR http://www.imtech.res.in/raghava/propred/

SVRMHC DR, DQ http://svrmhc.biolead.org/

MHCpred DR http://www.ddg-pharmfac.net/mhcpred/MHCPred/

Tableau 6 : Algorithmes de prédiction d'épitopes HLA de classes II
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stimuler des réponses T CD4. Les techniques d'immunisation in vitro utilisées pour la 

génération de lignées T CD4 et de clones utilisés sont décrites ci-après. Brièvement des 

lymphocytes issus de sang de donneurs sains ou de patients atteints de cancers sont cultivés in 

vitro en présence des peptides et d'IL-2. Après un ou plusieurs cycles de stimulation les 

lignées T ou de clones (obtenus par dilutions limites), l'immunogénicité des peptides est 

évaluée par des tests de prolifération in vitro et des tests ELISPOT/ELISA mesurant la 

production de cytokines. La restriction HLA des lignées ou des clones T générés est testée 

contre des fibroblastes murins (cellules L) transfectés avec un unique allèle CMH II humain et 

chargés avec les peptides. Une courbe de titration peptidique peut être effectuée pour estimer 

l'avidité des peptides. 

 

 d) Evaluation de l'apprêtement naturel des peptides tumoraux par les CMH II in vitro 

 et in vivo par l'utilisation de souris transgéniques HLA 

 

Généralement la réactivité des lymphocytes T CD4 spécifiques des peptides sélectionnés, est 

ensuite testée contre des cellules tumorales CMH II-positives et exprimant l’antigène tumoral. 

Cette reconnaissance tumorale directe est une autre étape de validation indiquant que le 

peptide est naturellement apprêté et présenté par la tumeur. Néanmoins, à l'exception des 

lymphomes T et B, très peu de cellules tumorales expriment naturellement les molécules de  

CMH II. Celles-ci peuvent cependant être induites après un traitement de 24-72H par IFN 

avant de réaliser le test. Un autre facteur limitant de cette technique repose sur le fait que la 

cellule tumorale doit exprimer le même allèle HLA que celui qui restreint la réponse T CD4 

spécifique du peptide.  

Une autre technique utilisée pour parer à ces inconvénients consiste à 'nourrir' des cellules 

dendritiques autologues soit avec la protéine antigénique (si celle-ci est disponible), soit un 

lysat de cellules tumorales (obtenu après des cycles de congélation-décongélation) ou des 

cellules tumorales apoptotiques (obtenues par irradiation). Les cellules dendritiques vont alors 

pouvoir capturer, apprêter et présenter les peptides dérivés des protéines tumorales aux LT 

CD4. Dans certains cas, il peut être possible d'utiliser un ADN recombinant codant l'antigène 

tumoral. Dans ces situations, il n'est pas nécessaire que la lignée tumorale exprime les 

molécules CMH II car les LT CD4 reconnaissent les complexes CMH II/peptide présents à la 

surface des DC. La spécificité antigénique est validée par l'utilisation d'une lignée tumorale 

contrôle qui n'exprime pas l'antigène ciblé et par la démonstration que l'utilisation d'anticorps 

bloquant anti-CMH II est capable d'inhiber la réactivité des LT CD4 dirigée contre les DC 

présentant l'antigène. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
  

Figure 24 : Etapes de la stratégie classique d’immunologie inverse pour la prédiction  d’épitopes T CD4. 
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Tableau 7 : Liste des épitopes T CD4 dérivés d'antigènes tumoraux  identifiés et 

naturellement apprêtés. (D'après Kobayashi and Celis 2008) 

Antigène Position du peptide Séquence peptidique HLA-II restriction

EBNA2 280 - 290 TVFYNIPPML DR1, DR7, DR16, DR52, DQ2

EBV LMP1 159 - 175 YLQQNWWTLLVDLLWLL DR9, DR15, DR53

HTLV-1 Env 196 - 210 LDHILEPSIPWKSKL DR9

317 - 331 AVWLVSALAMGAGVA DQ6

384 -398 LLFWEQGGLCKALQE DR15

HTLV-1 Tax 191 -205 IEELLYKISLTTGAL DR1, DR9

305 - 319 LHLLFEEYTNIPISL DR15, DQ9

HER2/neu 883 - 899 KVPIKWMALESILRRRF DR1, DR4, DR52, DR53

gp100 74 - 89 GPTLIGANASFSIALN DR7

175 - 189 GRAMLGTHTMEVTVY DR53, DQ6

576 -590 SLAVVSTQLIMPGQE DR7

MAGE-A3 146 - 160 FFPVIFSKASSSLQL DR4, DR7

WT1 124 - 138 QARMFPNAPYLPSCL DR15, DR53

STEAP 102 -116 HQQYFYKIPILVINK DR1, DR9, DR53

192 -206 LLNWAYQQVQQNKED DR9, DR53

TARP 1 - 14 MQMFPPSPLFFFLQ DR53

14 -27 QLLKQSSRRLEHTF DR1, DR9, DR13, DR15

PSMA 334 -348 TGNFSTQKVKMHIHS DR4

687 -701 YRHVIYAPSSHNKYA DR9, DR53

730 - 744 RQIYVAAFTVQAAAE DR53

CEA 625 - 639 YSWRINGIPQQHTQV DR4, DR53

653 - 667 YACFVSNLATGRNNS DR4, DR7

TERT 44 - 58 PAAFRALVAQCLVCV Promiscuous DR, DP, DQ 

578 - 592 KSVWSKLQSIGIRQH Promiscuous DR, DP, DQ 

611 - 626 EARPALLTSRLRFIPK Promiscuous DR, DP, DQ 

672 - 685 RPGLLGASVLGLDDI DR1, DR7, DR15 

766 - 780 LTDLQPYMRQFVAHL DR4, DR11, DR15 

916 - 930 GTAFVQMPAHGLFPW Promiscuous DR, DP, DQ 

1041 - 1055 SLCYSILKAKNAGMS Promiscuous DR, DP, DQ 

Tableau 7  : Liste d'épitopes T CD4 dérivés d'antigènes tumoraux  identifiés et 

naturellement apprêtés. (Extrait et adapté de Kobayashi and Celis, 2008). 
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 Parmi les différentes sous-populations de LT CD4 identifiées, les Th1, caractérisés par 

la production de cytokines telles que IFN, TNF, et IL-2, jouent un rôle majeur dans 

l’activation des réponses immunitaires antitumorales. Ils sont nécessaires à l’initiation et la 

fonction des cellules cytotoxiques, et préviennent également l’induction d’un état tolérogène. 

Par conséquent, durant cette dernière décennie, une attention croissante est portée à 

l'identification d'épitopes restreints HLA-II issus de nombreux TAA et capables d'induire des 

réponses CD4 Th1. Cependant peu d'épitopes CD4 helper sont actuellement utilisés en 

clinique. Ainsi l'identification de peptides dérivés d'antigènes tumoraux relevants et capables 

de lier plusieurs allèles HLA II permettrait d'améliorer l'efficacité des vaccins anti-cancers 

ainsi que le suivi des réponses T CD4 antitumorales chez les patients. Au cours de cette thèse 

nous avons caractérisé des réponses T CD4 spécifiques de TERT, un prototype d'antigène 

tumoral universel, et étudié l'influence des LT CD4 anti-TERT dans les cancers. 

 

 L’objectif de la première partie de ce travail a été :  

i) Identifier de nouveaux peptides restreints HLA-DR dérivés de TERT capables de stimuler 

in vitro des réponses CD4 Th1 spécifiques. 

ii) Etudier l’influence de la réponse spontanée T CD4 anti-TERT chez des patients atteints de 

cancer bronchique. 

 Après avoir réalisé l'étude in vitro de l'immunogénicité de ces nouveaux peptides CD4, 

nous avons dans un deuxième travail :  

i) Validé la présence de LT CD4 anti-TERT dans différents cancers humains. 

ii) Etudié in vivo l’immunogénicité des peptides TERT CD4 et validé leur intérêt 

thérapeutique dans un modèle tumoral préclinique. 
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PARTIE 1 : Identification de nouveaux peptides immunogènes 

dérivés de la télomérase restreints HLA-DR et analyse des 

réponses lymphocytaires  T CD4 anti-TERT chez des patients 

atteints de cancer du poumon. 



 79 

ELISPOT et cytokines multiplex. Des clones T spécifiques des UCP ont été générés par 

dilution limite. L’évaluation de la présence naturelle de LT CD4 anti-UCP chez les patients a 

été réalisée par ELISPOT- après 8-10 jours de sensibilisation in vitro par les peptides UCP. 

L’étude de l’influence de la réponse spontanée T CD4 spécifique des UCP a été mesurée 

avant chimiothérapie  au sein   d’une cohorte de patients atteints de cancer bronchique 

métastatique.   

 

Résultats :  

 

 L’utilisation d’algorithmes de prédiction nous a permis de retenir 4 peptides nommés 

'universal cancer peptides' UCP1, -2, -3 et -4. Les propriétés de liaison des peptides évaluées 

par un test de liaison aux molécules HLA-DR ont montré que chaque UCP peut lier au 

minimum 6 allèles HLA-DR différents avec de fortes affinités (RA < 100).  

En utilisant un protocole de stimulation in vitro en présence d’IL-2 et IL7, nous avons généré 

in vitro des LT CD4 spécifiques des UCP à partir de lymphocytes de donneurs exprimant 

différents allèles HLA-DR. La réactivité de ces lymphocytes CD4 anti-UCP a été évaluée par 

ELISPO IFN. La production d’IFN par les LT CD4 anti-UCP est inhibée en présence d’un 

anticorps anti-HLA-DR bloquant mais pas en présence d’anticorps anti-HLA-DP ou anti-pan- 

HLA classe I, confirmant ainsi la restriction HLA-DR de ces LT. Nous avons détecté par 

ELISPOT IFN, la présence de réponses spontanées T CD4 anti-UCP chez des patients 

atteints de cancer bronchique métastatique. Les réponses spécifiques de UCP2 et UCP4 sont 

plus fréquemment retrouvées (> 60% des cas). Les clones T CD4 spécifiques de ces peptides 

ont une forte avidité et produisent majoritairement après une stimulation peptidique des 

cytokines Th1 telles que le TNF-, l'IFN et l’IL-2.    

L’étude et l’influence de la réponse lymphocytaire T CD4 anti-UCP a été ensuite évaluée au 

sein d’une cohorte de 84 patients atteints de cancer bronchique métastatique. A l’aide de tests 

ELISPOT IFN en présence d’un pool peptidique contenant les 4 UCP, nous avons retrouvé la 

présence de lymphocytes T CD4 anti-UCP chez 38 % des patients alors que cette réponse est 

indétectable chez les individus sains testés (n = 22). L’analyse statistique a montré une 

absence de corrélation entre la présence ou non de réponses T CD4 anti-UCP et les 

principales caractéristiques cliniques et biologiques des patients ainsi que sur l’évolution de la 

maladie. Cependant, un impact positif de cette réponse sur la survie a été observé dans le sous 

groupe de patients ayant eu un bénéfice clinique après une chimiothérapie à base de sels de 

platine (13 vs 10 mois, P < 0.03). La présence d’une réponse T CD4 anti-UCP n’a aucun effet 

chez les patients ayant progressé après la première ligne de traitement. Les réponses T anti-
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virales mesurées dans le même temps chez les patients n’avaient aucune influence quelque 

soit le groupe de patients (répondeurs ou progresseurs). 

 

Conclusion : Nous avons identifié de nouveaux peptides CD4 restreints HLA-DR dérivés de 

la télomérase et capables de stimuler in vitro des réponses lymphocytaires T CD4 de type Th1 

chez des patients atteints de cancer. Nos résultats suggèrent fortement que la présence d’une 

réponse spontanée T CD4 anti-TERT chez les patients pourrait agir en synergie avec 

l’efficacité de la chimiothérapie. L’ensemble de ces résultats souligne l’intérêt thérapeutique 

potentiel de stimuler des réponses CD4 Th1 spécifiques de TERT et ouvre des perspectives 

pour l'utilisation des UCP comme outils de monitoring innovant des réponses T CD4 

antitumorales.  

 

 
  
 
 

 

 
 



Cancer Therapy: Clinical

Analysis of Spontaneous Tumor-Specific CD4 T-cell
Immunity in Lung Cancer Using Promiscuous HLA-DR
Telomerase-Derived Epitopes: Potential Synergistic Effect
with Chemotherapy Response

Yann Godet1,2,3, Elizabeth Fabre5, Magalie Dosset1,2,3, Michele Lamuraglia5,6, Emeline Levionnois5,
Patrice Ravel8, Nadine Benhamouda5, Aur�elie Cazes5, Françoise Le Pimpec-Barthes5,
Beatrice Gaugler1,2, Pierre Langlade-Demoyen7, Xavier Pivot1,3,4, Philippe Saas1,2,3,
Bernard Maill�ere9, Eric Tartour5, Christophe Borg1,2,3,4, and Olivier Adot�evi1,2,3,4

Abstract
Purpose: To investigate the presence and impact of spontaneous telomerase-specific CD4 T-cell

responses in cancer patients.

Experimental Design: Amultistep approach was used to design novel pan-HLA-DR–restricted peptides

from telomerase. T-cell clones isolated from cancer patients were used to characterize the polarization of

telomerase-specific CD4 response. The presence of spontaneous CD4T-cell response against telomerasewas

monitored in 84 metastatic non–small cell lung cancer (NSCLC) patients before first-line chemotherapy

(CT) using IFN-g ELISPOT assay. Then we analyzed the impact of the pretherapeutic telomerase-specific

CD4 T immunity on clinical outcome in patients according to their respective response to CT.

Results:We described four novel telomerase-derived CD4 epitopes referred as universal cancer peptides

(UCP) that effectively bind to most commonly found humanMHC class II alleles. UCP-specific CD4 T-cell

repertoire is present in human andUCP-specific CD4 T-cell clones generated from cancer patients exhibited

high avidity and are Th1 polarized. Significant frequency (38%) of naturally occurring UCP-specific T-cell

responses were detected before CT in advanced NSCLC but not in healthy volunteers. This response was

shown to significantly increase overall survival (OS) of patients responding to CT (Median OS: 53 vs. 40

weeks, P ¼ 0.034).

Conclusions: These results show for thefirst timeapotential synergistic effectof telomerase-specificCD4T-

cell response with CT response in NSCLC and underline the potential role of tumor-specific CD4 T-cell

responseontheefficiencyofconventionalanticancer therapy.ClinCancerRes;18(10);2943–53.�2012AACR.

Introduction
The recent introduction of immunotherapy in clinical

practice (1, 2) emphasized the influence of immune
responses on cancer prognosis and chemotherapy (CT)
effectiveness. Among adaptive immune cells involved in
antitumor responses, CD8 T cells (CTL) have been consid-
ered to be the main protagonists because they exhibit
cytotoxic activity toward tumor cells expressing tumor-
associated antigens (TAA). However, it is now clear that
CD4 Thelper 1 (Th1) lymphocytes also play a critical role in
orchestrating the antitumor response. These cells mainly
characterized by IFN-g production are critical for the
induction and maintenance of CD8 T cells against tumors
by providing help through multiple interactions (3, 4).
CD4 Th1 cells can also exert antitumor activity that is
independent of CD8 T cells by recruiting and activating
innate immune cell such as natural killer and macro-
phages (5, 6). The IFN-g secreted by CD4 Th1 cells also
mediates direct antitumor or antiangiogenic effect (7). A
new dimension of CD4 helper T cells role during cancer is
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also reported. It has been shown that CD4 T cells must
pave the way for killer T-cell entry at tumor site (8) or
infected mucosa (9). Furthermore CD4þ T cells are
required for the induction of cellular senescence and
angiogenesis inhibition, resulting in sustained tumor
regression upon inactivation of the MYC or BCR-ABL
oncogene in a mouse tumor model (10). In human, high
density of tumor-infiltrating Th1 cells has been shown as
good prognostic marker in colorectal cancer (11). This
study also showed that patients with high expression of
the Th17 cluster gene had a poor prognosis. In non–small
cell lung cancer (NSCLC) both immune cells infiltration
and localization have been correlated with clinical out-
come (12, 13).

On other hand, recent progress in the fields indicates that
pretherapeutic immune parameters affect the efficacy of
conventional chemotherapies (14, 15). Moreover, the effi-
cacy ofmany of the currently used chemotherapeutic agents
depends on the active contribution of both innate and
adaptive immune effectors (16). For example, spontaneous
and induced leukemia-specific CD4þ Th1 cells in patients
bearing chronic myelogenous leukemia and successfully
treated with imatinibmesylate were associated with clinical
benefit suggesting a synergy between the treatment tumor-
specific CD4 T-cell response (17). However, little is known
about the relationship between tumor-specific CD4 Th1
immunity and efficacy of CT. This could be related to
technical reasons that limit the ability to easily monitor
this response in patients. All above emphasize the critical
function of CD4 Th1 responses in cancer immunosurveil-
lance and strongly encourages to use/develop relevant tools
to study tumor-specific CD4 helper T-cell responses and
raise the interest to stimulate these cells during antitumor
immunotherapy.

During the past 10 years, increasing attention has focused
on identifying MHC class II epitopes from multiple TAAs
(18). Nevertheless, only few CD4 helper epitopes derived
from tumor antigens have been used in clinical settings.

Although HLA class II locus is very polymorphic, degen-
erate peptides capable of binding multiple allelic variants
of HLA-DR have been described (19, 20). Identification of
degenerate peptides of relevant TAAs may lead to improv-
ed cancer vaccine and for effective monitoring of CD4
T-cell immunity. On this view telomerase reverse trans-
criptase (TERT) has emerged as a promising universal
target (21). TERT maintains telomere length in dividing
cells and its overexpression is the predominant mechan-
ism developed by malignant cells to escape telomere-
dependent cell death (22). Therefore TERT activity has
been observed in all studied cancer forms, including stem
cell–like tumor cells (23) and is therefore a hallmark of
cancer cells (24). Furthermore, recent clinical studies using
a TERT-derived CD4 epitope vaccine called GV1001 was
able to increase survival of cancer patients when combined
with radio or CT (25, 26). These results suggested the
interplay between anti-TERT-CD4 T-cell immunity and
conventional anticancer therapy. However, the natural
occurring TERT-specific CD4 helper T-cell responses in
patients are unknown.

In this study, we described 4 novel TERT-derived CD4
epitopes referred as universal cancer peptide (UCP) that
bind to most commonly found HLA-DR alleles. By pro-
spectively studying a cohort of 84 advanced NSCLC
patients, we found spontaneousUCP-specific CD4 immune
response in 38% prior CT. Although CD4 T-cell response
against TERT was not correlated with main clinical char-
acteristics of the patient, the presence of this response was
shown to be significantly associated with a better outcome
in CT-responding patients. These results support the rela-
tionship between antitumor immune status and CT regi-
men in NSCLC.

Materials and Methods
Patients

Patients were enrolled at the university hospital Georges
Pompidou (Paris, France) and university Hospital Jean
Minjoz (Besançon, France) from January 2009 to Septem-
ber 2011. Tumor stage and gradingweredetermined accord-
ing to the International Union against Cancer (UICC)
classification. After informed consent patients with histo-
logically proven NSCLC were prospectively included in the
clinical trial. This study was conducted in accordance with
French laws and after approval by the local ethics commit-
tee. Blood cells were collected from anonymous healthy
donors at the Etablissement Français du Sang (EFS,
Besançon, France) as apheresis kit preparations after
informed consent and following EFS guidelines. HLA-DR
genotyping was done by using the Olerup SSP DRB1 typing
kit (Olerup, Sweden).

Telomerase-derived CD4 T epitopes selection and
binding assay

The 4 peptides derived from TERT referred as UCP
[UCP1 (PAAFRALVAQCLVCV), UCP2 (KSVWSKLQSI-
GIRQH), UCP3 (GTAFVQMPAHGLFPW), and UCP4

Translational Relevance
This article reports the role of naturally occurring

telomerase-specific CD4 T-cell responses in lung can-
cer. We describe telomerase-derived CD4 epitopes
referred as universal cancer peptides (UCP) that bind
to most commonly found human MHC class II alleles.
Spontaneous UCP-specific CD4 T-cell response was
detected in 38% of patients’ prior first-line chemother-
apy (CT). The presence of this response significantly
increases overall survival of patients responding to CT
(P ¼ 0.034). These results provide a new tool for
comprehensive monitoring of antitumor CD4 T-cell
response and support the concept of immune modu-
lation of CT efficacy. In addition, it could be used to
provide compensatory measures to restore or improve
anticancer immune responses.
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(SLCYSILKAKNAGMS)] were predicted to bind multiples
HLA-DRmolecules by using SYFPETHI (www.syfpeithi.de),
NetMHCpan 2.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/Net-
MHCIIpan/) and NetMHCII 2.2 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/NetMHCII/) softwares (18). Synthetic peptides
(>80% purity) were purchased from Activotec. The binding
capacity to HLA-DRmolecules was assessed by competitive
ELISA as previously reported (27).

Generation of UCP-specific T cell lines from healthy
donors
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were iso-

lated by density centrifugation on Ficoll-Hyperpaque gra-
dients (Sigma-Aldrich) and plated at 4.106 cells per well in a
24-well plate in RPMI 5% human serum with 10 mmol/L
of pool of the 4 UCPs. Recombinants interleukin (IL) 7
(5 ng/mL; Peprotech) and IL-2 (20 UI/mL; Novartis) were
added at days 1 and 3, respectively. At days 7 and 14, cells
were stimulatedwith g-irradiated autologous PBMCspulsed
with 10 mmol/L of UCPs and 20 UI/mL IL-2 was added at
days 8 and 15 as previously reported (27, 28). At day 21,
CD4 T cells were purified (Miltenyi) and the specificity of
T cell lines was investigated by IFN-g ELISPOT. Briefly, CD4
T cells (105 per well) were cultured in anti-human IFN-g
monoclonal antibody precoated ELISPOT plate with
each UCP (5 mmol/L) in AIM V medium (Invitrogen) for
18 hours at 37�C.Cells culturedwithmediumalone or PMA
(100 ng/mL; Sigma-Aldrich) and ionomycin (10 mmol/L;
Sigma-Aldrich) were used as negative and positive controls,
respectively. The IFN-g spots were revealed following the
manufacturer’s instructions (Gene Probe). The number of
specific T cells expressed as spot-forming cells/105 cells was
calculated after subtracting negative control values (back-
ground). Spot-forming cells were counted using the C.T.L.
Immunospot system (Cellular Technology Ltd.). For HLA-
DR restriction, the following blocking antibodies anti-HLA
class I (clone W6.32), HLA-DR (clone L243), and HLA-DP
(clone B7/21; 10 mg/mL) were added in cell culture during
the ELISPOT. All the experiments were conducted in
triplicates.

CD4 T-cell clones isolation and amplification
T-cells clones were isolated by limiting dilution and

amplified after stimulation by PHA in presence of irradiated
allogenic PBMCs, B-EBV cell line, and 150 UI of IL-2
according to previously described procedure (29). Func-
tional analyses ofUCP-specific CD4 T-cell clones were done
by using intracytoplasmic TNF-a staining and Human Ten-
plex cytokines assay (Human Th1/Th2/Inflammation Dia-
plex; Diaclone).

Assessment of spontaneous UCP-specific CD4 T-cell
responses
Ficoll-isolated PBMCs from cancer patients or healthy

volunteers were culturedwith 10 mmol/L of pool of UCPs in
a 24-well plate (4.106 cells per well) in RPMI 5% human
serum and IL-7 (5 ng/mL) and IL-2 (20 UI/mL) were added
at days 1 and 3, respectively (27). For the recall response

against viruses, cells were similarly cultured with the mix of
32 peptides from cytomegalovirus, influenza virus, and
Epstein–Barr virus (CTL). After 1 week of cell culture, the
presence of UCP-specific T cells was measured by IFN-g
ELISPOT as detailed above (30–32).

Flow cytometry
For intracytoplasmic cytokine staining, after a 5-hour

stimulation period with or without 10 mmol/L peptide, T
cells were labeled with anti-CD4 (BD Bioscience) and anti-
TNF-a (ebioscience) using Cytofix/Cytoperm KIT (BD Bio-
science). For flow cytometry Treg analysis, PBMCs were first
stained with surface antibodies (anti-CD4, anti-CD25),
fixed, permeabilized, and then stained with anti-hFoxp3
(PCH101; eBioscience). Samples were acquired on a FACS
Canto II (BD Biosciences) and analyzed with the DIVA
software. Neutrophil–lymphocyte ratio (NLR) was defined
as the absolute neutrophil count divided by the absolute
lymphocyte count (13).

Statistics
Statistical analyses were carried out with NCSS 2007

software (Number Cruncher Statistical Systems). The level
of significance was set at P < 0.05 for all tests. Variables were
expressed as a mean � SD or median and tested with the
Wilcoxon Rank-Sum test when suited. Survival curves were
calculated with the Klapan–Meier method and compared
with the Log-rank test.

Results
Identification of universal HLA-DR–restricted CD4
T-cell epitopes from TERT

To predict the existence of CD4 epitopes within the
amino acid sequenceof TERT capableof binding tomultiple
HLA-DRmolecules, we combined results from3 algorithms
Syfpeithi, NetMHCpan-2.1, and NetMHC2.2. We selected
four 15-mers peptide sequences referred as UCP1 to UCP4
that scored high in the probability scale for their binding
capacity to the commonly found human HLA-DR alleles
(Supplementary Table S1). To confirm this result,we carried
out an in vitro binding assay based on competitive ELISA as
previously reported. The data were presented as relative
affinities (RA) to easily compare their binding properties
to high binder peptides that we used as references and the
strong binders have a relative affinity less than 100. Results
confirmed the ability of all the peptides to effectively bind to
the most common alleles encoded by the HLA-DR (Table
1). The 4 peptides exhibited a strong capacity to bind 7
different HLA-DR molecules, including DR1, DR4, DR7,
DR11, DR15, DRB3, and DRB5. Particularly, UCP1 and
UCP2 were able to bind every HLA-DR molecules tested
with RA from intermediate (100–500) to low RA (< 100).
Thus, according to phenotypic frequencies of the 10 prev-
alent HLA-DR antigens, these peptides could cover more
than 90% of population (27). Furthermore, CD4 T-cell
responses against UCPs were induced in humanized
HLA-DR1�0101/HLA-A2 transgenic mice following immu-
nizationwith aDNAplasmid encoding the full-length TERT
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protein (28, 33) and indicating that they are endogenously
processed and presented to CD4 T-cell in vivo (Dosset and
colleagues; manuscript in preparation).

Then the ability of UCP to stimulate human CD4 T cells
was tested. For this purpose, lymphocytes isolated from
peripheral blood of healthy volunteers were in vitro stim-
ulated using a pool of UCP and the generation of UCP-
specific CD4 T cell lines was screened using ELISPOT assay.
As shown in Fig. 1A, CD4 T cells were able to recognize at
least one UCP. The HLA-DR restriction of the UCPs specific
CD4 T-cell response was confirmed with the inhibition of
IFN-g secretion in presence of pan HLA-DR blocking anti-
body (Fig. 1B). The HLA-DR spectra typing revealed that the
HLA-DR alleles of normal individual were not shared, sup-
porting the promiscuous nature of the UCPs (Fig. 1C). Thus
these results implied that precursorCD4T cells againstUCPs
were present in human peripheral T repertoire and they
recognized these peptides in multiple HLA-DR contexts. To
further characterize these responses, we isolated CD4 T-cell
clones specific for UCP2 and UCP4 from cancer patient. All
theUCP4-specificCD4T-cell cloneswere strongly reactive in
the presence of cognate peptide and showed a half-maximal
TNF secretion observed at very low peptide concentration
(<0.1 mmol/L; Fig. 2A and B). Similar results were obtained
for UCP2-specific clones with a half-maximal TNF secretion
observed at approximately 4 mmol/L (Fig. 2C and D). In
addition, we showed after peptide stimulation that the
clones mainly produced IFN-g and TNF-a, but not IL-4 nor
IL-17A, in agreement with a Th1 polarization (Fig. 2E). The
reactivity of these CD4 T-cell clones were inhibited by HLA-
DR blocking antibody indicating their HLA-DR restriction
(data not shown). Thus, these results showed that high-
avidity UCP-specific CD4 T-cell clones can be generated
from cancer patients and were Th1 polarized. They also
showed that these UCPs are naturally processed and pre-
sented to CD4 T-cell in the context of malignancies.

Presence of naturally occurring CD4 T cells against
UCPs in NSCLC patients

Telomerase gene polymorphisms have been associated
with lung cancer susceptibility and TERT expression is
found in all types of NSCLC (34, 35). Therefore, we carried
out a comprehensive analysis of spontaneous UCP-specific

CD4 T-cell responses in NSCLC. Ficoll-isolated blood lym-
phocytes from 84 advanced NSCLC patients were collected
before first-line CT and cultured shortly (oneweek) with the
poolofUCPs, and the specificT cellsweremeasuredby IFN-g
ELISPOT. Blood lymphocytes from 22 healthy volunteers
were used as control. Responses were considered positive
when the number of IFN-g secreting cells was at least 2-fold
above the negative control. This experimental design
enabled us to measure specific CD4 T-cell memory
responses. As shown in Fig. 3A, UCP-specific memory
immune responses were found in 32 of 84 patients
(38%), whereas no specific IFN-g responses against UCPs
were detected in 22 consecutive healthy donors (Fig. 3A).
Analysis of the cytokine secretion profile of these responses
revealed high production of TNF-a and IFN-g in the absence
of IL-4, IL-17, and IL-10 indicating a Th1 polarization (data
not shown). Analyzed individually, each of the 4 UCPs is
able to generate a CD4 T-cell response in patients. However,
the frequency of T-cell responses toUCP2 andUCP4 suggest
that these peptides are more immunogenic (Fig. 3B). The
absence of UCPs specific immune responses in patients
could not be related to a global T-cell anergy, as illustrated
by the presence of effective antiviral recall responses in
patients without UCPs specific response (Fig. 3C). To
exclude the influence of a number of immune parameters
that have been reported to decrease antitumor response in
NSCLC (13), we measured circulating CD4þ Foxp3þ regu-
latory T cells (Treg) and the plasmatic IL-10 in the patients
with orwithoutUCP-specific immune response.We showed
similar level of circulating Tregs in the2 groups (Fig. 3D)and
absence of plasmatic IL-10 detection by ELISA was observed
regardless of the UCP-immune status (data not shown). In
addition, the total lymphocyte counts and NLR were quite
similar in these 2 groups (Fig. 3D).Our results indicated that
patients with NSCLC are able to spontaneouslymount TAA-
specific CD4 T-cell responses and that UCPs are prototypic
peptides tomonitor antitumor immune response inNSCLC.

Spontaneous UCP-specific T-cell immune response
increase overall survival of patients responding to
chemotherapy

There is increasing knowledge that host immune status
can modulate the efficiency of conventional CT. Then, the

Table 1. The binding capacity of predicted peptides was tested using competitive ELISA binding
assays

Relative avidity

Peptides Sequences DR1 DR3 DR4 DR7 DR11 DR13 DR15 DRB3 DRB4 DRB5

UCP1 PAAFRALVAQCLVCV 3 0.4 50 3 25 1 4 30 4 1
UCP2 KSVWSKLQSIGIRQH 0.2 144 112 1 4 231 8 154 229 1
UCP3 GTAFVQMPAHGLFPW 0.1 173 2 2 0.2 134 0.2 53 >500 0.2
UCP4 SLCYSILKAKNAGMS 0.3 >500 34 8 0.3 >500 3 154 >500 0.5

NOTE: Data are expressed as relative activity RA (ratio of the IC50 of UCPs to the IC50 of the reference peptide) and are the means of 3
experiments. Good binders have a RA less than 100 and weak binders are RA more than 500.
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impact of naturally occurring UCP-specific CD4 immune
response before CT on clinical outcome was analyzed in
patients that responded or progressed after first-line CT. For
this purpose, we focused on 55 stage IV NSCLC patients
included between November 2009 and February 2011 with
a median follow-up of 10 months. Patient’s main clinical
characteristics are shown in Table 2. T-cell responses against
TERT were not correlated with clinical or prognostic vari-
ables such as age, tobacco, ECOG PS status, or histologic
subtype (Table 2). Except 6 patients who received erlotinib
therapy, all patients were treated with platinum doublet.
Thirty of the 55 patients received a second-line CT mainly
with erlotinib, pemtrexed, or taxanes. After first line, control
disease (CD) based on RECIST criteria were achieved in 36
of 55 (65%), 25% of them achieved a partial response (PR;
14 of 55), and 40% a stable disease (SD; 22 of 55).
Progressive disease (PD) was observed in 19 of 55

(35%). The frequency of spontaneous TERT-specific CD4
immune responsewas similar in patientwithCDor PDafter
CT (Fig. 4A). In contrast, patients displaying a TERT-specific
immunity before CT had an increased overall survival (OS)
in the CD group compared with patients with no TERT-
specific immunity [Median OS: 53 vs. 40 weeks, P ¼ 0.034,
HR ¼ 0.54, 95% confidence interval (CI): 0.3–1). The
preexistence of UCP-specific immune response nonsignif-
icantly increased the progression-free survival (PFS) of CD
patients (Median PFS: 33 vs. 24 weeks, P ¼ 0.391, HR ¼
0.76, 95% CI: 0.4–0.7; Fig. 4B). Similar results were
observed when we focused on patients that received plat-
inum-based CT, after excluding the erlotinib-treated
patients (Median OS: 53 vs. 40 weeks, P ¼ 0.049, HR ¼
0.52 95% CI: 0.3–0.9; Fig. 4C and D). No differences have
been observed based on the second-line CT regimen
received (data not shown). By contrast, in patients with

Figure 1. UCP-specific T cell lines
obtained from healthy donors. CD4 T
cell lines were obtained from PBMCs
of healthy donors after 3 round of
stimulation with a mixture of the 4
UCP and IFN-g–producing CD4 T
cells were assessed by ELISPOT.
A, responses against individual
UCPs are shown for 6 healthy
donors. B, UCP-specific T cell lines
were stimulated with the relevant
peptide in presence of anti-HLA
class I (W6.32), HLA-DR (L243), or
HLA-DP (B7/21) blocking antibodies.
C, responses against individual
UCPs for 3 healthy donors with
various HLA-DR genotype.
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PD after first-line CT, we found no survival difference
regardless ofUCP-specific immune status (data not shown).
Thus, the presence of natural TERT-specific CD4 Th1
responses in patients whose tumors are sensitive to CT is
correlated to a higher OS. These results provided an inno-
vative method to monitor antitumor CD4 immunity in
cancer patients and emphasized the potential relationship
between CT regimen and antitumor immune responses in
NSCLC.

Discussion
CD4helper T cells play amajor role in the generation and

maintenance of effective antitumor immune responses
(36). In this study, we characterized CD4 T-cell responses
against novel panHLA-DR–restricted epitopes derived from
TERT and refereed as UCP. The UCP-specific CD4 T-cell
clones have generated a high avidity and are Th1 polarized.
We found that IFN-g producing CD4 T-cell responses
against UCPs are naturally present in advanced NSCLC
patients. The presence of this anti-TERT Th1 immunity
increased the survival in the group of patients that achieved
disease control after CT. By contrast, the antiviral responses
measured at the same time had no effect on survival (data
not shown). Thus, our results showed for the first time to
our knowledge an association between spontaneous TERT-
specific CD4 T immunity and CT response in lung cancer.

There are several distinct mechanisms through which
conventional CT modifies the interactions between tumor
and immunologic environment (15). Through their action
on cancer cells, chemotherapeutics can restore or enhance
the expression of tumor antigens, making them more rec-
ognizable by the immune system (37, 38). The pioneering
works from L. Zitvogel and G. Kroemer highlighted the
capacity of some CT drug, such as anthracyclines and
oxaliplatin, to induce immunogenic cell death resulting in
activation of DC and priming of antitumor immune
response (39). These drugs have the particular ability to
facilitate the engulfment of the tumor cell by DCs through
mechanism involving the chaperone calreticulin, HMGB1
or ATP pathway (40). However, little is known about the
relationship between specific CD4 Th1 immunity and effi-
cacy of CT in cancer patients. Nevertheless our results can be
compared with those having shown the presence of leuke-
mia-specific CD4þ T cells in patients bearing chronic mye-
logenous leukemia and successfully treated with imatinib
(17). Other reports also showed that antibody titers against
antiphospholipids were associated with prolonged survival
after retinoic acid treatment in promyelocytic leukemia
(41). Although we have not studied the UCP-specific T-cell
response after CT, we can speculate that, in responding
NSCLC patients, the tumor lysis induced by CT releases
TERTmolecules that are available for antigen presenting cell
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characterization of UCP-specific
CD4 T-cell clones. T-cell clones
were obtainedby limiting dilution of
cancer patients T cell lines
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UCPs. A and C, percentage of
TNF-producing T cells and of T-cell
clones isolated from patients
GE001 in response to 10 mmol/L of
the relevant UCP; 105 T cells were
incubated for 5 hours in the
presence of Brefeldin A, stained
with CD4 antibody, fixed, and
stained with anti-TNF antibody in a
permeabilization buffer; 104 T cells
were then analyzed in flow
cytometry. BandD, reactivity of the
CD4 T-cell clones in response to
relevant UCP. CD4 T-cell clones
were culture with a range of the
indicated peptide concentration.
TNF secretion was assessed for 5
hours in the presence of Brefeldin
A, by flow cytometry. E, detection
of cytokines produced by
GE001.36 T-cell clone in response
to 10 mmol/L of UCP4 using human
10-plex cytokines assay.
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uptake and presentation of UCP tomemory CD4 T cells. By
contrast, when CT was ineffective, tumor lysis was low and
consequently TERT antigen release was less available for the
activation of the UCP-specific CD4 T naturally present in
vivo. This would explain the lack of impact of UCP-specific
immune response observed in patients with PD after CT.
Ongoing monitoring of the UCP-specific immunity before
and after CT would confirm the amplification of this
immune response in patients that successfully respond to
chemotherapeutic agents. Additional mechanisms exist
through which chemotherapeutics increase the susceptibil-
ity of tumor cells to immune attack. DNA damaging agents
may activate oncogene-based pathways that result in the
upregulation of Fas or other death receptors such as the
TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) receptor
(42), which can increase the susceptibility of tumor cells
to lysis by immune effectors such as CD4 Th1 cells expres-
sing CD95 ligand or TRAIL (5). The expression Fas/CD95
ligand and TRAIL on UCP-specific T cells was not evaluated
in this study and need future investigations. Chemothera-
peutic drugs have also direct effects on the immune system

that may contribute to an improved anticancer immunity.
For example, low metronomic doses of cyclophosphamide
or paclitaxel deplete and/or inhibit Tregs that have immu-
nosuppressive properties (43). We reported recently a pro-
gressive reduction in Foxp3þ Treg after sunitinib therapy
(44). In this study, Tregs levels at baseline cannot explain
the difference observed as both patients with control or PD
have similar rate of circulating Treg cells. In addition, no
difference was shown in the two groups with regard to the
plasmatic level of IL 10, an immunosuppressive cytokine.
According to the all aforementioned above, our results in
advanced NSCLC patients suggest that patients responding
to CT enter this positive circle and could benefit natural
antitumor immune response targeting TERT. To address
more precisely the cross-talk between UCP-specific CD4 T
cells and CT, it would be interesting to evaluate the TERT-
specific responses before and after CT. This purpose will be
evaluated in future study.

They also support the synergy between CT and therapeu-
tic vaccination targeting TERT that has been recently
reported in lung cancer (25, 45).

Figure 3. Naturally occurring UCPs
specific response in metastatic
NSCLC patients. A, spontaneous
UCP-specific T-cell responses were
assessed in 84 NSCLC patients and
22 healthy donors as control. After
short time stimulation (one week)
with a mixture of the 4 UCPs, the
presence of specific T cells was
detected using IFN-g ELISPOT
assay. The results represented
specific IFN-g spots after subtraction
of background. Responses were
positive when IFN-g spots weremore
than 10 and more than 2-fold the
background. B, frequency of
individual UCP-specific T-cell
responses in 12NSCLCpatientswas
shown. C, illustration of UCPs versus
viral specific immune responses in 8
NSCLC patients after one week in
vitro stimulation. D, baseline
neutrophils on lymphocytes ratio
(NLR) and CD4þ Foxp3þ T-cell
frequency in patients according to
the UCP-specific immune status.
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For technical reasons, there are very few studies that
address the frequency of tumor-specific effector or memory
T cells or antibody titers before and after CT.During the past
years, different groups have focused on the identification of
CD4T-cell epitopes fromTAA that could beused to improve
anticancer immunotherapy and for the monitoring of anti-
tumor CD4 T-cell responses (18). This study illustrates the
potential of TERT-derived UCPs for a dynamic monitoring
of tumor-specific CD4 T-cell responses in cancer patients.
It also underlines the importance of tumor antigen select-
ed to monitor the tumor-specific immune responses in
cancer patients. It also underlines the importance of tumor
antigen selected to monitor the tumor-specific immune
responses in cancer patients. On this view TERT present
several advantages: (i) it is expressed in most human
cancers, (ii) its oncogenic role is essential for cell immor-
tality and tumor growth and this prevents the antigenic
loss tumor escape mechanism, (iii) its constitutively high
expression in cancer cells and cancer stem cells, and (iv) its
immunogenicity (22, 24). Schroers and colleagues have
first reported 2 TERT-derived promiscuous HLA-DR–
restricted peptides hTERT672 and hTERT766 (46, 47).
However, the capacity of these 2 peptides to bind several
HLA-DR alleles was not evaluated using binding assay and
the presence in cancer patients of spontaneous CD4 T-cell

response against these peptides was not clearly studied.
Another promiscuous TERT-derived CD4 epitope called
GV1001 was reported by Gaudernack and colleagues (48).
This peptide has been used in clinical trials with encour-
aging results when combining to CT in melanoma and
NSCLC (25, 26). Nevertheless, the impact of spontaneous
GV1001-specific immune response on vaccination effi-
ciency and clinical outcome has not been investigated yet.
Note that in our cohort the present GV1001-specific
immune response was less frequent than UCP’s (data not
shown).

In this article, we report widely promiscuous HLA-DR
TERT-derived peptides recognized by CD4 T cells, and
naturally occurring CD4 T-cell responses against these
peptides were found in advanced NSCLC patients before
treatment. Interestingly, this TERT-specific, DR-restricted
T-cell response positively impact OS in CT responding
patients. In a complementary study, the spontaneous
T-cell response against UCPs was confirmed in other
malignancies such as colon cancer, leukemia, and renal
carcinoma, and the helper role of UCP-based antitumor
vaccine was also established in a HLA-DR1�0101/HLA-A2
transgenic mice (Dosset and colleagues; manuscript in
preparation). Taken together, this study identified UCP
that should be used as a powerful tool to evaluate the

Table 2. Baseline clinical characteristic of patient

Spontaneous UCP-specific
CD4 T-cell responses

Characteristics Global Positive Negative p

All patients no. 55 22 (40) 33 (60) n.s.
Age (y) median no. (%) 29 13 (45) 16 (55) n.s.
<65 26 9 (35) 17 (65) n.s.
�65

Sex no. (%) 37 15 (41) 22 (59) n.s.
Male 18 7 (39) 11 (61) n.s.
Female

Smoking status no. (%) 45 17 (38) 28 (62) n.s.
Current or former smoker 10 5 (50) 5 (50) n.s.
Never smoker

ECOG PS no. (%) 2 1 (50) 1 (50) n.s.
0 25 10 (40) 15 (60) n.s.
1 28 11 (39) 17 (61) n.s.
2

Histologic subtype no. (%) 38 19 (50) 19 (50) n.s.
Adenocarcinoma (ADK) 13 1 (8) 12 (92) n.s.
Squamous cell carcinoma 4 2 (50) 2 (50) n.s.
Other

Chemotherapy (%) 49 19 (39) 30 (61) n.s.
Platinium doublet 6 3 (50) 3 (50) n.s.
Erlotinib

NOTE: Spontaneous UCP-specific T-cell responses measured by standardized IFN-g ELISPOT assay as detailed in Material and
Method section. ECOG indicate Eastern Cooperative Oncology Group.
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interplay between conventional anticancer therapy and
tumor-specific CD4 T-cell responses. These findings also
indicate that targeting TERT with promiscuous immuno-
genic CD4 T epitopes is of particular interest for cancer
vaccine.
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Figure 4. Impact of spontaneous
UCPs CD4 T-cell response in
metastatic NSCLCpatients. A, UCPs
responder and nonresponder
frequencies in patients with PD or
CD.B,Kaplan–Meier estimates ofOS
and (C) PFS of CD patients. D, OS
and (E) PFS of CD patients treated
with platinum-based first-line CT.
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 AUTHOR’S VIEW AUTHOR’S VIEW

According to the cancer immunoedit-
ing hypothesis, tumor cells—at least ini-
tially—are immunogenic and the adaptive 
immune system is involved in their active 
elimination.1 Among the immune cells that 
participate in this process, CD4+ helper T 
cells seem to play a major role in the gener-
ation and maintenance of effective antitu-
mor immunity.2 Thus, in humans, a high 
density of tumor-infiltrating Th1 cells has 
been shown to constitute a good prognos-
tic marker in several cancers.3 Pioneering 
work from Laurence Zitvogel and Guido 
Kroemer highlighted the capacity of some 
chemotherapy drugs to modulate antitu-
mor immunity.4 Understanding how the 
efficiency of chemotherapy is influenced 
by its effects on the immune system is 
one of the most challenging questions 
for tumor immunology. However, the 
impact of preexisting tumor-specific Th1 
responses on the therapeutic potential of 
anticancer drugs has been poorly studied, 
mostly due to technical reasons.

In a recent study, we used newly identi-
fied pan-HLA-DR-derived epitopes from 
the human telomerase reverse transcrip-
tase (TERT), which we called univer-
sal cancer peptides (UCP), to monitor 
tumor-specific CD4+ Th1 cell responses. 
These UCPs could be recognized by 
CD4+ T cells isolated from different 

Is preexisting antitumor CD4 T cell response 
indispensable for the chemotherapy induced 
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types of cancer.5 The naturally occurring 
UCP-specific CD4+ T-cell response was 
studied in non-small cell lung carcinoma 
(NSCLC) patients using an interferon γ 
(IFNγ)-specific ELISPOT assay.

Among 84 metastatic NSCLC patients 
prospectively monitored prior to first 
line platinum-based chemotherapy, we 
detected spontaneous UCP-specific CD4+ 
Th1 responses in 38% of patients, while no 
response was found in healthy volunteers 
(n = 22). We then investigated the impact 
of the presence of UCP-specific CD4+ Th1 
cells on the clinical outcome, in particular 
the response to chemotherapy. We dem-
onstrated that the presence of anti-UCP 
immunity prior to treatment significantly 
increases the survival of chemotherapy-
responding patients, as compared with 
patients that do not manifest UCP-specific 
T-cell immunity (median overall survival: 
13.25 vs. 10 mo, p = 0.034).5 On other 
hand, patients with progressive disease 
after first line chemotherapy do not ben-
efit from UCP-specific immune responses. 
Of note, antiviral T-cell responses mea-
sured at the same time in the two groups of 
patients were similar and had no effect on 
survival, regardless of the response to che-
motherapy. In our knowledge, these results 
demonstrate for the first time a synergistic 
effect between preexisting tumor-specific 

Th1 CD4+ T cell responses and chemo-
therapy in cancer patients.

There are several distinct mechanisms 
through which some chemotherapeu-
tic agents can modify the interactions 
between tumor cells and the host immune 
system.6 Through their action on cancer 
cells, chemotherapeutics can restore or 
enhance the expression of tumor antigens, 
making them more easily recognizable by 
the immune system. Anthracyclines and 
oxaliplatin have been shown to induce 
immunogenic cell death, resulting in the 
priming of antitumor immune responses.6 
In line with these observations, our data 
suggest that the tumor cell lysis induced 
by platinum-based chemotherapy pro-
motes the release of TERT, which is taken 
up by antigen presenting cells that subse-
quently amplify preexisting tumor-specific 
T cells. By contrast, when chemotherapy 
was ineffective, tumor cell lysis and the 
consequent release of TERT were insuf-
ficient for the amplification of antitumor 
immune cells (Fig. 1). This would explain 
why preexisting UCP-specific immune 
responses did not influence overall survival 
in patients with chemotherapy-refractory 
progressive disease. UCP-specific CD4+ 
Th1 responses after first line chemother-
apy will be further monitored in NSCLC 
patients to confirm their persistence or 

Insights into antitumor T-cell responses may help the development of more e�cient treatments for lung cancer. The 
interplay between preexisting antitumor CD4+ T-cell responses and platinum-based chemotherapy is crucial to improve 
patient survival. Accumulating evidence con�rms that selecting cancer patients in whom chemotherapy can activate an 
anticancer immune response would largely improve the success of novel therapeutic approaches.
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 En utilisant chez la souris Tg A2/DR1 une vaccination ADN codant hTERT, nous 

avons montré que les UCP sont efficacement apprêtés et présentés aux LT CD4.  

Par ailleurs, l’immunisation de souris Tg A2/DR1 avec les UCP stimule des LT CD4 

spécifiques de type Th1 de forte avidité. Nous avons montré que la présence in vivo de LT 

CD4 anti-UCP est nécessaire à l’induction de réponses CTL spécifiques et efficaces. Ainsi 

chez des souris co-immunisées en présence d’un peptide UCP, nous avons observé un 

accroissement du nombre et de la qualité fonctionnelle des CTL spécifiques antitumoraux. 

L’efficacité des réponses CTL est corrélée à la qualité de la réponse T CD4 anti-UCP induite 

in vivo indiquant un rôle ‘helper’ efficace des UCP.  

Après vaccination UCP, l’induction de LT CD4 spécifiques s’accompagne d’une activation 

des cellules dendritiques. La co-culture in vitro de cellules dendritiques immatures en 

présence de LT CD4 anti-UCP a montré que cet effet activateur passe par un mécanisme 

impliquant CD40L, l’IFNet  le GM-CSF.  

L'efficacité d'une vaccination thérapeutique comportant un peptide UCP a été évaluée dans un 

modèle de mélanome transplantable chez les souris Tg A2/DR1. Une régression tumorale 

complète a été observée chez 63% des souris ayant reçu un vaccin contenant UCP contre 13% 

dans le groupe contrôle immunisé avec le peptide CD8 seul. Cette amélioration de l’efficacité 

antitumorale chez les souris ayant reçu un peptide UCP était associée à un meilleur 

recrutement des CTL dans les tumeurs.  

 

Conclusion :  Cette étude a montré que la vaccination avec les UCP stimule des LT CD4 

spécifiques qui produisent sélectivement des cytokines Th1. Les LT CD4 spécifiques des 

UCP exercent des fonctions ‘helper’ efficaces sur les réponses CTL antitumorales in vivo. 

L’ensemble de nos résultats souligne l’intérêt potentiel de l'utilisation des UCP pour le 

développement d'immunothérapies antitumorales chez l'homme. 

  

  

 

 



Cancer Therapy: Preclinical

Universal Cancer Peptide-Based Therapeutic Vaccine
Breaks Tolerance against Telomerase and Eradicates
Established Tumor
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Abstract
Purpose: To evaluate CD4þ helper functions and antitumor effect of promiscuous universal cancer

peptides (UCP) derived from telomerase reverse transcriptase (TERT).

Experimental Design: To evaluate the widespread immunogenicity of UCPs in humans, spontaneous

T-cell responses against UCPs were measured in various types of cancers using T-cell proliferation and

ELISPOT assays. The humanized HLA-DRB1�0101/HLA-A�0201 transgenic mice were used to study the

CD4þ helper effects of UCPs on antitumor CTL responses. UCP-based antitumor therapeutic vaccine was

evaluated using HLA-A�0201–positive B16 melanoma that express TERT.

Results: The presence of a high number of UCP-specific CD4þ T cells was found in the blood of patients

with various types of cancer. These UCP-specific T cellsmainly produce IFN-g and TNF-a. InHLA transgenic

mice, UCP vaccinations induced high avidity CD4þ TH1 cells and activated dendritic cells that produced

interleukin-12. UCP-based vaccination breaks self-tolerance against TERT and enhances primary and

memory CTL responses. Furthermore, the use of UCP strongly improves the efficacy of therapeutic

vaccination against established B16-HLA-A�0201 melanoma and promotes tumor infiltration by TERT-

specific CD8þ T cells.

Conclusions: Our results showed that UCP-based vaccinations strongly stimulate antitumor immune

responses and could be used to design efficient immunotherapies in multiple types of cancers. Clin Cancer

Res; 18(22); 1–12. �2012 AACR.

Introduction
The introduction of immunotherapy in the clinical

cancer practice emphasizes the role of immune responses
in cancer prognosis and has led to a growing interest to
extend this approach to several human cancers (1). Con-
siderable knowledge has been obtained on the elements
that are relevant in antitumor immune responses, hence,

CD8 CTLs have been identified as the most powerful
effector cells (2). As a consequence, most previous cancer
vaccines target class I MHC-restricted peptides derived
from tumor antigens to stimulate CTL responses. How-
ever, the clinical impact of CTL peptide–based cancer
vaccines remains still modest, even if a recent gp100-
derived peptide vaccination was shown to increase patient
survival in melanoma (3, 4).

In themeanwhile, CD4helper T cells have gained interest
in antitumor immunity and immunotherapy (5). The con-
cept of CD4þ T-cell help initially emerged from studies
showing that successful generation of antitumor CTL
depends on the presence of CD4þ T cells. Adoptive cell
transfer with CD4þ T cells induces tumor protection or
regression, whereas depletion of CD4 T cells inhibits vac-
cine-induced protective immunity (6–8). CD4þ T cells have
been thought to play a key role in "helping" antigen-specific
CD8þ T cells to undergo efficient activation and prolifera-
tion (9). In particular, tumor-reactive CD4þ T-helper 1 cells
(TH1) produce several cytokines [such as IFN-g , TNF-a, and
interleukin-2 (IL-2)] essential for the induction of cell-
mediated immunity against tumors (10). One widely
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accepted model shows the ability of CD4þ T cells to license
dendritic cells (DC) for efficient CD8þ T-cell priming
through the interaction of costimulatory receptors (11,
12). The cytokines secreted by CD4þ TH1 cells also exert
direct antitumor and antiangiogenic effects (13). More
importantly, only tumor-reactive CD4þ T cells have been
found to ensure efficient effector CTL recruitment at the
tumor site (14). In human cancers, a high density of tumor-
infiltrating CD4þ TH1 cells has been shown as a good
prognosticmarker inpatientswith colorectal cancer empha-
sizing the role of these cells in cancer immunosurveillance
(15). Altogether, these results underline the growing inter-
est in stimulating tumor-specific CD4þ TH1 cells for anti-
tumor immunotherapy.

As a result, increasing attention has focused on identify-
ing MHC class II epitopes from tumor antigens to actively
target antitumor CD4þ T cells in vivo (16). However, the
CD4þ helper T-cell subpopulation is known to be plastic
(17, 18). Thus, the choice of tumor-reactive CD4 epitopes
should require special caution to prevent the induction of
detrimental CD4þ T-cell responses.

Recently, we characterized potent immunogenic CD4
epitopes referred as universal cancer peptides (UCP)
derived from telomerase reverse transcriptase (TERT;
ref. 19). TERT expression has been detected in all studied
cancer forms including stem cell-like tumor cells (20, 21).
Thus TERT has emerged as a clinically relevant tumor
antigen for cancer vaccines (22). These TERT-derived UCPs
effectively bind to the most commonly found HLA-DR
alleles (19).

In the present study, we found naturally occurring
CD4þ T-cell responses against UCPs in patients with
various types of cancers. We then evaluated the potential
of UCP for active immunotherapy in a preclinical tumor

model. By using the humanized HLA-DRB1�0101/HLA-
A�0201 transgenic mice, we found that UCP vaccinations
stimulate CD4þ TH1 cells that drastically improved anti-
tumor CTL responses in vivo. Subsequently, UCP-based
therapeutic vaccine was shown to inhibit tumor growth
by mechanisms that involve CD8þ T cells.

Materials and Methods
Synthetic peptides

The 4 peptides derived from TERT called UCPs: UCP1
(TERT44–58: PAAFRALVAQCLVCV), UCP2 (TERT578–592:
KSVWSKLQSIGIRQH), UCP3 (TERT916–930: GTAFVQM-
PAHGLFPW), and UCP4 (TERT1041–1055: SLCYSILKA-
KNAGMS) have been described recently (19). Themodified
(first amino acid substitution with a tyrosine) HLA-A2–
restricted pY988 (YLQVNSLQTV) and pY572 (YLFFYRKSV)
peptides derived from TERT have been described elsewhere
as high-affinity forms of their cryptic counterparts (23, 24).
The native forms of these 2 peptides are fully conserved in
human and mouse TERT (23, 24). Synthetic peptides
(>80% purity) were purchased from Activotec.

Detection of UCP-specific T-cell responses in cancer
patients

Blood was collected from patients with cancer at the
University Hospital of Besançon (Besançon, France) after
informed consent. The study was conducted in accordance
with the French laws and after approval by the local ethics
committee. Ficoll-isolated lymphocytes were analyzed by
3H-thymidine incorporation as described previously (25).
After a short in vitro stimulation of lymphocytes with
UCPs as previously reported (19), UCP-specific immune
responses were analyzed by human ELISPOT assay (GenP-
robe). Concomitantly, cytokines production was measured
after a 15-hour culture with or without UCPs using DIAplex
Human Th1/Th2 kit (GenProbe) according to the manu-
facturer’s instructions.

Tumor cell lines and TERT expression analysis
The HLA-A2.1–positive B16F10 murine tumor cell line

(referred as B16-A2) was previously described (26). Telo-
merase detection in cell lines was achieved by Western blot
analysis using anti-hTERT monoclonal antibody (clone
2C4; Novus Biologicals), which cross reacts with mouse
TERT. FaDu cell line (human head and neck squamous cell
carcinoma) andmurine fibroblast were used as positive and
negative controls, respectively. Telomerase activity was
assessed by TRAP-ELISA assay using the TeloTAGGG Telo-
merase PCR ELISAPLUS kit (RocheDiagnostics) according to
the manufacturer’s instructions.

Mouse and vaccinations
TheHLA-DRB1�0101/HLA-A�0201-transgenicmice (A2/

DR1 mice) have been previously described (25) and were
purchased at the "Cryopr�eservation, Distribution, Typage et
Archivage animal". These mice are H-2 class I and IA class II
knockout, and their CD8 T and CD4 T cells are restricted by

Translational Relevance
The stimulation of CD4þ T-helper cell responses has

gained considerable interest for cancer immunotherapy.
This article reports a systematic analysis of CD4þ T-
helper cell functions in response to universal cancer
peptides (UCP), novel promiscuousHLA-DR–restricted,
and TERT-derived peptides. Using a relevant preclinical
HLA transgenic mouse model, we showed that UCP-
specific CD4þ T cells induced after vaccination fulfilled
helper features necessary to generate antitumor immune
responses. UCP-based vaccinations break self-tolerance
against TERT and greatly increase primary and memory
CTL responses. Furthermore, the use of UCPs in thera-
peutic vaccination eradicates established mouse mela-
noma by promoting massive TERT-specific CD8þ T-cell
recruitment at the tumor site. Together with the presence
of natural UCP-specific T-cell responses in many human
cancers, these results support that the stimulation of
UCP-specific CD4þ helper T cells is a powerful method
to improve the efficiency of cancer vaccines.
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the sole HLA-A�0201 and HLA-DR1�0101 molecules,
respectively. To study the processing of UCP, 8- to 10-
week-old A2/DR1mice were immunizedwith a pTrip-TERT
DNA (100 mg) at days 0 and 14 as previously reported (26).
In some experiments, CD4 T cells were depleted with anti-
CD4monoclonal antibody treatment (clone GK1.5) before
DNA immunization. For UCP immunization, mice were
injected twice with 100 mg of each UCP emulsified in
incomplete Freund adjuvant (IFA, Sigma-Aldrich). In some
experiments, 50 mg of pY988 peptide was coinjected with
100 mg of each UCP in IFA. All peptide vaccinations were
done subcutaneously in the right abdominal flank. All
experiments were carried out according to the good labo-
ratorypractices definedby the animal experimentation rules
in France.

Pentamer staining and ELISPOT
Ex vivo pentamer staining was conducted as previously

described (26, 27). Cells were stained with phycoerythrin
(PE)-conjugated pY988 and pY572 HLA-A2.1 pentamer
(ProImmune). After cell staining, samples were analyzed
by flow cytometry on a FACS Canto II (BD Biosciences)
using Diva software. Ex vivo ELISPOT was conducted as
previously described (26, 27). Briefly, freshly ficoll-purified
lymphocytes or spleen-isolated CD8þ or CD4þ T cells from
immunized mice (T cell isolation kit, Miltenyi Biotec) were
incubated at 1 or 2 � 105 cells per well (in triplicates) in
Elispot IFN-g or inteleukin (IL)-2 plates in presence of the
relevant or control peptides. Plates were incubated for 16 to
18 hours at 37�C, and spots were revealed following the
manufacturer’s instructions (GenProbe). Spot-forming cells
were counted using the « C.T.L. Immunospot » system
(Cellular Technology Ltd.).

Cytotoxicity assays
The in vivoCTL killing assays were conducted using CFSE-

labeled target cells (carboxyfluorescein-diacetate succinimi-
dyl ester, Molecular Probes) as described previously (28).
CFSEhigh splenocytes from na€�ve mice were pulsed with
peptides at 10 mg/mL and nonpulsed CFSElow splenocytes
served as control. Equal numbers of each cell fraction (high
or low) were injected intravenously into immunized and
nonimmunized mice. After 15 hours, cells were recovered
from spleen or blood and analyzed by flow cytometry. The
specific lysis was calculated as previously described (28). In
vitro cytotoxicity assay was conducted using a standard
51chromium-release assay as described previously (26). The
cytolytic activity of CTL from immunized mice was tested
against TERT-expressing tumor cells.

Dendritic cells generation and activation
Spleen or lymph nodes CD11cþ DCs from peptide-

immunized mice were directly analyzed for costimulatory
receptor expression. In some experiments, bone marrow
cells fromna€�vemice (8.106/mL)were cultured for 6days in
Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM; Sigma-
Aldrich) supplemented with 10% fetal calf serum, 2
mmol/L L-glutamine (Sigma-Aldrich), 5 mmol/L sodium

pyruvate (Gibco), and 50 mmol/L 2-mercaptoethanol
(Gibco) with 30% conditioned medium from granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)–produc-
ing NIH-3T3 (R1 medium). Isolated CD4 T cells frommice
immunizedwithUCPor IFAalonewere then cultured for 24
hours in the presence ofUCPwith immature bonemarrow–
derived DCs (iDC) from A2/DR1 mice. In some cases,
blocking CD40L (MR1) or IFN-g (XMG1.2) antibodies
(20mg/mL; Bio X Cell) were added to the culture. Cells were
then stained for cell surface expression of costimulatory
receptors and cytokines production.

Tumor challenge
A2/DR1 mice were subcutaneously injected with 2.105

B16-A2 cells in 100 mL of saline buffer in the abdominal
flank. At day 5, groups of mice were immunized with either
the mix of pY988 and pY572 peptides (100 mg) with or
without UCP2 (100 mg). A boost injection was done at day
17. Control mice were treated with IFA in saline buffer.
Tumor growth was monitored every 2 to 3 days using a
caliper and mice were euthanized when the tumor mass
reached an area of more than 200 mm2. The mice survival
was assessed using the Kaplan–Meier model. For tumor
infiltrative lymphocyte (TIL) analysis, tumor-bearing mice
were treated as above and 7 days after the last immuniza-
tion, tumors were recovered and treated with DNAse (Sig-
ma-Aldrich) and collagenase (Roche) before cell suspen-
sion analysis by flow cytometry, and antigen specificity of
TILs was done ex vivo by ELISPOT assay.

Statistics
Data are presented as mean� SD. Statistical comparison

between groups was based on Student t test using Prism 4
GraphPad Software. Mouse survival time was estimated
using the Kaplan–Meier method and the log-rank test.
P values less than 0.05 (�) were considered significant.

Results
Presence of naturally occurring UCP-specific CD4þ T-
cell responses in various human cancers

Recently, we found frequent occurrence of spontaneous
UCP-specific CD4þ T-cell response in patients with
advanced lung cancer (19). On the basis of the broad
expression of TERT in cancers, we sought to extend this
study in patients of different histologic origins. For this
purpose, we measured 3H-thymidine incorporation of
blood lymphocytes obtained from patients or healthy
donors directly stimulated with UCPs during 6 days. In
contrast with healthy donors, blood lymphocytes from
patients with cancer specifically proliferate upon UCP stim-
ulation (Fig. 1A). Next, UCP-specific T cells were measured
by IFN-g ELISPOT after short-term in vitro stimulation.
Accordingly, high number of IFN-g–producing T cells
directed against UCP was found in patients as compared
with healthy donors (Fig. 1B). These responses included
T cells specific of each UCP, supporting their immunoge-
nicity (Fig. 1C). Furthermore, the UCP-specific T cells
mainly produce TH1 cytokines but not IL-4, IL-10, or IL-17

UCP-Specific CD4 T Cells Help with Antitumor CTL Responses

www.aacrjournals.org Clin Cancer Res; 18(22) November 15, 2012 OF3

 American Association for Cancer Research Copyright © 2012 
 on November 9, 2012clincancerres.aacrjournals.orgDownloaded from 

Published OnlineFirst on October 2, 2012; DOI:10.1158/1078-0432.CCR-12-0896

http://clincancerres.aacrjournals.org/
http://www.aacr.org/


(Fig. 1D). This result was also confirmed by the obvious
TH1 polarization of UCP-specific CD4þ T-cell clones iso-
lated from 1 patient with cancer (Supplementary Fig. S1).

Thus, the UCP-specific T-cell repertoire is spontaneously
stimulated in various cancers such as colon, kidney, lung,
stomach, and leukemia. This also underlined the universal
nature of the promiscuous HLA-DR–restricted UCPs.

UCPs are endogenously processed and induce high
avidity TH1-polarized CD4þ T-cell responses in vivo

On the basis of the equivalent binding capacity of UCPs
to HLA-DRB1�0101 molecules, we then used A2/DR1mice
to study the in vivo immunogenicity and natural processing
of UCPs. To assess whether UCPs can be endogenously
processed from the TERT protein, we conducted immuniza-
tions with a plasmid DNA encoding the full length TERT
sequence, and theUCP-specificCD4T-cell proliferationwas
monitored by a 5-day 3H-thymidine incorporation assay. As
shown in Fig. 2A, all the UCPs stimulate proliferation of
spleen lymphocytes from DNA-immunized mice. Especial-
ly, high T-cell proliferation was measured in response to
UCP2 and 3 as compared with UCP1 or UCP4. We con-
firmed these results by using ex vivo IFN-g ELISPOT assay
(Fig. 2B). These data clearly indicate that UCPs are differ-
entially processed and presented to CD4þ T cells in vivo in
the context of DRB1�0101 restriction.

Different populations of CD4þ TH cells control the
antitumor immune responses (9), thus, we studied the
polarization of the UCP-specific CD4þ T-cell responses in
vivo. To this end, freshly isolated CD4þ T cells from UCP-
vaccinated mice were cultured in the presence of syngenic
iDC pulsed or not with UCP and cytokines production
was measured. In all cases, we showed that UCP-specific
CD4þ T cells produce IFN-g and IL-2, but not IL-4, IL-5,
IL-10, or IL-17, indicating that UCP immunization pref-
erentially induces a TH1-polarized immune response in
vivo (Fig. 2C).

Next, to assess the avidity of UCP-specific CD4þ T cells,
freshly purified CD4þ T cells from UCP-immunized mice
were cultured in the presence of decreasing concentrations
of peptide and the number of specific IFN-g–producing
CD4þ T cells was measured. Results in Fig. 2D showed that
mice immunized with UCP2 or UCP3 induced high avid-
ity–specific CD4 T cells (< 10�7 mg/mL). In comparison,
CD4þ T cells from mice vaccinated with UCP1 or UCP4
responded to 10�1 and 10�3 mg/mL of peptide concentra-
tion, respectively. In addition, low doses of UCP2 or UCP3
peptides (�1 mg) stimulated potent IFN-gþ CD4þ T cells
in vivo (Fig. 2E). Collectively, these results show that UCPs
are efficiently processed in vivo and stimulate high avidity TH
1-polarized CD4þ T cells in A2/DR1 mice.

UCP-specific CD4þ TH1 cells provide help for optimal
anti-self/TERT CD8þ T-cell responses in vivo

CD4þ T-cell helper functions are thought to be important
for the generation of potent and sustained CTL responses
(29, 30). To address this question concerning UCP-specific
CD4þ T cells, we coimmunized mice with pY988 an HLA-
A2þ self/TERT peptide in the presence of UCP. The pY988-
specific CTL response was measured ex vivo by pentamer
staining and ELISPOT assays. As shown in Fig. 3A, a higher

Figure 1. Analysis of spontaneous UCP-specific T-cell responses in
humans. A, blood lymphocytes from patients with cancer were directly
cultured with pool of UCPs during 5 days and specific proliferation was
measured by 3H-thymidine incorporation. Representative data from 3
healthy donors and 9 responding patients are shown. Results are
considered positive for a proliferation index more than 2. B–D,
lymphocytes were cultured in vitro with pool of UCPs for one week. B,
detection of UCP-specific T cells by IFN-g ELISPOT. Representative data
from healthy donors and 9 responding patients are shown. Columns,
mean of triplicate; bars, SD. C, T-cell responses against individual UCP
for 6 responding patients. D, detection of cytokine production by DIAplex
assay in supernatant after 15 hours of culture in the presence of UCPs.
Columns, mean cytokine levels from 3 patients; bars, SD. NSCLC, non–
small cell lung cancer; RCC, renal cell carcinoma;HNSCC, headandneck
squamous cell carcinoma; AML, acute myeloid leukemia; CRC,
colorectal carcinoma.
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frequency of functional pY988-specific CD8þ T cells was
detected in mice immunized with pY988 plus UCPs com-
pared with pY988/IFA group. Although UCP1 vaccination
had little impact on the frequency of pY988/A2 pentamerþ

CD8 T cell-specific response, all UCPs were able to signif-
icantly increase the number of IFN-g–secreting CD8þ T cells
against TERT (Fig. 3B). Themagnitude of the pY988-specific
CD8þ T cells response was strongly correlated with the
intensity of UCP-specific CD4 T-cell responses concomi-
tantly induced in mice (Fig. 3C and D). Furthermore, these
UCPs exerted similar helper effect on the self/TERT pY572-
specific CTL responses in vivo (Supplementary Fig. S2).
Thus, the addition of UCPs as helper peptides efficiently
breaks immune tolerance against TERT in vivo.

We next sought out to study the impact of UCPs helper
peptides onCTL avidity andmemory, 2 critical functions for
tumor eradication. To this endwe focused on theUCP2 that
induces potent TH1 immune responses in vivo. In addition,
compared with aHLA-DR1–restricted viral peptides such as
Tax-derived peptide (16), UCP2 strongly enhanced CTL
responses (Supplementary Fig. S3). As shown in Fig. 4A,
freshly isolated CD8þ T cells from mice immunized with
pY988 þ UCP2 were still reactive against very low concen-
trations of peptide (<10�3 mg/mL). These cells also recog-
nized the cryptic native counterpart p988 (data not shown),
underlining their high avidity. Accordingly,mice vaccinated
with pY988 þ UCP2 displayed stronger in vivo cytotoxicity
against CFSE-labeled target cells (Fig. 4B) than in pY988/
IFA group. In addition, TERT-specific CTLs from mice
immunized in the presence of UCP2 exhibit strong in vitro
cytotoxicity against TERT-expressing B16-A2 cells (Fig. 4C
and D).

Furthermore, long-lasting TERT-specific CTL response
was detected in mice coinjected with UCP2. This response
was correlated to the sustained UCP2-specific CD4þ T-cell
response in vivo (Fig. 4E). Similar helper functions of UCP2
were obtained in other tumor antigen model such as E7
from HPV-16, (Supplementary Fig. S4). By using a second
model of DNA immunization, we also showed in mice,
depleted or not of CD4þ cells, that UCP-specific CD4 T cells
are necessary for the induction of TERT-specific CD8 T cells
(Supplementary Fig. S4C). Collectively, UCP2 helper
immune responses enhance the magnitude and quality of
antitumor CTL response.

Figure 2. UCP vaccinations stimulate high avidity TH1-polarized CD4 T-
cell responses. A andB,A2/DR1mice (n¼8)were immunized twicewith a
DNA encoding TERT. A, proliferation of spleen lymphocytes in the
presence of UCPs. B, CD8-depleted spleen lymphocytes from DNA-
immunizedmicewere assayed in ex vivo IFN-g ELISPOT.Columns,mean
of triplicate from 4 mice; bars, SD. C and D, mice (3–4/group) were
immunized once with each UCP in IFA. C, ten days later, spleen-isolated
CD4 T cells were cultured overnight in presence of DC loaded with UCP.
The cytokines production was measured in the supernatant by Luminex
assay. Columns, mean of cytokine levels; bars, SD. D, isolated CD4
T cells were cultured ex vivowith increasing concentrations of peptide as
indicated. IFN-g production was measured by ELISPOT. Curves,
mean responses from 3 mice; bars, SD. E, mice were vaccinated once
with low dose of UCP as indicated. UCP-specific T-cell responses were
evaluated in spleen by ex vivo IFN-g ELISPOT.

UCP-Specific CD4 T Cells Help with Antitumor CTL Responses

www.aacrjournals.org Clin Cancer Res; 18(22) November 15, 2012 OF5

 American Association for Cancer Research Copyright © 2012 
 on November 9, 2012clincancerres.aacrjournals.orgDownloaded from 

Published OnlineFirst on October 2, 2012; DOI:10.1158/1078-0432.CCR-12-0896

http://clincancerres.aacrjournals.org/
http://www.aacr.org/


UCP-specific CD4þ T cells promote DC activation
in vivo

The induction of DC activation represents one major
helper mechanism used by CD4þ TH1 cells to sustain
antigen presentation and provide costimulatory signals to
theCTLs. This is referred as the "m�enage �a trois"model (31).
To test this mechanism, we analyzed the expression of
costimulating receptors onDCs frommice immunizedwith
the mix of pY988 � UCP2. As shown in Fig. 5A, lymph
nodesCD11cþDCs fromUCP2-immunizedmice expressed
higher level of HLA-DR molecules and slight increase of
CD86 as compared with control mice. In a second set of
experiments, CD4þ T cells isolated from UCP2/IFA or IFA-
injectedmice were cocultured with syngenic iDCs (Fig. 5B).
Similar increase of DC activation was found in the presence
of UCP2-specific CD4 T cells (Fig. 5C, left). In addition,
high rate of CD40Lþ CD4þ T cells were detected in UCP2-
immunizedmice (Fig. 5C,middle) and significant amounts
of TH1-associated cytokines such as IL-12, IFN-g , and GM-
CSF were found in the supernatant of CD4UCP2/DC cocul-
ture (Fig. 5C, right). This DC activation could be partially
inhibited by blocking CD40L and/or IFN-g antibodies (Fig.
5D). Together, these results showed that the stimulation of
UCP2-specific CD4þ T cells shapes the phenotype and
function of DC in vivo.

UCP2 helper peptide enhances the efficacy of self/TERT
CD8 peptides vaccination against established HLA-
A�0201þ B16F10 melanoma

To investigate the helper role of UCP2 in a therapeutic
vaccination protocol, we used the aggressive and poor
immunogenic B16F10-HLA-A�0201 melanoma (B16-A2;
ref. 26). Mice were challenged with 2 � 105 B16-A2 cells
and tumor bearing mice were then vaccinated twice either
with the 2 self/TERT CTL peptides (pY572 þ pY988/IFA)
alone or in presence of the UCP2. As shown in Fig 6A, the
tumor growth reached an area ofmore than 200mm2 at day
25 in the control group injected with IFA alone. In this
representative experiment, tumor regression was observed
in 1 of 8mice vaccinatedwith pY572þ pY988/IFA, whereas
2 mice achieved a delay in tumor growth. In the group
vaccinated with pY988þ pY572/IFA combined with UCP2,
complete tumor regression was achieved in 5 of 8 mice.
Accordingly, survival analysis out on day 50 after tumor cell
injection showed that 63% of mice vaccinated in the pres-
ence of UCP2 were still alive as compared with 13% in the
group of mice injected with pY988 þ pY572/IFA (P <
0.05; Fig. 6B).

Figure 3. CD4 helper role of UCP vaccinations on the self/TERT-specific
CTL responses. Mice (3/group) were immunized either with pY988 plus

eachUCP in IFAorwithpY988/IFAaloneand the immune responseswere
monitored 10 days later in the spleen. A, freshly isolated CD8 T cells were
stained with TERT pY988/A2þ pentamer. Representative flow cytometry
dot plots (top) andmean percentages of pY988/A2þCD8 T cells (bottom)
are shown. B, ex vivo detection of anti-pY988 CD8 T cells by IFN-g
ELISPOT. C and D, simultaneous UCP-specific CD4 T-cell responses
were assessed in CD8-depleted fraction by IFN-g (C) and IL-2 (D)
ELISPOT assays. DR1-restricted Tax191-250 was used as irrelevant
peptide. Columns, mean of spots from 3 mice; bars, SD. Data are
representative of 3 independent experiments.
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Figure 4. Immunization in the
presence of UCP2 enhances the
quality of self pY988-specific CTL
responses. Mice (3–4/group) were
immunized once either with pY988
plus UCP2 (UCP2 þ pY988/IFA) or
with pY988/IFA alone. A, ten days
later, freshly isolated spleen CD8 T
cells were cultured with increasing
pY988 peptide concentration and
IFN-g–secreting CD8 T cells were
detected by ex vivo ELISPOT. B,
in vivo cytototoxic assay.
Representative flow cytometry
histograms showing lysis of CFSE-
labeled pY988-loaded target cells
compared with unpulsed (UP) and
the mean of in vivo percentage lysis
are shown. C, TERT expression by
Western blot (left) and activity by
TRAP-ELISA assay (right) in B16-A2
melanoma cells. HT, heat-treated
cells and �, untreated cells. D,
cytotoxicity of T cells against TERT-
positive B16 or B16-A2 tumor cells
after 5 days of in vitro stimulation of
splenocytes with pY988. Results
represent the specific lysis
(percentage) � SD in each
immunized group of mice. E, long-
term T-cell responses were
evaluated 30 days after
immunization. Frequencies of
pY988/A2 pentamerþ CD8 T cells
gated on CD44hiCD62lo cells (left)
and by IFN-g secretion assay
(middle). UCP2-specific CD4 T-cell
responsemeasured inCD8-depleted
fraction by ex vivo IFN-g ELISPOT
(right).
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The density of tumor-infiltrating CD8 T cells was shown
to be critical for tumor control (32). Therefore, we analyzed
immune cell infiltration within tumor in mice treated with
the same vaccination protocols. Higher total CD3þCD8þ T-

cell infiltration was observed in mice that received vaccine
plus UCP2 helper peptide as compared with pY988 þ
pY572/IFA group (67% vs 40%, P < 0.05; Fig. 6C). In
contrast, UCP2 vaccination did not influence CD4þ TILs,

Figure 5. UCP2-specific CD4 TH1
cells activate dendritic cells. A,
mice (3/group) were immunized
once either with UCP2 þ pY988/
IFA or pY988/IFA alone. Ten days
later, the expression of activation
markersCD80, CD86, andHLA-DR
were analyzed on lymph nodes
CD11cþ DC by flow cytometry.
Representative flow cytometry
histograms (top) and the mean of
mean fluorescence intensity (MFI;
bottom) are shown. Columns,
mean of MFI; bars, SD. B–E,
analysis of DC and CD4 T cells
cross talk. B, schema of the in vitro
DC-CD4 T cell coculture. C,
expression of CD86 and HLA-DR
on CD11cþ DC (left). CD40L
expression on CD4 T cells (middle).
IFN-g , GM-CSF, and IL-12p70
production measured by ELISA in
the supernatant (right). D,
expression ofCD86onCD11cþDC
cocultured with CD4 T cells from
UCP2-immunized mice in
presence or not of blocking CD40L
and/or IFN-g antibodies.
Representative flow cytometry
histograms (left) and mean of
percentage from 3 mice (right) are
shown.Data are representative of 2
independent experiments.
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Figure 6. Therapeutic antitumor effect of UCP-based vaccination. Tumor-bearing mice (6–8 mice/group) were therapeutically vaccinated with peptides as
described (Materials and Methods). A, follow-up of tumor size. The numbers in parentheses indicate mice with tumor regression per group. B, survival
curves recorded until 50 days. C, tumor-bearing mice were vaccinated as above and tumor-infiltrating immune cells were analyzed by flow cytometry.
Columns, mean of percentages of cells from 4 mice; bars, SD. D, TERT-specific T cells in spleen and in tumor were analyzed by ex vivo IFN-g ELISPOT.
Columns, mean of spots from 5 mice; bars, SD. All data are representative of 3 independent experiments.
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natural killer, or regulatory T cells (Treg), suggesting that
UCP2-specific immunity mainly drive CTLs to the tumor
microenvironment.

In line with this observation, we detected a large number
of TERT-specific CD8þ TILs in mice that received UCP2-
based vaccine (Fig. 6D, bottom). TERT-specific CTL
response was also detected in spleen of mice, which is
correlated to UCP2-specific CD4 T-cell response (Fig. 6D,
top). However, UCP-specific CD4þ TILs were not detected
at the tumor site. This could be due to the low level of CD4þ
TILs or to the lack of HLA-DR expression on the B16/A2
model used. Together, our results clearly showed that
UCP2-specific CD4þ T cells exert strong helper activity on
tumor-specific CTL responses in vivo. Moreover, the addi-
tion of UCP2 influences the homing of CD8þ T cells at the
tumor site. All these data support the use of UCP for
antitumor therapeutic vaccination.

Discussion
CD4 TH1 response against tumor is gaining considerable

interest in cancer immunity. In this study, we found spon-
taneous TH1 CD4þ T-cell responses against recently
described TERT-derivedUCP in patients with different types
of cancers. This observation underlines the great interest of
these peptides for immunotherapy. To evaluate the poten-
tial applicability of UCP for cancer vaccine, we used the
preclinical A2/DR1mousemodel.We have found that UCP
vaccination induces high avidity TH1-polarized CD4þ T
cells that greatly increase CTL responses against self/TERT
epitopes in vivo and promote potent antitumor immunity.

Different subpopulations of CD4þ TH cells regulate host
antitumor immune responses (10). Indeed, TH2 CD4þ T
cells and Tregs are often associated with an inhibitory
environment within the tumor (10, 33). The role of TH17
cells in antitumor immune response is still controversial
and seems to depend on the type of cancer (34). In contrast,
TH1 immunity has a clear positive effect in cancer cell
eradication. The CD4þ TH1 cells provide help for CTLs
through multiple interactions during the induction and
effector phases of antitumor immune responses (35, 36).
Thus, there is a strong rational to develop cancer vaccines
that stimulate antitumor TH1 immunity (5, 37). Neverthe-
less, in recent randomized trials, the use of melanoma-
associated helper peptides paradoxically decreased CD8þ

T-cell responses to a melanoma vaccine (38). This could be
related to the plasticity of CD4þ TH cell responses (17).
Consequently, the choice of tumor-reactive CD4 helper
peptides for cancer vaccine needs to be done carefully.

On the basis of its expression profile and its role in
multiple human tumors, TERT is an attractive target for
cancer vaccination (22, 39). Schroers and colleagues have
previously described TERT-derived promiscuous HLA-DR–
restricted peptides (40, 41). However, their role on cell-
mediated tumor immunity was not completely addressed
neither in preclinical nor in clinical trials setting. Recently, a
cancer vaccine using a TERT-derived CD4 helper peptide
called GV1001 was able to stimulate specific CD4 T-cell
immunity. Clinical trials using GV1001 suggest an

increased survival in patients with cancer when combined
with cytotoxic agents (42, 43). Nevertheless, GV1001 vac-
cine also failed to induce specific immune responses and
clinical benefit in other cancers (44). The impact of
GV1001-specific CD4þ T-cell help on antitumor CTL
responses remains to be investigated.

Here, we used a relevant mouse model to conduct a
systematic analysis of UCP-specific CD4þ T-cell help on
antitumor CTL responses in A2/DR1 mice. To this end, we
selected 2 HLA-A2þ TERT peptides called pY572 and pY988
because they are self-epitopes in mouse and also fully
conserved in human TERT (23, 24). In addition, these
peptides are already used for cancer vaccines in humans
(45, 46). We found that the presence of UCP-specific TH1
cells drastically enhances self/TERT-specific CD8þ T-cell
responses as compared with mice immunized with CD8
peptides alone. The anti-self/TERT CTL induced in UCP-
vaccinated mice displayed higher avidity and stronger cyto-
toxicity than the helper less counterpart. Furthermore, the
addition of UCP2 to the CD8 TERT peptide vaccine led to
B16-A2 tumor regression and improved the survival of
mice.

Previous studies have already shown the requirement of
CD4 help for the generation of CTL against the self/TERT
epitopes used in this study (23, 47). Gross and colleagues
reported that vaccination of HHDmice with these peptides
promote tumor protection only when they were coupled
with a helper peptide derived from the hepatitis B virus. In
this study, the vaccine was used prophylactically: approx-
imately 25% of vaccinated mice were tumor free compared
with 60% in our therapeutic vaccine study (47). This dif-
ference could be related to the nature of the help signal
delivered by CD4 T cells. We used the tumor-reactive helper
peptide UCP2 that mediates a better homing of CD8þ TILs
than nontumor antigen–specific CD4 TH1 cells as previous-
ly reported (14, 48, 49). Indeed, we found that CD4 T cells
specific forUCP2 cross-recognized itsmTERT-derived coun-
terpart peptide p568 (differing by one amino acid; Supple-
mentary Fig. S5). Consequently, the contribution of xeno-
genic response in UCP2-mediated helper effect in mice
studies seems to be weak. In agreement with previous
studies, no sign of autoimmunity has been observed in all
immunized mice suggesting the safety of TERT-based vac-
cination (26, 47).

Moreover, immunization with UCP2 stimulates specif-
ic CD4þ T cells secreting high levels of IL-2 and GM-CSF,
which are known to be central components for the
generation of CD8þ T-cell memory and DC licensing,
respectively (36, 50). Therefore, fully activated DCs and
sustained self/TERT CTL responses were found in A2/DR1
mice coimmunized with UCP2. Finally, we found that
spontaneous UCP-specific TH1 responses are detected in
patients with various cancers indicating the presence of a
functional UCP-specific T-cell repertoire. In our recent
study, this preexisting UCP-specific CD4þ T-cell immu-
nity was shown to be associated with an increased overall
survival of patients with lung cancer responding to the
first-line chemotherapy (19).
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In conclusion, our study shows that the stimulation of
UCP-specific CD4 TH cells is a powerful method to improve
cancer vaccine efficacy and also highlights the interest of
TERT-derived UCPs for the monitoring of antitumor CD4þ

T-cell responses.
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combiner plusieurs algorithmes pour une pré-sélection plus appropriée de peptides CD4 

dérivés d'un antigène tumoral.  

Ainsi la combinaison des prédictions présentait l'ensemble des 4 peptides UCP comme étant 

de forte affinité pour les allèles HLA-DR1, -DR4, -DR7 et -DRB5. En revanche une affinité 

intermédiaire était globalement trouvée pour les molécules HLA-DR3, DR11 et DR15. Une 

comparaison des prédictions obtenues avec les logiciels SYFPEITHI et NetMHCIIpan est 

illustrée dans le Tableau 8. Les résultats montrent une bonne corrélation pour les allèles DR1, 

DR11 et DR15. Par contre, les peptides UCP1, -3 et -4  ayant une faible affinité (donc non 

immunogènes) pour HLA-DR7 par la prédiction par SYFPEITHI  sont à l'inverse de forte 

affinité sur NetMHCIIpan. Il en va de même pour UCP3 pour l'allèle HLA-DR4. Donc si 

nous avions utilisé uniquement SYPEITHI nous aurions pu ne pas retenir ces peptides ce qui 

souligne ainsi la nécessité de valider les prédictions peptidiques en croisant les résultats d’au 

moins deux ou trois algorithmes. 

L'utilisation d'une combinaison d’algorithmes de prédiction s'avère donc une méthode de pré-

sélection relativement efficace.  

 

Utilisation de test de liaison HLA-II pour évaluer l’affinité des peptides CD4 prédits  

 

 Afin de confirmer les résultats obtenus à l'aide des algorithmes de prédiction, nous 

avons évalué la capacité réelle des peptides prédits à lier les molécules HLA-II. Dans ce but 

nous avons eu recours à des tests de liaison HLA in vitro mis au point par l'équipe de B. 

Maillère à l'Institut de Biologie et de Technologies de Saclay. Ce test est basé sur le principe 

d'un ELISA de compétition. Brièvement, les molécules HLA-II purifiées sont incubées en 

présence d'une concentration donnée d'un peptide traceur biotinylé et de différentes 

concentrations d'un peptide compétiteur à tester. Le peptide traceur biotinylé est détecté par 

l'ajout d'un conjugué streptavidine-enzyme. La capacité de liaison du peptide testé à une 

molécule HLA de classe II est mesurée par  l’IC50, concentration à laquelle le peptide  inhibe 

50% de la liaison du peptide traceur. Plus l'IC50 est faible (<50), plus le peptide testé est affin 

pour la molécule HLA donnée. Ainsi les peptides sont dits de forte affinité pour un IC50 <50, 

SYFPEITHI NetMHCIIpan SYFPEITHI NetMHCIIpan SYFPEITHI NetMHCIIpan SYFPEITHI NetMHCIIpan SYFPEITHI NetMHCIIpan

UCP1 SB SB SB SB WB SB WB WB WB WB

UCP2 SB SB SB SB SB SB WB WB WB WB

UCP3 SB SB WB SB WB SB WB WB WB WB

UCP4 SB SB SB SB WB SB SB SB WB WB

DR1 DR4

Tableau 8 : Comparaison des affinités prédits des UCPs obtenues avec SYFPEITHI et NetMHCIIpan. Les peptides sont considérés

respectivement de forte affinité pour un score >20 ( SYFPEITHI) ou un IC50 <50 nM (NetMHCIIpan). Les résultats correlés entre les deux

algorithmes sont surlignés en vert. SB = Forte affinité (en gras) ; WB = Faible affinité.

DR7 DR11 DR15
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d'affinité intermédiaire pour un IC50 (50-100), de faible affinité pour un IC50 >100 et non 

liants pour un IC50 >1000. 

 Nos résultats ont montré que les 4 peptides UCP sélectionnés après prédiction 

présentent une forte affinité pour au moins 7 molécules HLA-DR différentes que sont HLA-

DR1, DR4, DR7, DR11, DR15, DRB3 et DRB5. En particulier, UCP1 et UCP2 lient tous ces 

allèles avec un IC50 intermédiaire (50-100) à faible (<50). Ainsi, sur  la base de la prévalence  

des 10 allèles  HLA-DR, la capacité de liaison des UCP permet de couvrir plus de 85 % de la 

population (Wang, Kerzerho et al. 2008). 

La comparaison du test de liaison HLA-DR in vitro avec les résultats obtenus par l'algorithme 

de prédiction NetMHCII révèle une corrélation globale de ~80% pour l'ensemble des UCP 

(Tableau 9). Une bonne corrélation est obtenue pour les allèles HLA-DR1, -DR7, -DRB3 et 

DRB5 testés. En revanche,  UCP1 pourtant prédit par NetMHCII comme faible ligand (IC50 

>500) de HLA-DR3, s'avère s'y lier avec une bonne affinité in vitro (IC50 =  50-100). A 

l'inverse les peptides UCP2, UCP3 et UCP4 présumés d'affinité intermédiaire pour HLA-

DRB4 par l'algorithme (IC50=100-500), ne s'y lient pas in vitro (IC50 >1000). 

 Cette méthode d’évaluation in vitro de la liaison aux molécules HLA-II a été utilisée 

par d’autres groupes pour l’identification de peptides dérivés d’autres antigènes tumoraux 

comme la survivine (Wang, Kerzerho et al. 2008) ou MAGE (Wang et al. 2007). Ainsi la 

réalisation de tests de liaison HLA in vitro s'avère une étape supplémentaire intéressante dans 

la sélection des peptides. 

  

Etude in vitro de l'immunogénicité des peptides CD4 chez l'homme 
 
 Pour tester la capacité des peptides identifiés à stimuler  des précurseurs T CD4+ 

parmi les lymphocytes humains, nous avons utilisé un protocole  de stimulation in vitro à 

plusieurs cycles. Des lymphocytes issus du sang de donneurs ont été stimulés in vitro avec 

chaque peptide UCP en présence d’IL-7 et d’IL-2. Les cultures sont maintenues pendant 3 

cycles (1 cycle = 7 jours) avant de tester la réactivité  des LT CD4  par ELISPOT IFN. Cette 

Pred. B.A. Pred. B.A. Pred. B.A. Pred. B.A. Pred. B.A. Pred. B.A.

UCP1 ++++ ++++ + +++ ++++ ++++ ++ + ++ +++ ++++ ++++

UCP2 ++++ ++++ + + ++++ ++++ - - ++ - +++ ++++

UCP3 ++++ ++++ + + ++++ ++++ - - ++ - ++++ ++++

UCP4 ++++ ++++ + + ++++ ++++ - - ++ - ++++ ++++

Tableau 9 : Comparaison entre les prédictions NetMCHII et les tests in vitro de liaison HLA. La capacité des peptides à lier

différents HLA a été évaluée à l'aide du logiciel NetMHCII (Pred.) et in vitro par ELISA de compétition (B.A.). Les résultats

positivement corrélés sont surlignés en vert. La valeur des IC50 (nM) obtenues par chaque méthode est interprétée comme suit 

(++++) <50 ; (+++)  50-100 ; (++) 100-500 ; (+) >500 ; (-)>1000. 

DR1 DRB5DR7DR3 DRB4DRB3
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approche de stimulation in vitro a été déjà utilisée avec succès par notre équipe pour la 

génération des réponses T spécifiques de peptides tumoraux (Adotevi et al. 2006; Wang, 

Kerzerho et al. 2008; Kerzerho et al. 2010). Nous avons pu générer ainsi des LT CD4 

spécifiques des peptides UCP sélectionnés, indiquant la présence d’un répertoire T CD4 naïf 

spécifique chez l’homme. La restriction HLA-DR des LT CD4 spécifiques d’UCP a été 

confirmée par l’utilisation d’anticorps anti-HLA-DR qui inhibent complètement les réponses 

T CD4 spécifiques. De plus, les réponses T CD4 générées in vitro on été obtenues à partir de 

donneurs exprimant des allèles HLA-DR différents ce qui indique le caractère 'promiscuous' 

des UCP. De plus ces résultats supportent la capacité des algorithmes à prédire des peptides 

tumoraux CD4 potentiellement immunogènes.  

Classiquement, la réactivité des LT CD4 est évaluée par un test de prolifération par 

incorporation de la thymidine dans les études portant sur l’identification de peptides dérivés 

d’antigènes tumoraux. Concernant TERT, Schroers et al avaient utilisé un test d’incorporation 

à la thymidine pour tester la fonctionnalité des T CD4 contre les différents peptides (Schroers 

et al. 2002; Schroers et al. 2003). Si ce test permet de mesurer la capacité des CD4 à proliférer 

en réponse à une stimulation, elle ne rend pas compte de leur polarisation fonctionnelle. 

L’existence de plusieurs sous-populations de LT CD4 et leur plasticité incitent donc à évaluer 

la réactivité des LT CD4 par d’autres tests fonctionnels comme l'ELISPOT, la détection de 

cytokines intracellulaires, et l'ELISA multiplex. Dans notre étude le test ELISPOT IFN a été 

choisi pour tester la spécificité des LT CD4 en réponse à une stimulation UCP. Ce test est 

plus sensible et renseigne sur la capacité des LT CD4 à produire de l'IFN  et donc de leur 

polarisation Th1 nécessaire pour l’immunité antitumorale. Ainsi, évaluer d’emblée la 

polarisation des LT CD4 spécifiques de peptides tumoraux  par ELISPOT nous parait plus 

pertinente car elle permet de focaliser la suite du processus d’identification sur les épitopes 

d’intérêt pour la réponse antitumorale. Nous n’avons pas testé les LT CD4 anti-UCP générés 

chez les donneurs sains par des tests de prolifération pour pouvoir comparer. Néanmoins 

l’utilisation de tests de prolifération utilisant des traceurs non-radioactifs type CFSE 

(carboxyfluorescein succinimidyl ester) permet de s’affranchir d’un test radioactif 

potentiellement toxique aussi bien pour le manipulateur que pour l’environnement.  

Pour compléter l'étude de la polarisation lymphocytaire T CD4 spécifique des UCP, nous 

avons évalué, à partir de lignées ou clones de T CD4 spécifiques des UCP, la production 

d’autres cytokines Th1 et celle de cytokines caractéristiques d’autres sous-populations de LT 

CD4 décrites.  Ces expériences ont clairement montré que les LT CD4 spécifiques des UCP 

sécrètent en plus de l’IFN, du TNF- et l'IL-2. En revanche aucune production spécifique 

d'IL-4, d'IL-5, ou d'IL-17 n’a été observée. 



 88 

Etude de l’apprêtement naturel des épitopes CD4 par les cellules tumorales    

 

 Une autre étape de la stratégie prédictive est l’étude de l’apprêtement naturel des 

peptides CD4 par les cellules tumorales. Cet apprêtement est généralement évalué par 

l’utilisation de lignées ou de clones T CD4 spécifiques dirigés contre des cellules tumorales 

exprimant le CMH II.  

Si la reconnaissance du complexe CMH I/peptide sur la tumeur par les CTL est essentielle à 

leur fonction cytotoxique, l’activité antitumorale des LT CD4 ne requiert pas nécessairement 

une interaction directe avec la tumeur (Mumberg, Monach et al. 1999; Qin and Blankenstein 

2000). De plus très peu de cellules tumorales expriment naturellement les molécules de  CMH 

II.  Par ailleurs, le mode d’action des LT CD4 antitumoraux est indirect et s’effectue via leur 

capacité à stimuler les autres effecteurs cellulaires de l’immunité antitumorale, notamment les 

CTL (Bourgeois, Veiga-Fernandes et al. 2002; Curtsinger, Lins et al. 2003; Shafer-Weaver, 

Watkins et al. 2009). L’activation des T CD4 dépend essentiellement de la cross-présentation 

d’antigènes tumoraux par les CPA infiltrant la tumeur (Heath and Carbone 2001). Ces CPA 

sont capables de présenter par différents mécanismes, tels que la phagocytose, endocytose et 

autophagie, des peptides tumoraux par les molécules CMH II. Ces observations ont conduit 

différents groupes à analyser l’apprêtement naturel des peptides CD4 en utilisant des CPA 

chargées avec l’antigène ou un lysat tumoral (Schroers, Huang et al. 2002). L’apprêtement 

naturel d’épitopes restreints CMH II dérivés de TERT sur des cellules tumorales a été 

démontré  dans les travaux de Schroes et al. en utilisant des clones T CD4 anti-TERT 

(Schroers, Huang et al. 2002; Schroers, Shen et al. 2003). Concernant les UCP, leur 

apprêtement naturel par les cellules tumorales n’a pas été formellement étudié durant ma 

thèse. Cependant des résultats préliminaires obtenus en utilisant des DC murines exprimant 

HLA-DR chargées par un lysat cellulaire provenant d’une lignée tumorale exprimant TERT 

ont montré que certains UCP peuvent être naturellement apprêtés et présentés aux T CD4 

spécifiques (Figure 25). De plus nous avons pu générer des clones T CD4 anti-UCP qui 

serviront à analyser cette propriété pour les UCP. 
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Evaluation des réponses T CD4 spécifiques chez les patients 

 

 L’analyse des réponses spontanées T CD4 anti-UCP chez des patients atteints de 

cancers est une étape majeure que nous avons rajoutée dans notre stratégie d’identification 

d’épitopes T CD4. Pour cela nous avons évalué les réponses T CD4 anti-UCP après une 

courte période de sensibilisation in vitro (8-10 jours) de lymphocytes issus de patients 

métastatiques ou d’individus sains contrôles. Des réponses T CD4 anti-UCP mesurées par 

ELISPOT IFN ont été obtenues chez certains patients atteints de cancer alors qu’elles sont 

négatives chez les individus sains testés dans les mêmes conditions. Nous avons également 

montré que les LT CD4 anti-UCP détectés chez les patients sécrètent également l’IL-2 et le 

TNF confirmant leur polarisation Th1.  

L’absence de réponses spontanées T CD4 anti-TERT chez les sujets sains pourrait s’expliquer 

par l’absence ou la faible expression de la protéine TERT dans certaines cellules normales. En 

revanche, nous supposons qu’il existe une forte expression antigénique chez le patient atteint 

de cancer en particulier métastatique (Wang, Kerzerho et al. 2008). Nous avons ainsi 

confirmé ces résultats dans différents cancers tels que le poumon, colon, prostate, rein, et 

leucémies.  

Nos résultats suggèrent que la présence de la tumeur serait le facteur à l'origine de l’induction 

de réponses T CD4 anti-TERT détectables. Des résultats similaires ont été rapportés par 

différents groupes confirmant la mise en évidence de réponses spontanées T CD4 spécifiques 

d’antigènes tumoraux uniquement chez les patients que MAGE-A3 (Tsuji et al. 2009), 

Survivine (Wang, Kerzerho et al. 2008) ou HCA587 (Wen et al. 2011).  

Le rôle crucial joué par la télomérase durant l’oncogenèse en préservant l’intégrité des 

télomères est clairement établi et est considéré comme une des caractéristiques principales 
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Figure 25 : Evaluation de l'apprêtement naturel de 
UCP4 par les DC. Des LT CD4 issus de souris vaccinées 
avec UCP4 sont cultivés in vitro en présence de DC 
irradiées et chargées avec un lysat de cellules 
tumorales TERT+ ou avec UCP4 en contrôle positif. La 
réactivité des LT CD4 spécifiques est analysée par 

ELISA IFN après 24H de co-culture. 
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d’une cellule tumorale (Morin 1989). Par conséquent, la quasi majorité des cancers exprime à 

un moment ou un autre de leur développement cette enzyme qui leur assure l’immortalité. 

Dans des modèles de tumeurs spontanées chez la souris, une réactivation de TERT confère un 

pouvoir de malignité plus important à la tumeur (Ding et al. 2012), ce qui corrobore le 

mauvais pronostic des cancers humains avec une surexpression forte de TERT (Marchetti, 

Pellegrini et al. 2002; Wu, Lin et al. 2003; Zhu, Cutz et al. 2006).  

Cependant, la fonction de la télomérase dans les cellules germinales et certaines cellules 

somatiques normales, telles que les cellules souches ou les lymphocytes activés, laisse 

supposer l’existence de mécanismes centraux et périphériques de tolérance immunitaire 

dirigée contre TERT. Ainsi un même donneur sain sans réponse spontanée T CD4 anti-UCP 

peut, après trois cycles de stimulation in vitro, révéler des LT CD4 spécifiques. Nous n’avons 

pas regardé si des réponses T CD4 anti-UCP peuvent être générées après plusieurs cycles de 

stimulation chez un patient qui n’en avait pas après un cycle.  

Nos résultats suggèrent également l’existence chez les patients atteints de cancer d’un nombre 

plus élevé de précurseurs ou de LT CD4 mémoires ayant déjà eu une expérience antigénique. 

Pour des raisons techniques (absence de tétramères HLA-DR-UCP), nous n’avons pas pu 

réaliser d’étude phénotypique de LT CD4 anti-UCP.  

Ces résultats soulignent aussi l’intérêt pour l’approche prédictive d’évaluer en plus des 

donneurs sains les réponses T CD4 antitumorales chez les patients atteints de cancer. 

L’analyse de la réponse spontanée T CD4 anti-TERT n’a pas été réalisée dans les études 

antérieures sur la télomérase (Schroers, Huang et al. 2002; Schroers, Shen et al. 2003) ce qui 

ne permet pas une comparaison des résultats. 

 
 
Etude de l’immunogénicité in vivo des épitopes T CD4 dérivés de TERT : Contribution des 

modèles de souris transgéniques HLA.  

 

 Comme nous l’avons mentionné précédemment, différentes sous-populations 

lymphocytaires T CD4 contrôlent la réponse immunitaire antitumorale parmi lesquelles les 

lymphocytes T CD4 Th1 jouent un rôle activateur prépondérant (Ostrand-Rosenberg 2005; 

Kennedy and Celis 2008). Ils deviennent actifs grâce à la reconnaissance des peptides de 15 à 

20 acides aminés présentés par les molécules HLA de classe II et sont nécessaires à 

l’induction de l’immunité à médiation cellulaire et au contrôle notamment des réponses CTL 

antitumorales (Bourgeois, Veiga-Fernandes et al. 2002; Bourgeois and Tanchot 2003). 

L’importance des lymphocytes Th1 est également illustrée par une meilleure efficacité des 

immunothérapies antitumorales capables de stimuler ces cellules (Marzo, Kinnear et al. 
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2000). Une façon directe de stimuler les LT CD4 est l’utilisation de peptides dits « helper » 

restreints par HLA de classe II. Ainsi des peptides helper potentiels dérivés d’antigènes 

tumoraux ont été identifiés durant cette dernière décennie mais peu sont actuellement 

développés en clinique (Kobayashi and Celis 2008). Une des principales raisons repose sur le 

risque de stimuler une réponse T CD4 inadaptée liée à la plasticité et à l’hétérogénéité des 

sous-populations de LT CD4. En effet, en plus des Th1 d’autres sous populations de LT CD4 

telles que les Th2, Treg et Th17 jouent un rôle ambivalent mais le plus souvent inhibiteur de 

la réponse antitumorale (O'Shea and Paul 2010). Contrairement à l’identification des épitopes 

CTL, peu de modèles in vivo existent pour évaluer l’immunogénicité des T CD4 spécifiques 

d’épitopes dérivés d’antigènes tumoraux humains. De plus la reconnaissance tumorale par les 

CTL spécifiques est une étape clé et souvent suffisante pour valider un rôle immunogène des 

épitopes CD8 identifiés (Arai et al. 2001; Vonderheide et al. 2001; Asemissen et al. 2006). 

Toutefois la caractérisation in vitro des réponses T CD4 spécifiques des épitopes dérivés 

d’antigènes tumoraux ne suffit pas pour rendre compte de la polarisation et en particulier du 

rôle antitumoral des LT CD4 spécifiques des peptides identifiés. Par exemple dans un récent 

essai, l’utilisation d’un vaccin à base de peptides helper associés au mélanome a conduit à une 

inhibition partielle des réponses T CD8 spécifiques, suggérant une potentielle plasticité des 

réponses T CD4 helper induites (Slingluff et al. 2011). 

 Au cours de ce travail de thèse nous avons évalué la contribution des modèles de 

souris génétiquement modifiées exprimant un double transgène HLA de classe I et II pour 

étudier les propriétés fonctionnelles des réponses T CD4 spécifiques des UCP. Les souris 

transgéniques HLA ont été développées pour évaluer en préclinique les réponses T dans un 

contexte restreint par les molécules de CMH humaines. Ces souris, notamment les souris 

transgéniques HLA de classe I, sont régulièrement utilisées pour tester l’immunogénicité in 

vivo de nouveaux peptides dérivés d’antigènes tumoraux humains (Pascolo 2005). Ainsi 

plusieurs modèles de souris transgéniques sont actuellement disponibles pour les molécules 

du CMH classe I (HLA-A2, HLA-A3, HLA-B7, HLA-A24, HLA-B27…), de classe II (HLA-

DR1, HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DP4, HLA-DQ8…) ou la combinaison des HLA-I / HLA-

II. Notre groupe avait utilisé différents modèles de souris Tg HLA pour l’identification 

d’antigènes tumoraux et l’évaluation de différentes stratégies d’immunothérapies (Adotevi, 

Mollier et al. 2006; Adotevi et al. 2010; Kerzerho, Adotevi et al. 2010; Rusakiewicz et al. 

2010)  
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 Au cours de ma thèse, nous avons utilisé le modèle de souris transgéniques HLA-

A2/HLA-DRB*0101 (Tg A2/DR1). Les souris Tg A2/DR1 ont été créées dans le laboratoire 

du Pr F. Lemonnier à l’Institut Pasteur équipe ayant développé et innové la caractérisation des 

souris transgéniques HLA. Ces souris, sont invalidées pour les gènes endogènes de classe I 

(H2Db) et II (IA/IE), si bien que les molécules d’histocompatibilité humaines sont seules 

disponibles pour l’éducation thymique et la mobilisation lymphocytaire en réponse aux 

antigènes (Pajot et al. 2004; Pajot et al. 2007). L’utilisation de ces souris doubles 

transgéniques nous a permis d’étudier l’immunogénicité in vivo des UCP, la coopération entre 

les LT CD4 anti-UCP et les CTL (effet helper) ainsi que  le rôle des LT CD4 anti-UCP dans 

le contrôle de la croissance tumorale et tout ceci en l’absence de compétition avec les 

réponses T restreintes par les molécules CMH de souris. Nous avons retenu ce modèle parce 

que les 4 peptides CD4 dérivés de TERT identifiés (UCP) peuvent lier la molécule HLA-

DRB*0101.  

 Pour évaluer l’apprêtement in vivo des UCP nous avons immunisé des souris Tg 

A2/DR1 avec de l'ADN plasmidique codant la protéine hTERT. Ces expériences ont montré 

la présence de LT CD4 spécifiques de chaque UCP chez les souris.  

Bien que les tests de liaison HLA révèlent une affinité identique des peptides pour l'allèle 

HLA-DRB*0101, les réponses obtenues divergent. Des réponses T CD4 spécifiques de UCP2 

-3 et -4 ont été générées chez la majorité des souris testées (> 90 %) contre seulement 50 % 

des souris pour UCP1. Une différence dans l’intensité des réponses a été également observée 

après vaccination ADN avec des réponses prolifératives T CD4 spécifiques de UCP1 plus 

faibles comparées à celles spécifiques des autres peptides. La faible réponse T CD4 générée 

contre UCP1 peut être due à un mauvais apprêtement et présentation de ce peptide aux LT 

CD4. Une des explications possibles serait la position d’UCP1 (p44-58) située en N-terminale 

dans la séquence primaire d’hTERT. En effet cette région N-terminale (les 100 premiers 

acides aminés - GQ domain -) renferme une séquence MTS (Mitochondrial-targeting signal) 

d’adressage d’hTERT dans la mitochondrie (Sharma et al. 2012). Cette séquence est clivée 

lors du catabolisme d’hTERT puis dégradée dans le cytosol peu accessible au compartiment  

endolysosomal et donc moins disponible pour rencontrer les molécules CMH de classe II.  

L’utilisation d'une immunisation ADN chez la souris Tg A2/DR1 a permis de montrer que, 

bien qu'ayant une affinité relative identique in vitro pour la molécule HLA-DRB*0101, ces 

peptides sont différemment apprêtés et présentés aux LT CD4 in vivo. Des approches 

similaires ont été utilisées récemment pour évaluer l’apprêtement et l’immunogénicité de 

nouveaux peptides (Klyushnenkova et al. 2005; Osen et al. 2010). La limite de cette approche 

est qu’il existe des différences dans la machinerie d’apprêtement entre les CPA humaines et 
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celles des souris (Shortman and Liu 2002). Néanmoins c’est une approche de criblage 

permettant de tester assez rapidement plusieurs  peptides candidats potentiels avant leur 

validation chez l’homme (Osen, Soltek et al. 2010). 

 

 Nous avons également montré chez les souris Tg A2/DR1 que l’immunisation 

peptidique avec UCP stimule des réponses T CD4 spécifiques capables de produire l’IFN 

détectable ex vivo. Les vaccinations avec UCP2 ou -3 induisent des LT CD4 spécifiques plus 

fortes en accord avec les résultats obtenus après immunisation ADN.  

Plus particulièrement, nous avons montré que l’immunisation avec UCP2 induit des LT CD4 

spécifiques capables de répondre ex vivo à de très faibles concentrations de peptide (< 10-7 

µg/ml) traduisant une forte avidité de ces lymphocytes. Ce pouvoir immunogène singulier 

d’UCP2 nous a permis de réduire les doses vaccinales nécessaires pour induire une réponse T 

CD4 spécifique efficace (jusqu’à 1 µg). Des résultats similaires ont été obtenus avec UCP3  

confirmant ainsi une meilleure immunogénicité de ces deux peptides. Il faut souligner 

qu’UCP2 est l’un des peptides les plus immunogènes chez l’homme avec UCP4 et UCP3. Les 

réponses T CD4 spécifiques d’UCP1 sont bien générées in vivo  mais leur amplitude et qualité 

sont plus faibles, comme celles observées après stimulation in vitro chez l’homme. Ainsi nos 

résultats démontrent une bonne cohérence entre les réponses T CD4 anti-UCP humaines et 

celles retrouvées in vivo chez la souris.  Nous avons privilégié une méthode d’ELISPOT IFN 

ex vivo pour évaluer les réponses T CD4 spécifiques chez  la souris. Cependant, nous avons 

également obtenu des résultats concordants en utilisant d’autres méthodes immunologiques 

telles que des tests de prolifération au CFSE ou de marqueurs intracellulaire de cytokines pour 

évaluer les réponses T CD4 spécifiques des UCP chez les souris Tg A2/DR1.  

Bien que les LT CD4 anti-UCP produisent efficacement l'IFN cytokine prototype de la 

polarisation Th1, nous avons aussi évalué un large panel de cytokines compte tenu de la 

plasticité des LT CD4 (Bluestone, Mackay et al. 2009). Ainsi en utilisant un test ELISA ou 

cytokines multiplex, nos résultats ont montré que les 4 UCP stimulent préférentiellement des 

LT CD4 sécrétant de l’IL-2, du TNF et du GM-CSF. L’absence de production de cytokines 

apparentées aux Th2, Treg ou Th17 par les LT CD4 anti-UPC générés in vivo montre 

clairement leur polarisation Th1 et confirme les résultats obtenus chez l’homme.  

 Les Treg sont connus pour leur capacité inhibitrice des réponses T CD4 antitumorales 

(Nishikawa et al. 2005). De plus il a été montré que les iTreg spécifiques induits après 

immunisation peuvent inhiber les réponses T spécifiques (Yan et al. 2011). Par conséquent 

nous avons suivi cette population de manière non spécifique chez des souris Tg A2/DR1 après 

immunisation par UCP. Ainsi aucune augmentation significative de LT CD4 CD25+ Foxp3+ 
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n’a été détectée ex vivo (Figure 26A). Lorsqu’on stimule les LT CD4 Foxp3 isolés chez les 

souris immunisées avec UCP en présence de DC chargées avec le peptide UCP relevant, 

aucune prolifération spécifique n’est observée après 4 jours de culture in vitro (Figure 26B).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’ensemble de ces résultats suggère que les UCP ne seraient pas reconnus par les Treg. 

Cependant cette approche n’est pas optimale puisque les LT activés expriment CD25 et le kit 

de purification des Treg utilisé repose sur une sélection basée sur un anticorps anti-CD25. De 

plus Foxp3 peut être exprimé par les LT activés (Kryczek, Liu et al. 2009), ce qui rend 

difficile l’interprétation des résultats. 

 Pour mieux étudier la question concernant la reconnaissance des UCP par les Treg, nous 

disposons très récemment dans le laboratoire d’un modèle de souris transgéniques HLA-

A2/DR1/Foxp3-GFP+. Ces souris issues du croisement entre les souris A2/DR1 et les souris 

UCP1/IFA UCP2/IFA UCP3/IFA UCP4/IFA 

UCP1 UCP2 UCP3 UCP4 

Figure 26 : Les peptides UCP n’induisent pas de cellules CD4+CD25+Foxp3 spécifiques. Des souris Tg 
A2/DR1 ont été immunisées une fois avec les peptides. Après 10 jours, la population Treg 
CD4+CD25+Foxp3 a été analysée dans le sang et la rate. (A) Mesure ex vivo du pourcentage de cellules 
CD25+Foxp3+ dans la population des LT CD4+ du sang et de la rate. (B) Restimulation in vitro des Treg. 
Les fractions CD4+CD25+ et CD4+CD25- isolés des rates de souris immunisées sont restimulées in vitro en 
présence de CPA chargées ou non avec le peptide correspondant (40µg/mL) pendant 4 jours. Le 
pourcentage de cellules Foxp3+ dans chaque fraction est évalué par cytométrie de flux. Les cellules 
stimulées par l’IL-2 sont utilisées comme contrôle positif. Les barres représentent la moyenne de chaque 
groupe (n=3). 
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transgéniques Foxp3 (Fontenot et al. 2005) qui expriment le facteur de transcription Foxp3 

couplé à une protéine fluorescente (GFP). Leur utilisation combinée à des tétramères HLA-

DR-UCP permettra de détecter aisément la présence éventuelle de Treg spécifiques des UCP.

  



II. Etude du rôle helper des UCP sur les réponses CTL 

antitumorales  
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reçu un vaccin contenant UCP à l’exception d’UCP1. En revanche la fonctionnalité de ces LT 

CD8 analysée par ELISPOT IFN ex vivo (Adotevi, Mollier et al. 2010) montre que tous les 

UCP, y compris UCP1, sont capables d’induire des réponses CTL anti-pY988 par 

comparaison avec les souris vaccinées avec pY988 uniquement.  

Nous avons démontré que l’intensité des réponses CTL spécifiques était corrélée avec 

l’amplitude et la fonctionnalité des LT CD4 anti-UCP induites simultanément in vivo. Ainsi la 

meilleure réponse CTL a été détectée en présence de LT CD4 spécifiques d'UCP2, liée à la 

capacité de ces cellules à produire efficacement l’IFN et l’IL-2 qui sont deux cytokines 

nécessaires à l’induction et l’expansion des réponses CTL (Greenberg 1991; Bourgeois and 

Tanchot 2003; Shedlock and Shen 2003; Janssen, Droin et al. 2005). 

La cytotoxicité et l’avidité étant deux fonctions critiques pour les CTL antitumorales, nous 

avons focalisé la suite de notre étude sur UCP2 qui stimule la réponse CD4 Th1 la plus 

efficace. Ainsi nous avons montré que des CTL fraichement isolés de souris immunisées par 

la combinaison pY988 + UCP2, produisent efficacement l’IFN-g en réponse à de faible dose 

de peptide pY988 <10-3µg/mL. Ces CTL sont également capables de réagir efficacement en 

présence de la forme native p988 témoignant de leur bonne avidité. En utilisant un test de 

cytotoxicité in vivo (Rusakiewicz, Dosset et al. 2010), nous avons également montré une forte 

activité lytique chez les souris coimmunisées avec pY988 + UCP2 alors qu’elle est quasiment 

nulle chez les souris immunisées avec pY988 seul. Ces résultats confirment la forte avidité 

des CTL spécifiques de pY988 induits in vivo en présence d’UCP2. De même en utilisant un 

test de cytotoxicité au chrome, nous avons montré que les CTL anti-pY988 induits chez les 

souris vaccinées avec pY988 + UCP2 étaient également capables de lyser plus efficacement 

des cellules B16 TERT+ et exprimant HLA-A2+. Des résultats similaires ont été obtenus en 

utilisant le deuxième peptide du soi dérivé d'hTERT pY572, démontrant clairement qu’UCP2 

favorise une rupture de tolérance contre les peptides TERT du soi. Nos résultats confirment 

les travaux antérieurs ayant montré que pour induire des réponses CTL efficaces lors d’une 

vaccination avec un peptide CD8 il faut nécessairement une aide délivrée par les LT CD4 

(Fayolle et al. 1991). Des observations similaires ont été rapportées concernant la vaccination 

avec les peptides dérivés de TERT pY572 et pY988 utilisés dans notre étude (Hernandez, 

Garcia-Pons et al. 2002; Scardino, Gross et al. 2002; Gross et al. 2004). Paradoxalement ces 

peptides sont actuellement testés en essai clinique  chez l’homme sans adjonction d’une 

stimulation T CD4 (Bolonaki, Kotsakis et al. 2007). 

Par ailleurs, il a été démontré que les réponses CTL mémoires induites en absence d’aide 

fournie par les LT CD4 sont inefficaces (Shedlock and Shen 2003; Rocha and Tanchot 2004). 

Pour vérifier ce fait, nous avons étudié l’impact des LT CD4 spécifiques de UCP2 sur les 



 98 

réponses CTL mémoires. Les souris TgA2/DR1 ont été immunisées avec pY988 +/- UCP2 et 

les réponses CTL ont été analysées un mois après la vaccination. Une réponse CTL mémoire 

spécifique de pY988 efficace n'a été détectée que chez les souris co-immunisées avec UCP2 

et cette réponse était clairement corrélée avec la persistance in vivo des LT CD4 anti-UCP2 

capables de produire l’IFN.   

Différents mécanismes helper peuvent être utilisés par les LT CD4 pour le contrôle des 

réponses CTL antitumorales durant les phases d’inductions et effectrices de la réponse 

antitumorale (Rocha and Tanchot 2004; Kennedy and Celis 2008). Ainsi l’induction d’une 

activation des DC par les LT CD4 Th1, permettant une présentation antigénique et une 

costimulation efficaces pour les CTL, représente un des mécanismes majeurs (Ridge, Di Rosa 

et al. 1998).  Nous avons montré que les LT CD4 anti-UCP2 agissent via ce modèle dit de  

« ménage à 3 »  en induisant in vivo la maturation des cellules dendritiques qui à leur tour 

produisent l’IL-12 cytokine essentielle pour la différenciation Th1 (Snijders, Kalinski et al. 

1998). Cette activation des DC est partiellement inhibée par l’utilisation d’anticorps bloquant 

l’interaction CD40-CD40L et/ou l’IFN avec son récepteur. 

 Afin d'évaluer l'effet de UCP2 au cours d'une vaccination thérapeutique antitumorale, 

nous avons utilisé le modèle de mélanome B16-HLA-A2.1+ (Adotevi, Mollier et al. 2010). 

Cette tumeur exprime la télomérase murine qui partage plus de 70% d’homologie avec 

hTERT (Greenberg et al. 1998). De plus nous avons montré que cette lignée était reconnue 

par des CTL spécifiques des peptides pY572 et pY988 dérivés de la télomérase et conservés 

entre l’homme et la souris (Scardino, Gross et al. 2002). Des souris Tg A2/DR1 porteuses 

d’un mélanome B16 exprimant HLA-A2 ont ainsi été vaccinées avec les peptides 

pY572/pY988 +/- UCP2. Nos résultats ont montré une régression tumorale complète chez 

63% des souris ayant reçu un vaccin contenant UCP2 comparé à 13% chez les souris 

immunisées uniquement avec les peptides pY572/pY988. L’analyse des réponses T post-

vaccinales chez les souris protégées a montré la présence de LT CD4 et CTL anti-TERT 

fonctionnels dans la rate et les ganglions.  

Récemment, des travaux ont montré que les LT CD4 spécifiques d’antigènes tumoraux sont 

nécessaires pour le recrutement des CTL dans la tumeur (Wong, Bos et al. 2008; Bos and 

Sherman 2010). Nakanishi et al. ont également rapporté des propriétés similaires des LT CD4 

dans l’adressage des CTL antiviraux vers le site de l’infection (Nakanishi, Lu et al. 2009). 

Nous avons montré dans le modèle B16/A2 que les souris vaccinées thérapeutiquement en 

présence du peptide helper UCP2 présentaient une infiltration tumorale massive par des CTL 

spécifiques anti-TERT. Ces résultats confirment les données précédentes et expliquent la 
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meilleure protection antitumorale observée chez les souris ayant reçu le vaccin contenant 

UCP2. 

En utilisant le modèle de souris HHD (transgéniques HLA-A2) Gross et al. avaient montré 

qu’une vaccination prophylactique avec les mêmes peptides TERT pY572 et pY988 en 

présence d’un peptide helper dérivé du virus de l’hépatite B, induisait une protection tumorale 

chez seulement 25% des souris (Gross, Graff-Dubois et al. 2004). Bien que le modèle tumoral 

soit différent du notre (EL4-HHD), ces résultats suggèrent que la stimulation d’une réponse T 

CD4 helper inappropriée (antivirale) ne favorise pas une migration des CTL effecteurs vers le 

site tumoral. Cette hypothèse peut expliquer les résultats récents d’un essai clinique de 

vaccination peptidique dans le mélanome. Dans cette étude comportant deux bras, l’un utilise 

des peptides CD8 associés à un peptide helper dérivé du tétanos, et l’autre utilise les mêmes 

peptides CD8 mais avec un pool de peptides helper dérivés d’antigènes du mélanome 

(Slingluff, Petroni et al. 2011). Une forte induction de CTL spécifiques a été observée chez 

plus de 90% des patients ayant reçu le peptide helper dérivé du tétanos contre seulement 19% 

dans le bras peptides helper de mélanome. De façon surprenante le bénéfice clinique était 

strictement identique dans les deux bras.    

L’ensemble de ces observations ainsi que nos résultats soulignent l’intérêt pour 

l’immunothérapie de stimuler des réponses T CD4 antitumorales appropriées et efficaces.  

L’utilisation des UCP représente ainsi une méthode innovante et attractive pour atteindre ce 

but. 

 Par ailleurs, des résultats préliminaires ont montré qu’une vaccination thérapeutique 

avec  les UCP utilisés seuls était capable d'induire une régression tumorale chez les souris Tg 

A2/DR1. Nous avons pu détecter chez ces souris ainsi traitées des réponses CTL spécifiques 

de peptides restreints HLA-A2.1 et dérivés des UCP. Cette capacité à stimuler à la fois des 

réponses T CD4 et CD8 concommitantes pourrait également expliquer l’efficacité 

antitumorale des UCP. Ces nouvelles données se rapprochent de celles obtenues par le groupe 

de Lang avec un peptide CD4 dérivé de MELOE-1 (Rogel et al. 2010), ou par le groupe de 

Gaudernack concernant le GV1001, un peptide CD4 dérivé de la télomérase (Inderberg-Suso 

et al. 2012).  

Les résultats cliniques encourageants obtenus avec le vaccin peptidique CD4 dérivé de la 

télomérase GV1001, confortent nos espoirs concernant le développement futur des UCP en 

clinique.  Toutefois le vaccin GV1001 n’a montré un bénéfice chez les patients que lorsqu’il 

est associé à la chimiothérapie ou radiothérapie (Brunsvig et al. 2006; Kyte et al. 2011; 

Inderberg-Suso, Trachsel et al. 2012). 
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 Les UCP pourront également servir pour le développement de vaccins à base de longs-

peptides (SLP, Synthetic Long Peptide) associant des épitopes CD4 helper et CD8 

antitumoraux,  et qui présentent l’avantage d’être efficacement apprêtés et présentés par les 

cellules dendritiques (Melief and van der Burg 2008). Enfin les peptides UCP peuvent être 

utilisés pour les stratégies de transfert adoptif de lymphocytes T en cancérologie (Jotereau et 

al. 2012). Ainsi des TCR transgéniques dérivés de clones T CD4 anti-UCP sont en cours de 

développement dans le laboratoire et pourront à terme servir pour optimiser le transfert 

adoptif. 

 



III. Utilisation des UCP pour une analyse dynamique 

des réponses spontanées T CD4 anti-tumorales  


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Cependant TERT est exprimée dans la majorité des cancers bronchiques (cf chapitre 

'télomérase'), et une surexpression de TERT est associée à un facteur de mauvais pronostic 

dans les cancers bronchiques non à petites cellules (CBNPC) (Marchetti et al. 2002; Wu et 

al. 2003; Zhu et al. 2006). De plus, des polymorphismes du gène TERT ont été récemment 

rapportés comme facteur de prédisposition dans les cancers bronchiques non à petites 

cellules (Mocellin et al.).  

Ainsi les réponses T CD4 anti-TERT retrouvées chez certains patients peuvent donc 

témoigner d’une immunité antitumorale préexistante. Ces résultats suggèrent également un 

rôle potentiel de TERT comme antigène tumoral impliqué dans l’immunosurveillance des 

cancers. Dans ce contexte, la présence de réponses T CD4 anti-TERT soulève la question de 

son rôle chez les patients. 

 Une première analyse a montré l’absence de corrélation entre la réponse T CD4 anti-

UCP et les principales caractéristiques cliniques des patients (âge, sexe, état général ou 

encore sous-type histologique). De même la présence de cette réponse UCP n’avait pas 

d’impact sur la survie des patients sans prendre en compte la réponse après traitement. 

  

 Une seconde analyse de l’impact clinique de la réponse T spécifique a été réalisée 

dans le sous groupe de patients suivis sur une médiane de 10 mois après la première ligne de 

chimiothérapie à base de sels de platine. Parmi ces patients (n= 55), un groupe de 19 patients 

était considéré comme « progresseur » et un deuxième de 36 patients comme « contrôleur » 

selon les critères RECIST 1.1. Nos résultats ont montré que la présence d’une réponse 

spontanée T CD4 anti-UCP n’a aucun effet chez les patients progresseurs. En revanche la 

présence de cette réponse chez les patients répondeurs est associée à un allongement 

significatif  de la survie globale (13 vs 10 mois, P < 003). La  préexistence de la réponse T 

CD4 anti-UCP n’a aucune influence sur la survie sans progression dans cette population. De 

même, aucune différence significative n’a été observée dans les deux groupes de patients 

selon le type de chimiothérapie de seconde intention utilisé notamment erlotinib, gemcitabine 

et taxane. Par ailleurs, les réponses T anti-virales mesurées dans le même temps chez les 

patients n’avaient aucune influence quelque soit le groupe de patients (contrôleurs ou 

progresseurs). 

L’ensemble de ces résultats suggère fortement une synergie entre la présence d’une réponse T 

CD4 anti-TERT et l’efficacité de la chimiothérapie dans les cancers bronchiques et confirme 

le rôle prépondérant de l’immunité Th1 dans l’immunosurveillance des cancers. 

 Depuis les travaux pionniers de Guido Kroemer et Zitvogel il est admis que certains 

paramètres immunitaires pré-thérapeutiques peuvent influencer l'efficacité des 
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chimiothérapies (Zitvogel et al. 2011). En effet certains agents cytotoxiques ou les radiations 

ionisantes sont capables d’induire une mort tumorale dite immunogène modifiant les 

interactions entre la tumeur et l'environnement immunitaire. Par exemple les anthracyclines 

ou l'oxaliplatine ont montré leur capacité à faciliter la phagocytose des cellules tumorales par 

les cellules dendritiques via des mécanismes impliquant la calréticuline (CRT), HMGB1 

(Apetoh et al. 2007) ou encore la voie ATP (Aymeric et al. 2010). Cette mort immunogène 

peut donc augmenter l'expression et la présentation des antigènes tumoraux rendant ainsi les 

cellules tumorales plus sensibles au système immunitaire. Certains agents cytotoxiques 

peuvent également moduler directement les acteurs de l’immunité soit en activant les cellules 

effectrices, soit en inhibant les cellules immunosuppressives (Zitvogel, Kepp et al. 2011).  

En tenant compte de ces observations, une des hypothèses pouvant expliquer nos résultats est  

que chez les patients « contrôleurs », l’efficacité de la chimiothérapie à base de sels de platine 

entrainerait une  lyse tumorale « immunogène » favorisant la libération et l'apprêtement de 

TERT par des CPA qui vont à leur tour stimuler des LT CD4 mémoires préexistants. A 

l’inverse lorsque la chimiothérapie est inefficace ce phénomène est absent ou sans effet pour 

permettre une activation des LT CD4 anti-TERT. Ceci peut expliquer pourquoi la présence de 

l’immunité T CD4 anti-UCP n’a aucune influence sur la survie globale des patients 

progresseurs après chimiothérapie (Godet et al. 2012).   

Quelques semaines après notre publication Weide et al. ont montré que la présence de 

lymphocytes Th1 circulants spécifiques de Melan-A ou NY-ESO1 est un facteur indépendant 

de bon pronostic chez des patients atteints de mélanome métastatique traités par 

chimiothérapie (Weide et al. 2012). L’importance de cette relation entre lymphocytes T 

antitumeurs et l’efficacité des chimiothérapies conventionnelles peut également s’illustrer par 

des travaux récents montrant l’amplification des réponses immunitaires spécifiques chez des 

patients ayant été traités avec succès par des thérapies ciblées telles que Imatinib ou 

Vemurafenib inhibiteurs de c-Kit et BRAF respectivement (Chen et al. 2008; Hong et al. 

2012).  

Une analyse dynamique en pré et post-traitement de la réponse T CD4 spécifique de tumeur 

en utilisant par exemple les UCP, permettra une meilleure compréhension des mécanismes 

impliqués dans la modulation de l’immunité T CD4 anti-UCP par les chimiothérapies 

conventionnelles ou thérapies ciblées. Cette question sera abordée dans une étude future 

menée au sein de l’UMR 1098 de Besançon.  

 Par ailleurs, l’implication  du rôle important d’une immunité T spécifique chez les 

patients dans le contrôle des cancers bronchiques vient des résultats impressionnants du 

traitement par un anticorps bloquant l’interaction PD1/PD-L1 (Topalian et al. 2012). Ainsi 
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nous pensons que l’efficacité d’anticorps monoclonaux capables de lever l’inhibition des 

réponses lymphocytaires T antitumorales nécessite la présence préalable de ces lymphocytes 

chez les patients. Cette hypothèse est corroborée par les observations faites chez les patients 

atteints de mélanomes traités par l’anticorps anti-CTLA-4 (Ipilimumab). Une activation des 

réponses T spécifiques d’antigènes du mélanome est retrouvée chez certains patients et est 

souvent associée à l’efficacité du traitement (Robert and Mateus 2011).    

 

 Ainsi un monitoring des réponses T antitumorales spontanées en utilisant par exemple 

les UCP permettrait une meilleure sélection des patients pouvant bénéficier de ces traitements 

immuno-modulateurs. Nos résultats ouvrent également de nouvelles perspectives 

d’associations de chimiothérapies à une immunothérapie ciblant les lymphocytes CD4 Th1 

anti-TERT.  
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 Parmi les différentes sous-populations de LT CD4 identifiées, les lymphocytes Th1, 

caractérisés par la production de cytokines telles que IFN, TNF, et IL-2, jouent un rôle 

majeur dans l’activation des réponses immunitaires antitumorales. Ils sont nécessaires à 

l’initiation et la fonction des cellules cytotoxiques, et préviennent également l’induction d’un 

état tolérogène. Durant ces dernières années, plusieurs groupes se sont intéressés à 

l'identification de peptides CD4 dérivés d'antigènes associés aux tumeurs dans le but 

d'améliorer les stratégies d''immunothérapies anticancéreuses et le suivi des réponses 

immunologiques associées. En effet, suivre la réponse immunitaire des patients s'avère 

essentiel pour définir des critères objectifs de choix de l'approche la plus appropriée à utiliser 

pour traiter le patient et pour corréler les réponses cliniques aux réponses T anti-tumorales 

observées.  

 Dans cette étude nous avons identifié de nouveaux peptides pan-HLA-DR dérivés de 

TERT, appelés UCP, capables de détecter efficacement des réponses CD4 Th1 spontanées 

chez des patients atteints de différents cancers. Leur utilisation au cours d'une vaccination 

anti-tumorale contribue à améliorer significativement l’efficacité des réponses CTL et la 

survie de souris porteuses de tumeurs. De manière intéressante, notre étude menée chez des 

patients atteints de cancer bronchique métastatique nous a également permis de mettre en 

évidence pour la première fois le lien entre l'immunité T CD4 anti-TERT spontanée et la 

réponse à la chimiothérapie. 

 Désormais il apparaît évident que certaines thérapies conventionnelles sont plus aptes 

que d'autres à induire une mort immunologique des cellules tumorales et à favoriser les 

réponses T anti-tumorales. Par conséquent leur sélection parallèlement à une immunothérapie 

anti-tumorale adaptée visant à stimuler à la fois les LT CD4 et les LT CD8 antitumoraux 

serait un bénéfice notable. Ainsi l'efficacité des vaccins anti-cancers pourrait émerger non pas 

en tant que monothérapie mais au sein d'une combinaison de traitements capables de stimuler 

l'immunité tout en inhibant les principales voies à l'origine de la tolérance immunitaire.  
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a b s t r a c t

Over expression of telomerase represents a hallmark of cancer cells and the induction of T cell immu-
nity against this universal tumor antigen have gained promising interest for anticancer immunotherapy.
In this study we evaluated a recombinant lentiviral vector expressing the human telomerase reverse
transcriptase (lv-hTERT) vaccination in the humanized HLA-B*0702 transgenic (HLA-B7 Tg) mice. A sin-
gle lv-hTERT vector immunization induces potent and broad HLA-B7-restricted CTL responses against
hTERT. Unlike conventional hTERT peptide or DNA immunization, the lv-hTERT vector triggers high and
sustained IFN-� producing CD8+ T cell responses in HLA-B7 Tg mice. The avidity and in vivo cytotoxicity
of CD8+ T cells were stronger in lv-hTERT vector-immunized mice than in hTERT peptide or DNA vacci-
nated groups. The study also showed that the use of prime-boost vaccination drastically improved the
magnitude and strength of lentivector-primed CD8+ T cells. Our data indicated that lentiviral delivery of
hTERT is suitable for enhancing cellular immunity against hTERT and offers a promising alternative for
telomerase-based cancer vaccine.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Active cancer immunotherapy relies on the concept that tumor
antigens are presented in the context of MHC molecules for recog-
nition by specific effector T cells. In the past decade great efforts
have been made to identify tumor-specific and tumor-associated
antigens, which could be used to vaccinate cancer patients [1,2].
However, heterogeneous expression of most of the characterized
tumor antigens limits the broad application of cancer vaccines that
target such antigens. In addition, it is well established that thera-
peutic vaccine strategies targeting antigens that are not involved
in tumor growth can result in the selection of antigen-loss tumor
variants, leading to disease progression [3,4]. From this perspec-
tive, telomerase emerges as the first bona fide universal tumor
antigen due to its over expression by the vast majority of tumors
(>85%) from virtually all types of cancer and its inherent functional
involvement in oncogenic transformation [5,6].

∗ Corresponding author at: INSERM U970 56 rue Leblanc, 75015 Paris, France.
Tel.: +33 1 56093980; fax: +33 1 56092080.

E-mail address: olivier.adotevi@egp.aphp.fr (O. Adotévi).
1 Contributed equally.

Human telomerase reverse transcriptase (hTERT) is the cat-
alytic subunit of telomerase enzyme that synthesizes telomeric
DNA at chromosome ends. Telomerase activation is one of the most
important tumor escape mechanisms to circumvent the telomere-
dependent pathways of cell death [7,8]. All these findings justify
the clinical applications of hTERT for anticancer immunotherapy.
Broadly used in several anticancer vaccine trials, hTERT peptide
vaccinations have been the mostly used approach during the past
few years [9–13]. The relative ease of construction and production,
chemical stability, and the lack of oncogenic potential have made
the peptide-based vaccine approach very attractive. Nonetheless,
several obstacles limit the widespread use of peptide vaccines such
as HLA-restriction, low immunogenicity, the need for adjuvants
and carriers, failure or absence of epitope expression on tumor
cells, and low level of memory responses [14]. Consequently, it
appears essential with regard to hTERT antigen to evaluate novel
immunotherapeutic approaches, such as potent viral vectors capa-
ble of delivering hTERT in vivo [12,15].

Lentiviral particles are widely used as gene-transfer vectors that
can achieve high transduction efficiency regardless of the prolif-
erative status of the targeted cells. Their capacity to efficiently
transduce dendritic cells (DCs) and to elicit potent humoral and
cellular responses has prompted their evaluation as anticancer vac-
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cine vectors with promising results [16,17]. We previously showed
that the immunization of humanized MHC class I transgenic mice
with recombinant lentivectors elicited strong antigen-specific CTL
responses in vivo [18–20].

In this report we developed a lentivector expressing the full-
length hTERT gene and evaluate its immunogenicity in human
HLA-B*0702, double knockout H-2 KbDb transgenic mice HLA-B7
Tg. We compare the efficacy of the recombinant lv-hTERT vaccina-
tion with the hTERT-based peptide or DNA vaccination. We show
that vaccination with lv-hTERT induced broad, strong and high
avidity long-lasting hTERT-specific TCD8+ response compared to
peptide plus adjuvant or DNA vaccinations. Our results strongly
support the use of the lentivector hTERT vaccine as a new potential
tool for telomerase-based active immunotherapy against cancers.

2. Materials and methods

2.1. Mice

H-2 KbDb class I knockout, HLA-B*0702 transgenic mice (HLA-
B7 Tg) have been previously described [21]. Eight to ten-week-old
female mice were bred and maintained under specific pathogen-
free conditions in our animal facility (Institut Pasteur). All animal
experiments were conducted in accordance with the guidelines of
the Laboratory of Animal Care Office at the Institut Pasteur.

2.2. Synthetic peptides and chemical reagents

The HLA-B*0702-restricted hTERT-derived peptides used in this
study were previously described [22,23] and are shown in Table 1.
All peptides were synthesized by PRIMM (Olgettina Milano, Italy).
Incomplete Freund’s adjuvant (IFA) and CpG ODN 1826 was pur-
chased from Sigma (France).

2.3. Cell lines

HLA-B*0702-transfected TAP deficient RMAS cells (RMAS/B7)
were used as target cells for in vitro cytotoxicity assay. Cells were
cultured in RPMI supplemented with 10% foetal calf serum, 1% peni-
cillin/streptomycin, 1% l-glutamine, 1% sodium pyruvate (GIBCO).

2.4. Vector construction and production

The pTRIP-deltaU3-CMV-hTERT (referred as lv-hTERT, Fig. 1A)
construct was created by first subcloning an EcoRI-SalI hTERT insert
derived from the pBABE-hygro-hTERT plasmid (kindly provided by
Dr. Robert Weinberg) into the pSP73 vector (Promega). The recom-
binant vector particles were produced as previously described. LTR:

long terminal repeat, cPPT: central polypurine tract, CTS: central
termination sequence.

2.5. Immunizations

For lv-hTERT vector vaccination, HLA-B7 Tg mice were immu-
nized by foot pad injection with 1 × 107 transduction units (TU)
of recombinant lv-hTERT vector particles in 50 �l (the same dose
was used throughout the study). HTERT peptide immunization
was performed with hTERT peptide plus adjuvant (p351 + adjuvant)
consisting of s.c. injection of 100 �g of p351 combined with 50 �g of
CpG emulsified in Incomplete Freund’s adjuvant (IFA) at day 0 and
day 14. DNA immunization consisted of intramuscular injection
of 100 �g of plasmid DNA encoding the full-length hTERT protein
(pDNA/hTERT) at day 0 and day 14 as previously reported [22]. For
prime-boost vaccination, mice were first injected with recombi-
nant lv-hTERT (1 × 107 TU) and three weeks later a boost injection
was performed with either 50 �g of p351 peptide in IFA, or 100 �g
pDNA/hTERT. A group of mice received homologous boost with
lv-hTERT as control.

2.6. In vitro CTL assay

Splenocytes from immunized mice were harvested 10 days fol-
lowing the last immunization and were stimulated in vitro with
derived hTERT peptide for an additional 5–6 days [22]. The CTLs
cytolytic activity was tested against RMAS-B7 cells pulsed with
hTERT peptide or irrelevant peptide in a standard 51chromium
release assay.

2.7. Pentamer staining

Ficoll-purified splenocytes (1 × 106 cells) from immunized mice
were incubated with PE-conjugated HLA-B*0702 pentamer recog-
nizing the hTERT peptide p351 (p351/pentamer, ProImmune, UK)
for 20 min at +4 ◦C. After two washes, cells were stained with anti-
mouse CD8-APC (eBioscience, San Diego, CA) for 20 min at +4 ◦C.
Irrelevant HLA-B*0702 pentamer recognizing a HIV gag-peptide
(HIVgag/pentamer) was used as a control. Samples were analyzed
by flow cytometry on a FACS Calibur.

2.8. IFN-� ELISPOT assay

Ficoll-purified lymphocytes or CD8+ T splenocytes (CD8+ T
cell isolation kit, Miltenyi, Biotec France) from immunized mice
were incubated in triplicates, in ELISPOT plates in the presence of
medium or hTERT peptide (10 �g/mL unless otherwise specified).
Plates were incubated for 18 h at 37 ◦C and the IFN-� spots were

Table 1
In vitro CTL responses after immunization of HLA-B7 Tg mice with lv-hTERT particles.

hTERT peptides Sequence CTL responses

R/T Responders (%) Specific lysis

p1 MPRAPRCRA 3/6 50 28, 33, 21
p4 APRCRAVRSL 6/6 100 68, 57, 69, 74, 81, 55
p68 APSFRQVSCL 2/6 33 28, 43
p277 RPAEEATSL 5/6 80 64, 22, 59, 41, 66
p342 RPSFLLSSL 2/6 33 21, 34
p351 RPSLTGARRL 6/6 100 100, 94, 100, 73, 69, 97
p464 FVRACLRRL 2/6 33 41, 25
p1107 LPGTTLTAL 0/6
p1123 LPSDFKTIL 4/6 66 61, 28, 52, 66

The following HLA-B*0702-restricted hTERT-derived peptides and their respective sequence have been already described [22,23]. HLA-B7 Tg mice were immunized s.c. with
1 × 107 TU of recombinant lv-hTERT vector. Ten days later, their splenocytes were restimulated in vitro with the indicated peptides (5 �g/mL). Peptide-specific CTLs were
tested 5–6 days after against RMAS/HHD cells pulsed or not with corresponding peptide. Data represent the percent of (%) specific lysis of peptide-pulsed target cells at a
50:1 splenocyte/target ratio, after subtraction of non-specific lysis of non-pulsed target cells (between 0% and 8%). RT: number of responder/total number of immunized.
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Fig. 1. Specific CD8+ T cell responses following hTERT-based lentivector, peptide and DNA vaccinations. (A) Schematic representation of the lentiviral vector encoding hTERT.
The hTERT full-length sequence was inserted into the TRIP.� U3.BR.IRES green fluorescent protein (GFP) lentiviral vector as described in Section 2. The hTERT is under the
control of the human cytomegalovirus early promoter (CMVie). (B) HLA-B7 Tg mice were immunized either with lv-hTERT vector particles (1 × 107 TU) or p351 + adjuvant or
with pDNA/hTERT. The antigen-specific CD8+ T cells were monitored in the spleen 10 days later by using HLA-B7/p351 pentamer or control HLA-B7 HIV/gag pentamer staining.
Three representative plots mice per group of immunization were shown. (C) The mean ± SD values obtained after subtraction of non-specific HIV/gag pentamer + cells is
shown. (D) p351-specific IFN-�-producing splenocytes were assessed ex vivo by ELISPOT assay 10 days after vaccination. The mean of specific IFN-� spots ± SD in each group
is depicted (n = 4 mice/group). One representative out of 3 experiments is shown. *Indicates values that were considered significant (P < 0.05, Mann–Whitney test).

revealed following manufacturer instructions (Diaclone, Besançon,
France).

2.9. In vivo cytotoxicity

The in vivo CTL killing assays were performed using as targets,
labeled peptide-pulsed syngenic splenocytes. Briefly, splenocytes
from naive syngenic mice were labeled with high (5 �M) or low
(1 �M) concentrations of CFSE (carboxyfluorescein-diacetate suc-
cinimidyl ester, Molecular Probes) for 10 min at 37 ◦C. Splenocytes
labeled with high-CFSE were pulsed with the relevant p351 hTERT
peptide and splenocytes labeled with low-CFSE served as non-
pulsed target cells. Equal numbers of each fraction (high or low)
were injected i.v. into immunized and control mice. After 15 h,
single-cell suspensions from spleens were analyzed by flow cytom-
etry. The disappearance of peptide-pulsed cells was determined by
comparing the ratio of pulsed to non-pulsed populations in immu-

nized versus control non-immunized mice and the percentage of
specific killing was calculated as previously described [20].

2.10. Statistics

The non-parametric Mann–Whitney test was used to compare
CD8 T cell responses among the different groups of immu-
nized mice. Statistically significant differences were considered at
P < 0.05.

3. Results

3.1. Immunization of HLA-B7 transgenic mice with recombinant
lv-hTERT vector induces broad CTL responses against hTERT

To evaluate whether immunization with the recombinant lv-
hTERT vector (Fig. 1A) could stimulate a broad CTL response,
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HLA-B*0702 transgenic mice (HLA-B7 Tg) were immunized in foot
pads, with a single dose 1 × 107 TU of recombinant lv-hTERT vec-
tor. Ten days after immunization, splenocytes were stimulated in
vitro with HLA-B7-resticted hTERT peptides and peptide-specific
CTL responses were monitored by a 51Cr-release assay. Results
presented in Table 1 show that the immunization with lv-hTERT
triggers CTL responses against the majority of hTERT epitopes
tested (8 out of 9). Four hTERT epitopes (p4, p277, p351 and p1123)
induced strong CTL responses in nearly all immunized mice using
a cutoff value of 10% specific lysis (Table 1). CTL responses against
the four remaining peptides (p1, p68, p342 and p464) encoded by
the vector were found in at least one immunized mouse (30–50%
of responders) however, the intensity of the responses was lower.
For the one “missing” epitope, (p1107), specific lysis under 10% was
measured (data not shown). Thus, lv-hTERT vector immunization is
highly effective to stimulate polyspecific CTLs against hTERT, indi-
cating an efficient processing of peptides derived from the hTERT
protein encoded in the lentiviral vector particles.

3.2. The recombinant lv-hTERT vector induces a stronger
hTERT-specific CD8+ T cell response than hTERT-based peptide or
DNA immunization

Having established that our hTERT-encoding lentiviral vector
efficiently stimulates a diversified CTL repertoire, we aimed to
evaluate the magnitude and strength of the CD8+ T cell response
that can be triggered by this vector. To this end, we focused
specifically on the immune response against the high affinity HLA-
B*0702-restricted hTERT peptide p351, which has been shown to
be highly immunogenic in mouse and humans [22]. HLA-B7 Tg
mice were immunized either with a single dose of recombinant
lv-hTERT particles, with hTERT-based peptide (p351 + adjuvant) or
with DNA pDNA/hTERT vaccine. The induction of p351-specific
CD8+ T cells was evaluated ex vivo 10 days post-vaccination by
specific hTERT pentamer staining. As shown in Fig. 1B, higher fre-
quency of B7/p351 pentamer positive CD8+ T cells were detected in
splenocytes derived from lentivector-immunized mice (2.5 ± 0.6%)
while the frequencies were 2–5-fold increased in the lentivector-
vaccinated mice group compared to p351 + adjuvant (1 ± 0.2%) or
to pDNA/hTERT (0.5 ± 0.3%) vaccinated mice (Fig. 1C). As pentamer
analysis does not discriminate between anergic and functional T
cells, we examined ex vivo, the capacity of these antigen-specific
T cells to produce IFN-� by ELISPOT. In agreement with pen-
tamer analysis, we observed greater numbers of p351-specific
IFN-�-producing cells in lv-hTERT-immunized mice than in the
p351 + adjuvant or pDNA/hTERT-immunized mice (Fig. 1D). As
expected, no specific T cell responses were found in mice injected
with the control lentiviral empty vector lv-GFP (Fig. 1D). Simi-
lar CD8 responses were observed in a second set of experiments
against another HLA-B7-restricted hTERT peptide (p277, data not
shown), supporting the efficacy of our lv-hTERT vector to mount
CD8+ T cell response against hTERT.

3.3. The CD8+ T cells activated with lv-hTERT showed high avidity
and were effective for in vivo killing

Previous studies have demonstrated that the avidity of T cells
is a major determinant of anti-tumor immunity [24]. Therefore
we investigated the CD8+ T cell avidity in the different hTERT-
based vaccination groups. Freshly isolated CD8 lymphocytes from
immunized mice were cultured in the presence of decreasing con-
centrations of p351 peptide and their capacity to produce IFN-�
was measured by ELISPOT. As shown in Fig. 2A, higher numbers
of CD8+ T cells isolated from lentivector-immunized were capable
of producing IFN-� after stimulation with very low concentration
of p351 (<10−4 �g/mL) suggesting that these cells display a spe-

Fig. 2. Comparative analysis of T cells avidity and in vivo cytotoxicity. (A) In order
to assess the T cell receptor avidity, HLA-B7 Tg mice were immunized as above. Ten
days later spleen isolated CD8 T cells in each group were tested by ex vivo ELISPOT for
their IFN-� production in presence of decreasing p351 peptide concentration. One
out of two representative experiments is shown (n = 3 mice/group). (B) Ten days
following vaccinations, HLA-B7 Tg mice were injected with 107 CFSE-labeled syn-
geneic splenocytes either pulsed with p351 peptide or unpulsed (UP). Mice spleen
cells were harvested after 15 h and the disappearance of p351-pulsed cells in spleen
was analyzed by flow cytometry. The percentage of specific lysis was calculated by
comparing the ratio of pulsed to non-pulsed cells in vaccinated versus control mice.
Representative FACS plot showing the elimination of target cells in each vaccinated
group are shown. Bar represent individual mice in each group. (C–E) Spleen CD8+

T cells isolated from immunized mice were assayed for ex vivo cytotoxic activity
against RMAS/B7 target cells pulsed or not with the p351 peptide was tested in a
51Cr assay without any prior stimulation. One representative out of 2 experiments
is shown (n = 3 mice/group).
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cific hTERT T cell receptor with high avidity. By contrast, CD8+ T
cells from mice immunized with p351 + adjuvant or pDNA/hTERT
did not respond to peptide concentration lower than 10−1 �g/mL.

Next, we measured the in vivo cytolytic activity of the CD8+ T
cells elicited by the respective hTERT-based immunization using
an in vivo cytotoxic assay. As shown in Fig. 2B, a single immuniza-
tion with lv-hTERT vector generated specific hTERT CTL capable
of eliminating nearly all p351-pulsed target cells in mice (∼90%
of specific killing). In mice immunized with p351 + adjuvant, the
specific in vivo killing activity was 5 times lower than in lv-hTERT

Fig. 3. lv-hTERT vector vaccination induced long-lasting CD8+ T cell responses. (A)
HLA-B7 Tg mice were immunized with a single injection lv-hTERT vector and p351-
specifc CD8+ T cells in the spleen were measured 30 days later by pentamer assay as
above. The control mice were injected with p351 + adjuvant or pDNA/hTERT. (B and
C) The specific IFN-� production was tested 30 days (panel b) and 60 days (panel
c) after the different vaccinations. Results from two representative experiments
are shown (n = 6 mice/group). *Indicates values that were considered significant
(P < 0.05).

vaccinated group (∼22% specific killing). No significant cytolytic
responses were observed in mice injected with pDNA/hTERT
(Fig. 2B). Furthermore, freshly isolated spleen CD8+ T cells from
lv-hTERT-immunized mice were able to directly recognize and kill
p351-loaded RMAS/B7 cells without any step of in vitro stimulation
(Fig. 2C). By contrast, CD8+ T cells derived from mice immunized
with p351 + adjuvant or pDNA/hTERT showed low or no ex vivo
killing of p351-pulsed RMAS/B7 respectively (Fig. 2D and E). Thus
lv-hTERT vector immunization can trigger CD8 T cells with strong
ex vivo and in vivo cytolytic activity supporting their demonstrated
high avidity.

3.4. Sustained hTERT-specific CD8 T responses induced with
recombinant lv-hTERT vaccination

It has been suggested that the efficacy of an anticancer vaccine
may be related to its ability to promote a sustained anti-tumor
CD8 T cell response in vivo [25]. Therefore, we investigated the
capacity of the lv-hTERT vector to stimulate long-lasting CD8+ T
cell responses. Pentamer analyses performed 30 days after immu-
nizations showed that greater numbers of p351/pentamer positive
CD8 T cells persisted in the spleen of lentivector-immunized mice
as compared to the peptide or DNA groups (Fig. 3A). When long
term anti-hTERT CD8 T cells were measured by IFN-� ELISPOT,
significant p351-specific CD8+ T cells were detected in lv-hTERT
vaccinated mice up to 60 days post-vaccination, supporting the
pentamer staining analysis (Fig. 3B and C). Some p351-specific IFN-
�-producing cells were also detected in the comparative groups;
however their numbers were very low.

3.5. Prime-boost vaccination strongly enhanced hTERT-specific
CD8+ T cell responses

Heterologous prime-boost strategy has been shown to prevent
the development of anti-lentivector immunity and to improve
the breadth of the CD8+ T cell responses in lentivector-primed
mice [26,27]. Therefore, we investigated the effect of an addi-
tional vaccine boost on lentivector-primed, p351-specific CD8+ T
cell responses. To this end, mice received one injection of lv-hTERT
vaccine followed, three weeks later, by a boost injection either with
lv-hTERT, p351/IFA or pDNA/hTERT. The hTERT-specific CD8+ T cell
responses were monitored 7 days after the boost. All the boost vac-
cine strategies successfully expanded p351-specific CD8+ T cells
(Fig. 4A and B). The best responses were observed after the p351/IFA
boost, with frequencies of B7/p351 pentamer positive CD8 T cells up
to 6% of total CD8+ splenocytes. We found that homologous boost
(two injections of lv-hTERT) also increased the numbers of hTERT-
specific CD8+ T cells (Fig. 4A and B). The monitoring of the CD8+ T
cell responses by ex vivo ELISPOT also showed that all boost injec-
tions enhanced the number of IFN-�-producing cells in response to
hTERT (Fig. 4C). Thus, both homologous and heterologous boosts
strongly enhanced the magnitude and functionality of anti-hTERT
CD8+ T cells following lv-hTERT vector immunization.

4. Discussion

Human telomerase reverse transcriptase (hTERT), represents
a prototype of universal tumor antigen due to both its constitu-
tive expression by the vast majority of tumors and its inherent
functional involvement in oncogenic transformation. Indeed, it
appears important with regard to hTERT to evaluate novel vaccine
approaches capable to overcome HLA-restriction. In this study, we
extend the use of lv-hTERT vector vaccine in the context of HLA-
B*0702 allele, which is one frequent allele in Caucasian population
that accounts for 15–20% [22]. We showed that the vaccination
of HLA-B7 Tg mice with lv-hTERT vector induce high frequency of
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fully functional and sustained hTERT-specific CD8+ T cell responses.
The hTERT-specific CD8+ T cells activated with a lentivector also
exhibit high avidity T cell receptor and strong in vivo cytotoxicity.
The present study also suggests that the use of a lentiviral vec-
tor can greatly improve cellular immunity against hTERT in vivo as
compared with hTERT-based peptide or DNA vaccines. We showed
that two rounds of p351 peptide plus adjuvant (CpG and IFA) or
pDNA/hTERT immunizations in HLA-B7 Tg mice induced approxi-
mately 0.5% and 1% of p351-specific CD8+ T cells respectively. By
contrast, recombinant lv-hTERT vector induced as many as 3% of
p351-specific CD8+ T cells that were highly functional.

Recently, our group has also demonstrated that lv-hTERT vac-
cination was capable of triggering a robust CD8+ T cell responses
against hTERT in HLA-A*0201 mice model [28]. Indeed, we showed
that lv-hTERT vaccination provided protective anti-tumor immu-
nity in HHD mice [28]. Thus lentiviral vaccination can be broadly
used to induce T cell specific responses in the context of several
HLA types. It is worth noting that lentivector induces stronger
hTERT-specific CD8+ T cells in HLA-B7 Tg mice than in HHD mice
supporting our previous report [20]. It has also been described that
individuals bearing both HLA-A*0201 and HLA-B*0702 alleles failed
to respond to the HLA-A*0201 immuno-dominant CMV epitopes
but mounted an HLA-B*0702-restricted CMV response demon-

strating that CMV-specific cellular immune responses restricted by
HLA-B7 dominate those restricted by HLA-A2.1 [29]. Thus another
advantage of lentiviral immunizations encoding full-length tumor
antigen is to generate a broad antigen-specific T cell responses
in the context of several HLA types, regardless of the immuno-
dominance phenomena.

Our results are in agreement with previous studies that showed
the capacity of lentivectors to trigger more potent anti-tumor T cell
immunity than other viral vectors, genetic immunization, or pep-
tide approaches [16,30–32]. For example, Chapatte et al. reported
that vaccination with a lentivector carrying a Melan-A antigen was
more effective for Melan-A-specific CD8+ T cells induction than free
Melan-A peptide combing with CpG and IFA [27]. The major advan-
tage of lentivectors is explained by their ability to efficiently target
antigens to professional antigen presenting cells (APCs) notably
to DCs [17,33]. In the case of plasmid DNA vaccination, the anti-
gen presentation can also involve non-APCs such as keratinocytes
or muscle cells that are not able to prime T cell responses [34].
In addition, when compared with naked plasmid DNA immuniza-
tion, the lentivectors also triggered a more sustained production of
antigen in transduced DCs in vivo that results in a longer presen-
tation of the antigen which may provide a more efficient source
of antigen for cross-priming [16]. Recently, it has been reported

Fig. 4. Effect of homologous and heterologous boost on lv-hTERT vector primed CD8+ T cells. Mice were primed with lv-hTERT vector followed three weeks by a boost
vaccination either with p351/IFA or DNA/hTERT (heterologous boost). Group of mice received homologous with the same lv-hTERT vector (homologous boost). (A) Pentamer
staining was performed on harvested splenocytes 7 days after the last vaccination. Three representative plots mice per group of immunization were shown. (B) The mean ± SD
of the pentamer frequency is showed (n = 6 mice/group). (C) hTERT-specific IFN-� production of the splenocytes harvested from mice that received the different prime-boost
vaccine is shown.
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that lentivector-induced CD8+ T cells showed higher expression
of interleukin-7 receptor � chain (IL-7R�, CD127) as compared
to peptide-based vaccine [27,35]. Thus the expression of this sur-
vival/memory marker on antigen-specific CD8+ T cells may also
contribute to the efficacy of lentivectors to promote sustained T
cell responses in vivo.

A recent report showed that a lentivector that restricts antigen
expression to the dectin-2+ (C-type lectin-like receptor) subset of
CD11c+ DC is more effective in the induction of cellular immunity
than conventional lentivectors [36]. Since we have not engineered
the lv-hTERT vector to carry a “danger” signal and no adjuvant was
combined with the immunization, we speculate that the lentivector
itself was responsible for the DC activation in vivo. Indeed, in vitro
experiments have shown that lentivectors are capable of provid-
ing the antigen and the appropriate signals to activate immature
DCs [37]. In addition, lentivector constructions contain tubulo-
vesicular structures that can trigger innate responses through TLR9
and induce maturation in vivo [38].

Heterologous prime-boost vaccination is one potent strategy
to broaden and strengthen T cell responses [39]. Here, we used
hTERT-derived peptide and DNA vaccinations to boost lentivector-
immunized mice and showed a large expansion of anti-hTERT CD8 T
cells in vivo. Although, pre-existing anti-lentivector immunity was
not observed in the host, the choice of this heterologous prime-
boost strategy was to bypass a possible anti-lentivector immunity
that has been described after repetitive lentivector boosts [30,31].
However, in the present study, we also found that preexposure to
immunizing doses of lv-hTERT vector does not inhibit the induction
of immune response against encoded hTERT by a second vaccina-
tion with the same vector, suggesting that anti-vector immunity
does not limit the immunogenicity of lv-hTERT vector vaccination
at least after two injections.

Finally, lentiviral vector encoding full-length hTERT represent
a potent strategy for active cancer immunotherapy with many
advantages: (1) no HLA-restriction, (2) no need for additional adju-
vant or carrier, (3) capacity to generate a strong polyepitope specific
CD8+ T cell response thus potentially preventing tumor escape
mechanisms, and (4) efficacy, even after a single injection, to induce
a long-lasting memory response that could prevent the apparition
of emerging tumor cells. This strategy can bypass many drawbacks
of conventional cancer vaccines and could be applied to other broad
tumor antigens.
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The success of active immunotherapy is
based on the vaccine’s ability to over-
come immune tolerance through recali-
brating the immune system so that it is
able to recognize tumor antigens as for-
eign rather than self. In this study, we
used a lentiviral vector system to target
human telomerase reverse transcriptase
(lv-hTERT), a widely expressed tumor an-
tigen. Immunization of HLA-A*0201 trans-
genic HHD mice with recombinant lv-
hTERT vector induces potent and

diversifie cytotoxic T lymphocyte re-
sponses that recognize in vitro murine
tumor cells, which overexpress telomer-
ase. Compared with peptide-based vacci-
nations, the lv-hTERT vector triggers bet-
ter and more sustained CD8� T-cell
response against self/TERT epitope in vivo.
The study found that the additional use of a
heterologous boosted vaccination drasti-
cally improves self/TERT-specifi CD8 re-
sponses in lv-hTERT primed mice. Both
primary and long-lasting self/TERT-specifi

CD8� T-cell responses induced with Iv-
hTERT vector required the presence of CD4
T cells in vivo. This lv-hTERT–based active
immunotherapy efficientl inhibits the
growth of telomerase expressing tumors
(B16/HLA-A2.1 murine melanoma) in HHD
mice. These data show that targeting hTERT
with lentivector is highly effective in stimulat-
ing a broad range of CD8 T-cell immunity
that can be exploited for cancer immuno-
therapy. (Blood. 2010;115(15):3025-3032)

Introduction
The stimulation of tumor-specifi T-cell responses with active
immunotherapy has several theoretical advantages over other
forms of cancer treatment.1,2 However, heterogeneous expression
of most of the characterized tumor antigens limits the broad
applicability of cancer vaccines that target such antigens. During
the past few years, telomerase (TERT) has emerged as the firs bona
fid common tumor antigen and is actively investigated as the
target for cancer immunotherapy.3,4 Human telomerase reverse
transcriptase (hTERT) is the catalytic subunit of telomerase
enzyme that synthesizes telomeric DNA at the chromosome ends.5,6

hTERT is overexpressed in most human tumors (� 85%) and
virtually all types of cancer.7 Telomerase activation has become one
of the most important tumor escape mechanisms to circumvent the
telomere-dependent pathways of cell death.8,9 It is well established
that therapeutic strategies targeting antigens not involved in tumor
growth can result in the selection of antigen-loss tumor mutants
that are clinically progressive.10,11 Hence, down-regulation or loss
of telomerase activity will severely inflic the growth potential of
the tumor cells. All these finding justify the clinical applications of
hTERT for anticancer immunotherapy. Broadly used in several
anticancer vaccine trials, peptide vaccination is the most advanced
strategy concerning hTERT antigen.3,12-16 Although the potential of
a vaccination with minimal hTERT-derived peptides exceeds other
vaccine strategies, several factors could influenc the optimal
success of this peptide-based strategy, such as (1) human leukocyte
antigen (HLA) restriction, (2) natural processing of peptide on

tumor cells, (3) antigen loss on tumors, (4) functionality of the
antigen-specifi T cells, and (5) persistence of the immune response
in the host.1

One main obstacle of active anticancer immunotherapy is its
inability to overcome immune tolerance. hTERT, like most tumor
antigens, is a self-antigen; the induction of T-cell immunity against
such shared self/tumor antigen could be controlled by mechanisms
of central and peripheral tolerance that prevent detrimental immune
responses against self. Consequently, it appears essential with
regard to hTERT to evaluate novel approaches other than peptide
vaccines, such as potent viral vectors capable of delivering
hTERT-derived polypeptide vaccines to overcome immune
tolerance.

Recently, recombinant lentiviral vectors (lentivectors) have
gained substantial interest as an alternative method of antigen-
specifi immunization. These vectors have been able to effec-
tively target the antigen to dendritic cells (DCs) in vivo and to
elicit effective cell-mediated immune responses.17 Indeed, len-
tivector has been shown to trigger T-cell responses against some
tumors antigens, such as melanoma-associated (NY-ESO-1
[New-York Esophageal 1], tyrosinase-related protein)18-20 and
tumor-associated OVA foreign antigen.21,22 In our previous
studies, we reported that the use of a lentiviral fla vector is very
effective in stimulating CD8 T-cell responses against viral or
tumor antigens.23,24 More recently, Liu et al showed that
vaccination with a lentivector carrying mouse melanoma self/
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antigen can stimulate strong antiself/melanoma CD8 T-cell
responses that induce successful tumor regression, thus support-
ing the ability of lentivector to break immune tolerance.25

In this study, taking advantage of the high homology between
hTERT and mTERT,26 we constructed a lentivector expressing the
full-length hTERT gene (lv-hTERT) and evaluated its immunoge-
nicity and antitumor effect in an animal model of HLA transgenic
mice. We compared the efficac of the recombinant lv-hTERT
vaccination with the hTERT peptide vaccination containing CD8-
restricted epitopes. We show that vaccination with lv-hTERT
permits to break tolerance against self and induce strong, broad,
and highly functional hTERT-specifi T CD8� cells and confer a
superior prophylactic and therapeutic antitumor response com-
pared with hTERT-derived peptide plus adjuvant. Our results
strongly support the use of the lentivector hTERT vaccine as a new
potential option for telomerase-based active immunotherapy against
cancers.

Methods
Mice

H-2 class I knockout, HLA-A*0201-transgenic mice (HHD) have been
previously described.27 Eight- to 10-week-old female mice were bred and
maintained under specifi pathogen-free conditions in our animal facility
(Institut Pasteur). All animal experiments were conducted in accordance
with the guidelines of the Offic Laboratory of Animal Care at the Pasteur
Institute and were approved by the Pasteur Institute Institutional Re-
view Board.

Cell lines and telomerase detection

HHD-transfected TAP-deficien RMAS cell lines (RMAS/HHD) have been
described elsewhere.27 The HLA-A2.1-expressing B16F10 murine mela-
noma cells (B16/A2) were kindly provided by Dr N. Chaput (Institut
Gustave Roussy). Wild-type B16F10 cell line (wt B16) was purchased from
ATCC. Telomerase detection in tumor cells was achieved by flo cytometry
as previously reported28 using anti-hTERT monoclonal antibody (Rock-
land), which cross reacts with mouse TERT.

Synthetic peptides

The HLA-A2.1-restricted, hTERT-derived peptides were previously de-
scribed (Table 1). Briefl , p540 and p865 are high-affinit hTERT
peptides.29,32 The peptides p152, p555, p572, and p988 were described as

low-affinit cryptic hTERT epitopes. First amino acid substitution (with a
tyrosine Y) of these cryptic peptides strongly increased their binding
capacity to HLA-A2.1 and immunogenicity.30,31 The 2 peptides p572 and
p988 are fully conserved in hTERT and mouse TERT (mTERT) and were
used as self/TERT epitope in HHD mice.30,31 All peptides were synthetized
by NeoMPS.

Recombinant lentivector preparation

Plasmid DNA expressing full-length hTERT was previously described.28

The hTERT DNA was subcloned into lentivector-transferred plasmid
pTRIP.�U3.CMV.IRES.GFP23 by replacing the enhanced GFP gene to
generate pTRIP.�U3.CMV.hTERT. Recombinant vector particles contain-
ing hTERT (hereafter referred to as lv-hTERT) were produced by a transient
calcium phosphate cotransfection of 293T cells, and vector stock titration
was done by real-time quantitative polymerase chain reaction as previously
described.24

Immunizations

For recombinant lv-hTERT vector vaccination, HHD mice were immunized
subcutaneously at the right abdominal flan with 2 � 107 transduction units
(TU) of recombinant lv-hTERT vector particles (the same dose was used
throughout the study). hTERT peptide immunization was performed using
100 �g of pY572 along with hepatitis B–derived helper peptide emulsifie
incomplete Freund adjuvant (IFA) (pY572/adjuv) at day 0 and day 14, as
previously reported.31,33 For prime-boost vaccination, mice were firs
injected with lv-hTERT (2 � 107 TU) and then received 3 weeks later a
boost injection with pY572 (100 �g) in IFA (pY572/IFA).

CD4 T-cell depletion

For CD4� T-cell depletion, mice were injected with 100 �g of anti-CD4
antibody (GK1.5, kindly provided by Dr C. Leclerc, Institut Pasteur) 3 days
before the firs immunization as previously reported.24

Pentamer assay

To quantify p572-specifi T cell, purifie spleen CD8� T lymphocytes
(CD8� T-cell isolation kit, Miltenyi Biotec; 5 � 105 cells) were incubated
with phycoerythrin-conjugated pentamer recognizing the optimized pY572
peptide (pY572/pentamer; ProImmune) for 30 minutes at 4°C. The
p572-specifc pentamer is not available because of the low affinit of this
peptide.31 After 2 washes, cells were stained with anti–mouse CD8-APC
(eBioscience) for 20 minutes at 4°C. Irrelevant HLA-A2.1 pentamer
recognizing an HIV gag-peptide (HIVgag/A2) was used as a control.
Samples were analyzed by flo cytometry on a FACSCalibur.

Table 1. In vitro CTL responses in HHD mice immunized with recombinant lv-hTERT vector
CTL response

Peptides Sequence Relative avidity Protein of origin R/T Percentage specifi lysis

p152 LLARCALPV Low hTERT 0/6 —
pY152 YLARCALPV High hTERT 0/6 —
p540 ILAKFLHWL High hTERT 5/6 64, 48, 57, 65, 41
p555 ELLRSFFYV Low hTERT 0/6 —
pY555 YLLRSFFYV High hTERT 1/6 16
p572 RLFFYRKSV Low hTERT/mTERT 5/6 41, 42, 48, 52, 26
pY572 YLFFYRKSV High hTERT/mTERT 6/6 48, 51, 64, 71, 38, 21
p865 RLVDDFLLV High hTERT 3/6 54, 49, 33
p988 DLQVNSLQTV Low hTERT/mTERT 6/6 46, 39, 48, 15, 19, 34
pY988 YLQVNSLQTV High hTERT/mTERT 6/6 61, 44, 79, 27, 33, 52

The HLA-A*0201-restricted hTERT-derived peptides and their respective relative avidity have been already described.29-31 HHD mice were immunized subcutaneously
with 2 � 107 TU of recombinant lv-hTERT vector, and their splenocytes were restimulated in vitro 10 days later with each peptide: p540 or p865, or with the pool of native and
optimized form of indicated cryptic peptides (p152/pY152, p555/pY55, p572/pY572, and p988/pY988; 10 �g/mL). Peptide-specifi CTLs were tested against RMAS/HHD cells
pulsed or not with the corresponding peptide. Data represent the percentage of specifi lysis of peptide-pulsed target cells at a 50:1 splenocyte/target ratio, after subtraction of
nonspecifi lysis of nonpulsed target cells (0%-8%).

CTL indicates cytotoxic T lymphocytes; HHD, HLA-A2.1 transgenic mice; R/T, number of responder/total number of immunized; and —, not applicable.
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ELISpot

Ficoll-purifie lymphocytes or purifie spleen CD8� T lymphocytes (CD8�

T-cell isolation kit, Miltenyi Biotec) were incubated (in triplicates) in
ELISpot plates in the presence of medium or hTERT peptide.28 Plates were
incubated for 20 to 30 hours at 37°C, and the interferon-� (IFN-�) spots
were revealed following the manufacturer’s instructions (Diaclone).

CTL generation and chrome assay

Splenocytes from immunized mice were stimulated with �-irradiated
lipopolysaccharide blasts loaded with hTERT peptides as described previ-
ously.30,31 The cytolytic activity of peptide-specifi cytotoxic T lympho-
cytes (CTLs) against RMAS/HHD, wt B16, or B16/A2 cells was performed
using standard 51chromium-release assay.28,31 The wt B16 and B16/A2
cell lines were treated with 20 ng/mL recombinant IFN-� for 48 hours
before use.

In vivo tumor protection

For therapeutic vaccination, HHD mice were challenged subcutaneously
with 3 � 105 viable B16/A2 cells on the right abdominal flank At day 5,
tumor-bearing mice were subsequently vaccinated either with pY572/adjuv
(days 0 and 14) or lv-hTERT, or lv-hTERT plus pY572/IFA boost as
detailed previously. Control mice were immunized with lv-GFP (empty
vector). Tumor size was monitored every 2 to 3 days using a caliper, and
mice were killed when the tumor mass reached more than 200 mm2. The
inhibition of lung pseudometastases experiment was performed as follows:
HHD mice were vaccinated with pY572/adjuv (days 0 and 14) or with
lv-hTERT plus pY572/IFA boost; and 7 days later, anesthetized mice were
challenged intravenously with a high lethal dose of B16/A2 cells (106).
Mice were killed at day 18 after tumor challenge and lung pseudometasta-
ses were counted. When these were too numerous (� 200 per mouse), they
are shown as 200.

Statistics

The nonparametric Mann-Whitney test was used to compare CD8 T-cell
responses among the groups of immunized mice. One-way analysis of
variance and Neuman-Keuls tests were used to analyze the average tumor
sizes among the respective groups of immunization. The Mann-Whitney
test was used to study the effect of respective vaccinations on the number of
lung pseudometastases. Mouse survival time was estimated using the
Kaplan-Meier method, and the log-rank test was used. Statistically signifi
cant differences were considered at P less than .05.

Results
Induction of hTERT polyspecifi CTL responses in HHD mice
immunized with recombinant lv-hTERT vector

The recombinant lv-hTERT were produced by transient transfec-
tion of 293T cells with the lentivector plasmid pTRIP.�U3.
CMV.HIV1 containing the full-length hTERT gene (Figure 1).
HHD mice were immunized with a single dose of 2 � 107 TU of
recombinant lv-hTERT. Results presented in Table 1 show that a
single immunization with lv-hTERT induces strong CTL responses
against most of the hTERT epitopes. Six of 10 epitopes induce
strong CTL responses in the majority of HHD mice. Among them,
2 low-affinit peptides (p572 and p988) are fully conserved
between hTERT and mTERT and can be considered as self-
epitopes in the HHD mouse (Table 1). Interestingly, we found that
the specifi CTL responses against the low-affinit self/TERT
epitopes (p572 and p988) were as strong as against the high-affinit
non–self-epitopes, such as p540 and p865 in most mice. Thus,
immunization of HHD mice with lv-hTERT vector induces a

polyepitopic CTL response against HLA-A*0201–restricted pep-
tides, including self/TERT epitopes.

The in vivo primed CTLs with lv-hTERT vector recognize
B16/A2 tumor cells

Because lv-hTERT vector stimulates CTLs against peptides present
in mTERT sequence, we then assessed the cytolytic activity of
these CTLs against endogenously processed mTERT as previously
reported. To this end, CTL lines specifi for pY572, pY988, and
p540 were generated from spleen cells of mice immunized with
lv-hTERT vector, and their cytolytic activity was tested against
B16/A2 tumor cells. Figure 2A shows that these cells express high
amounts of mTERT protein while also possessing sufficien cell-
surface HLA-A2.1 complex after IFN-� treatment. Peptide recogni-
tion by CTLs was checked using the RMAS/HHD cells loaded with
the corresponding peptide (Figure 2B-D). We found that both
CTLpY572 (Figure 2B) and CTLpY988 (Figure 2C) were able to lyse
B16/A2 cells, but no cytotoxicity was observed against the
HLA-A2.1� parental tumor cells (wt B16). In contrast, we showed
that CTLp540 failed to kill B16/A2 cells (Figure 2D), confirmin
that p540 epitope is not processed from mTERT protein. Thus,
CTLs primed in vivo with lv-hTERT immunization are able to
recognize and kill tumor cells in a HLA-A2.1–restricted manner.
Our data also support previous studies showing that these 2 shared
cryptic epitopes (p572 and p988) are naturally presented on
HLA-A*0201� tumors from both humans and mice.31,33 Conse-
quently, we decided in this study to focus specificall on the
immune response against p572 epitope.

The lv-hTERT vector induces a stronger and long-lasting
self/TERT-specifi CD8 T-cell response than hTERT
peptide-base vaccination

We immunized HHD mice with a single dose of lv-hTERT particles
and focused on the immune response against the shared human and
mouse self/TERT epitope p572. The lentivector strategy was
compared with hTERT-based peptide vaccination using the cryptic
optimized hTERT peptide pY572 plus adjuvant (pY572/adjuv),
already reported to stimulate CTL responses against its native
counterpart p572 (self/epitope) in both mice and humans.31,33,34 The
induction of p572-specifi CD8� T cells was evaluated ex vivo 10
days after vaccination using the A2/pY572 pentamer. We showed
that a single injection with lv-hTERT vector induced greater
p572-specifi CD8� T-cell response compared with pY572/adjuv
vaccination (Figure 3A). The frequencies of A2/pY572 pentamer-
specifi CD8� T cells detected in HHD mice were approximately
5-fold higher after lv-hTERT injection, 1.34% plus or minus 0.33%
versus 0.32% plus or minus 0.23% A2/pY572 pentamer� CD8�

Figure 1. Schematic diagram of lentiviral vector encoding hTERT. The human
telomerase reverse transcriptase (hTERT) sequence was inserted into the
TRIP.�U3.BR.IRES green fluorescen protein (GFP) lentiviral vector between the
BamHI and EcoRI cloning sites. The ensuing bi-cistronic construct contains the
full-length hTERT coding sequence under the control of the human cytomegalovirus
immediate early promoter (CMVie), followed by the encephalomyocarditis virus
internal ribosome entry site (IRES) and the enhanced green fluorescenc protein
(EGFP). LTR indicates long terminal repeat; cPPT, central polypurine tract; and CTS,
central termination sequence.
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T cells in the pY572/adjuv group. No A2/pY572 pentamer� cells
were detected in mice immunized with lv-GFP (empty vector;
Figure 3A right). Because pentamer analysis does not discriminate
between anergic and functional T cells, we also monitored antigen-
specifi CD8 T-cell response by ex vivo IFN-� ELISpot. In
agreement with pentamer analysis, we showed a greater number of
IFN-�–producing CD8 T cells in response to pY572 and p572 in
the lv-hTERT–vaccinated mice in contrast with the pY572/adjuv
group (Figure 3B). These results demonstrate the efficien priming
of functional anti-self/TERT CD8 T cells using the recombinant
lv-hTERT vector.

It has been proposed that the efficac of active immunotherapy
may be related to the capacity of the vaccine to promote sustained

T-cell responses in vivo.35 We therefore investigated the capacity of
recombinant lv-hTERT immunization to induce long-lasting CD8
T-cell responses. HHD mice were immunized with a single
injection of recombinant lv-hTERT or with pY572/adjuv, and the
CD8 T-cell responses were measured 30 days after vaccination by
pentamer and ELISpot assay. As shown in Figure 3C, A2/pY572
pentamer staining detected greater amounts of p572-specifi CD8
T cells in lv-hTERT–immunized mice than in the pY572/adjuv-
vaccinated group (0.43% � 0.17% vs 0.08% � 0.03% A2/pY572
pentamer� CD8 T cells, respectively). When the long-lasting CD8
T-cell responses were evaluated by ex vivo ELISpot assay, we
found that significan IFN-�–producing CD8 T cells in response to
self/epitope p572 can only be detected in mice injected with

Figure 2. CTLs stimulated with lv-hTERT vector kill TERT-expressing tumor
cells in vitro. (A) Flow cytometric analysis of HLA-A2.1 and TERT expressions on
the B16/A2 cell line. (B-D) Splenocytes from lentiviral vector (lv)–hTERT–immunized
HHD mice were restimulated twice in vitro with the indicated hTERT peptide. The
peptide-specifi cytotoxic T lymphocytes (CTLs), CTLpY572 (B), CTLpY988 (C), and
CTLp540 (D), were then tested against IFN-�–treated tumor cells. Peptide recognition
of CTLs was confirme using RMAS/HHD cells pulsed with respective peptides
(B-D). Results represent the percentage of lysis at various CTL/target ratios. The
summarized data from 2 independent experiments are shown.

Figure 3. Comparison of primary and long-term self/TERT-specifi CD8 T-cell
responses in mice immunized with lv-hTERT vector or with pY572/adjuv. Spleen
lymphocytes from HHD mice immunized with recombinant lv-hTERT or with pY572/
adjuv 10 days later were stained ex vivo either with pY572/pentamer or with irrelevant
HIVgag/pentamer (N 	 3-6 mice per group). Control mice were vaccinated with
lv-GFP (empty vector). Representative fluorescence-activate cell sorter (FACS)
plots of pentamer staining are presented (A left), and the mean percentages of
pY572/pentamer� CD8 T cells after subtraction of irrelevant pentamer are shown
(A right). (B) Freshly isolated spleen CD8 T cells were cultured with p572 or pY572
peptide (5 �g/mL), and the IFN-�–producing CD8 T cells were detected by IFN-�
ELISpot. The mean of specifi IFN-� spots plus or minus SD in each group are shown
(n 	 6 mice/group). The long-lasting responses are measured 30 days after the
respective immunization with pentamer and IFN-� ELISpot done ex vivo.
(C) Representative FACS plots of pentamer staining and the mean of pY572/
pentamer� CD8 T cells are presented (n 	 6 mice/group). (D) The mean of
IFN-�–producing CD8 T cells in response to p572 or pY572 peptide are shown (n 	 4
mice/group). *Statistically significan value (P 
 .05, Mann-Whitney test).
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lv-hTERT (Figure 3D). We did not detect p572-specifi cells in
mice vaccinated with pY572/adjuv 30 days earlier. However, a
minor response against pY572 was found in these mice (Figure
3D). Thus, recombinant lv-hTERT stimulates better and sustained
CD8 T-cell responses against self/TERT epitope than pY572/adjuv
vaccination.

Heterologous prime boost greatly improves the
self/TERT-specifi CD8 T-cell responses

Previous data showed that heterologous prime-boost vaccination
improves the breadth of CD8 T-cell responses in lentivector-primed
mice and allows circumvention of antivector immunity.19,36 There-
fore, we investigated the effect of heterologous boost on self/TERT-
specifi CD8 T-cell response. To this end, HHD mice received
lv-hTERT immunization followed 3 weeks later by pY572/IFA
boost vaccination. The antigen-specifi CD8 T-cell responses were
monitored 7 days after the boost. We showed that the pY572/IFA
boost drastically increased the CD8 T-cell responses in lentivector-
primed mice. The A2/pY572 pentamer� CD8 T cells reach more
than 3% within spleen CD8 T cells compared with mice primed
with lv-hTERT alone (Figure 4A). Accordingly, we found high
numbers of IFN-�–producing cells in response to p572 peptide
stimulation in mice that received the boost injection (Figure 4B).
To measure more precisely the function of the CD8 T cells, we
performed ex vivo cytotoxicity test using 51Cr-labeled target cells.
Results in Figure 4C show that freshly isolated CD8 T cells from
prime-boost immunized mice were able to kill pY572-pulsed

RMAS/HHD target cells and also exert direct cytotoxicity against
B16/A2 tumor cells. Although the CD8 T cells from lv-hTERT–
primed mice could kill peptide-loaded target cells, they failed to
recognize B16/A2 tumor ex vivo (Figure 4C). Altogether, the
peptide-based heterologous boost vaccination strongly enhances
the magnitude and the avidity of self/TERT-specifi CD8 T cells
primed with lv-hTERT vector.

The self/TERT-specifi CD8 T-cell responses required CD4
T-cell help in lv-hTERT–immunized mice

We next addressed the role of the CD4 T cell on the induction of the
p572-specifi CD8 T cells with lv-hTERT immunization. After
immunization of CD4-depleted or nondepleted HHD mice, p572-
specifi CD8 T cells were evaluated by ex vivo IFN-� ELISpot. Ten
days after lv-hTERT injection, we showed lower numbers
(2-3 times) of p572-specifi CD8 T cells in CD4 T cell–depleted
mice than in nondepleted mice (Figure 5A). In mice immunized 30
days earlier, the p572-specifi CD8 T-cell responses were strongly
reduced in CD4 T cell–depleted mice, whereas significan numbers
of IFN-�–producing cells were detected ex vivo in control mice as
shown in Figure 5B. Thus, CD4� T cells are required for optimal
priming and persistence of p572-specifi CD8 T cells in lv-hTERT–
immunized mice. We could not discriminate in our study whether
help was the result of CD4 response against hTERT, mTERT-
specifi epitopes, or both. Nevertheless, these results support
previous finding showing that delivery of antigen with lentivector
allows access to major histocompatibility complex (MHC) class II
antigen-presenting pathways and triggers CD4 T-cell responses.37,38

Figure 4. Heterologous boost vaccination strongly increases p572-specifi
CD8 T-cell responses in lentivector-primed mice. HHD mice (n 	 4-6/group) were
immunized with lv-hTERT vector alone or with pY572/IFA boost done 3 weeks later.
(A) Enumeration of pY572/pentamer� CD8 T cells by pentamer staining. Representa-
tive FACS dot plots for each group is shown (left) and the mean percentage of
pY572/pentamer� CD8 T cells after subtraction of irrelevant pentamer (right).
*Statistically significan value (P 
 .05). (B) IFN-�–producing spleen lymphocytes
were detected by an ex vivo IFN-� ELISpot in response to p572 peptide. Responses
from individual mice are shown. (C) The ex vivo cytotoxicity of CD8 T cells was tested
against RMAS/HHD cells pulsed with pY572 (left) or against B16/A2 tumor cells
(right). Results represent the specifi lysis (percentage) plus or minus SD in each
immunized group of mice (n 	 3 mice/group), after subtraction of nonspecifi lysis
measured in the presence of nonpulsed RMAS/HHD or wt B16 cells. The CD8
T cells from mice immunized with lv-GFP were used as negative control.

Figure 5. CD4 T-cell depletion reduces the self/TERT-specifi CD8 T cells in
lv-hTERT–immunized mice. HHD mice (4/group) were treated either with anti-CD4
monoclonal antibody (GK1.5; CD4 depleted) or with saline (control), 3 days before
immunization. Ten (A) or 30 days (B) later, spleen-isolated CD8 T cells were cultured
with p572 peptide or medium. The p572-specifi CD8 T cells were detected ex vivo by
IFN-� ELISpot.
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Recombinant lv-hTERT vaccination protects HHD mice against
the growth of B16/A2 tumor

The therapeutic effect of lv-hTERT vaccination was then investi-
gated using the B16/A2 melanoma in HHD mice.39 Five days after
tumor inoculation, tumor-bearing mice were immunized as indi-
cated. We found that a single injection of lv-hTERT could induce
tumor regression in 3 of 10 mice and reduce the size of tumor in the
remainder (Figure 6A). When tumor-bearing mice were treated
with lv-hTERT plus pY572/IFA boost, B16/A2 tumors were cured
in 7 of 10 mice and significan reduction of tumor size was seen in
the remainder (Figure 6A). In contrast, no tumor regression was
found in the pY572/adjuv group, but we observed a minor delay of
B16/A2 tumor growth compared with the control mice (Figure 6A).
Furthermore, the lv-hTERT–based vaccinations increased the sur-
vival of tumor-bearing mice. Whereas unvaccinated mice died at
day 40, the survival time in the group immunized with lv-hTERT–
based vaccinations was significantl prolonged compared with
pY572/adjuv-immunized mice (Figure 6B).

We also determined whether lv-hTERT–based vaccination
could mediate prophylactic protection against a high dose of
B16/A2 tumors. To this end, HHD mice were previously immu-
nized with recombinant lv-hTERT plus pY572/IFA or with pY572/
adjuv vaccine as control, and then challenged intravenously with a
high intravenous dose of B16/A2 cells that induce pseudometasta-
ses in lung. Eighteen days later, lungs were recovered and
pseudometastases were counted. As shown in Figure 6C, animals
injected with pY572/adjuv developed very aggressive tumors in
their lungs. In contrast, we found a stronger inhibition of pseudometas-
tases growth in all mice immunized with lv-hTERT plus pY572/IFA
boost (Figure 6C). Overall, these results showed that interference with
tumor growth of mTERT-expressing B16/A2 cells was obtained by
active immunization with recombinant lv-hTERT vector.

Discussion

In our study, taking advantage of the high homology between
hTERT and mTERT,26 we have explored an hTERT-based active
immunotherapy using a lentivector delivery system. We showed
that HLA-A*0201 transgenic HHD mice immunized with lv-
hTERT simultaneously developed CTL against several HLA-
A*0201-restricted hTERT epitopes, notably against low-affinit
self/TERT epitopes. The lv-hTERT vector was capable of trigger-
ing robust and long-lasting self/TERT-specifi CD8 T-cell response
compared with the hTERT peptide-based vaccination, and provided
protective and therapeutic immunity against TERT� murine tumor
B16, engineered to express HLA-A*0201.

Active cancer immunotherapy relies on the fundamental
concept that tumor antigens exist and are presented in the
context of MHC molecules for recognition by specifi effector
T cells. However, heterogeneous expression of most of the
characterized tumor antigens limits the broad applicability of
cancer vaccines that target such antigens. Telomerase, on the
other hand, represents a prototype of a universal tumor antigen
because of both its expression by the majority of tumors and its
inherent functional involvement in oncogenic transformation.9
Given these attractive features, several active immunotherapy
studies targeting hTERT have been conducted and hTERT
peptide-based vaccinations have been the most used approach
during the past few years.4 The relative ease of construction and
production, chemical stability, and lack of oncogenic potential

have made the peptide-based vaccine very popular. However,
several obstacles limit the widespread use of peptide vaccines.
These include HLA restriction, low immunogenicity, the need
for adjuvants and carriers, failure or absence of epitope expres-
sion on tumor cells, low level of memory responses, and their
inability to break immune tolerance.40

Recently, the use of potent viral vectors, such as lentiviral
vectors, can allow us to circumvent many of these obstacles.

Figure 6. Lentivector-based immunizations inhibit B16/A2 tumor growth in
vivo. HHD mice were inoculated with 3 � 105 B16/A2 cells and immunized 5 days
later as indicated (“In vivo tumor protection”). (A) Tumor sizes in each vaccinated
group of mice are shown. The numbers in parentheses indicate the number of mice
that have tumor recurrence of a total of 10. (B) The mouse survival time was
estimated using the Kaplan-Meier method and recorded until 80 days. *Statistically
significan survival value between lentivector groups and peptide group (P 
 .05;
log-rank test). (C) HHD mice (n 	 6/group) were prior immunized either with
pY572/adjuv or with lv-hTERT plus pY572/IFA and subsequently challenged intrave-
nously with 106 B16/A2 cells. Results represent the number of lung metastases
counted after 18 days in each mouse, and representative photographs of lung from
1 mouse per group are shown.
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Numerous studies have shown that lentivectors efficientl targeted
tumor antigens to DC and trigger more potent and longer specifi
CTL responses than other viral vectors as well as genetic immuni-
zation approaches.21,22,37,38,41 In this study, we showed that vaccina-
tion of mice with a lentivector carrying the full-length hTERT gene
allowed the generation of broad, multifunctional, and sustained
hTERT-specifi CTL responses and provided better antitumor
immunity than peptide-based vaccination. The hTERT-specifi
CTL responses induced with this lv-hTERT vector were obtained
without addition of any adjuvant, suggesting efficien in vivo
cross-presentation of the hTERT protein. Because we did not
engineer the lv-hTERT vector to carry a “danger” signal, we
speculated that the lentivector itself was responsible for the DC
activation in vivo. Indeed, in vitro experiments have shown that
lentivectors are capable of providing the antigen and the appropri-
ate signals to activate immature DCs.42 In addition, lentivector
constructions contain tubulovesicular structures that can trigger
innate responses through TLR9 and induce maturation in vivo.43

Similar results were reported by Chapatte et al showing that
vaccination of HLA-A2/Kb mice with lentivector carrying a
Melan-A antigen, was more effective for antigen-specifi memory
CD8� T-cell induction than peptide-based vaccines.36 The authors
also showed that the high expression of the survival/memory
marker interleukin-7 receptor � chain on antigen-specifi CD8
T cells induced with lentivector may contribute to the efficac of
this strategy compared with peptide-based vaccine.36,44

Another major point concerning the success of active cancer
immunotherapy is the capacity of vaccine to overcome mecha-
nisms of immune tolerance. To break this immune tolerance to
self/tumor antigens and induce high-avidity antitumor T cells,
several approaches, such as altered peptide ligands, xenoanti-
gens, blockade of immune suppression pathways, or the use of
potent viral vector system, have been used.2,45 About the
lentiviral vectors, recent data from Liu et al showed the capacity
of a lentivector carrying self/melanoma antigen to promote
rupture of the immune tolerance against self/melanoma derived
epitopes in mice.25 In this study, we found that immunization of
HHD mice with recombinant lentivirus carrying hTERT induced
CTLs against hTERT epitopes and also resulted in high expan-
sion of CD8 T cells specifi for self/mouse TERT epitopes (p572
and p988) shared between the 2 species.31,33 Furthermore, the
self/p572-specifi CD8 T response generated with lv-hTERT
vector was stronger than one elicited with the heteroclitic
peptide pY572 plus adjuvant vaccination (pY572/adjuv). It
should be noted that HHD mice are knockout for their endoge-
nous MHC class I (H-2); consequently, only the HLA-A*0201–
restricted self/TERT-specifi CD8 responses are probably respon-
sible for the in vivo therapeutic effects of lv-hTERT vector
compared with heteroclitic pY572/adjuv vaccination. As out-
lined, we especially focused on the CD8 T-cell responses against
the self/TERT peptide p572 or its analog pY572 because they
have already been shown to induce CTL responses in HHD mice
and are used to vaccinate humans.30,31,33,34 However, our lentivec-
tor carries hTERT that is a heterologous antigen in mouse.
Therefore, this xenogenic vaccination was able to break self-
tolerance and to inhibit the progression of established tumor as
previously reported.46,47 On the other hand, we found also a
decrease of both primary and long-lasting self/p572-specifi
CD8 responses when CD4 T cells were depleted before lv-
hTERT vector vaccination. Because the endogenous MHC class
II molecules IA/E are still constitutively expressed in HHD
mice,27 these results suggest that hTERT-specifi CD4 T cells

were induced after lv-hTERT immunization and could partici-
pate in the optimal priming of self/p572-specifi CD8 T-cell
response in vivo. Nonetheless, we cannot discriminate whether
the help is provided from nonself or self/TERT-specifi CD4
T-cell responses. This question would be addressed in future
studies using transgenic mouse for human class II molecules and
class II, IA/E knockout.

The challenge with regard to telomerase-based active immu-
notherapy is to develop a strategy capable of generating immune
responses against this self/tumor antigen as robust as safe. As
already reported, there are differences in telomerase expression
in normal versus tumor tissues, making telomerase a potential
safe cancer target.9 In the present study, we did not observe any
deleterious effects in lv-hTERT–treated animals despite evi-
dence of strong self/TERT-specifi CTLs in vivo. In line with
our observations, Mennuni et al recently showed that repeated
immunizations with mTERT-encoding DNA resulted in anti-self/
mTERT T-cell immunity and important delay of tumor growth in
mouse models of prostate and colon cancers without adverse
effects.48 These recent data support other cumulative observa-
tions in animal models and in humans concerning the safety of
telomerase-based immunotherapy.9,33,49,50 However, future inves-
tigations should be conducted to address whether the duration of
telomerase inhibition by active immunotherapy can affect
normal tissues.

In conclusion, vaccination with recombinant lv-hTERT is
highly effective to break tolerance against hTERT and elicits
antitumor CD8� T-cell immunity in HHD mice. Delivery of
hTERT using lentivector may represent a potential approach to
improve telomerase-based active immunotherapy.
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3032 ADOTÉVI et al BLOOD, 15 APRIL 2010 � VOLUME 115, NUMBER 15



The Journal of Immunology

The Angiogenic Growth Factor and Biomarker Midkine Is
a Tumor-Shared Antigen
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The angiogenic factor Midkine (MDK) is overexpressed in various human malignant tumors, although its expression is low or

undetectable in normal adult tissues. Its expression in tumors and its detection in plasma have been associated with poor disease

outcome, whereas its blockade was found to contribute to tumor regression. By weekly stimulation of T lymphocytes harvested in

HLA-A2 healthy donors, we derived CD8 T cell lines specific for several MDK peptides. The T cell response was mostly dominated

by two nonamer peptides localized in the signal peptide and in the C-terminal part of the protein, as assessed by IFN-g ELISPOT

and HLA-A2 tetramer labeling. Peptide-specific T cell lines recognized cells transfected with an MDK-encoded plasmid and tumor

cell lines naturally expressing the MDK protein, but not untransfected cells. T cell presentation of the two MDK epitopes was

found to be TAP dependent. Experiments performed in HLA-A2 transgenic mice demonstrated the capacity of the two identified

CD8 T cell epitopes to elicit a cytotoxic response. Altogether, our data show that the secreted MDK protein is a candidate vaccine

for multiple cancers. The Journal of Immunology, 2010, 185: 000–000.

T
he number of well-characterized tumor Ags has steadily
increased in recent years.More than 200 class I-restricted cy-
totoxic T lymphocyte peptide epitopes have been character-

ized from multiple proteins (1). Tumor Ags differ widely in their
expression pattern in tumor and healthy cells, in their contribution to
tumor survival, and their immunogenic properties. Onemajor group of
tumor Ags is represented by cancer-germline Ags encoded by genes
that are totally silent in most normal tissues and are overexpressed in
a variety of tumor types (2). Members of this group include genes
encoding MAGE, BAGE, or LAGE. Another important type of Ag
is composed of differentiation Ags that are found in both the tumors
and the normal cells from which they derived. The most studied dif-
ferentiation Ags are probably the Melan-A/MART-1 and gp100 pro-
teins, which are present in bothmelanocytes andmelanoma. Although
both types ofAgs appeared to be able to elicit a tumor-specific immune
response, they are dispensable for the tumor and hence facilitate tumor
escape from immune attack through loss ofAgs (3, 4). Because of their
almost strict tumor-restricted expression, cancer-germline Ags also
suffer from interindividual expression discrepancies in cancer patients
(5, 6), whereas differentiation Ags are only found in a defined type

of tumor. As a result, a few identified tumor Ags exhibit a wide ex-
pression in multiple cancer patients and contribute to survival and
growth of cancer cells. These cancer targets mainly comprise telomer-
ase reverse transcriptase (7), which is required for the control of telo-
mere length in the tumor, and survivin (8), and Bcl-2 (9), which
provide resistance to apoptosis. T cell epitopes of these proteins (8–
10) have been already delineated, but their efficiency in eliciting
a tumor-eradicating immune response is not formerly demonstrated.
Midkine (MDK) is a heparin-binding growth factor found as the

product of a retinoic acid-responsive gene (11). This secreted protein
has been found to be overexpressed in various human malignancies,
such as bladder, prostate, breast, lung, liver, and colon tumors,
whereas its expression is typically lowor undetectable innormal adult
tissues (12–14). Its natural role is mainly to participate in neuronal
development during embryogenesis (15). It has also been implicated
in ischemic renal injury (16) and autoimmune responses (17). In
tumor cells, MDK has not only an angiogenic role (18), but also
a mitogenic (19) and antiapoptotic function (20). Its blockade con-
tributes to tumor regression in a mouse model (21), demonstrating its
importance in tumor expansion. Interestingly, its expression in the
tumor (12, 22) and its concentration in plasma (23) were found to be
related to poor disease outcome. Its expression in tumors can be
detected early (13), and it was therefore considered as a relevant bio-
marker of disease progression. Its expression in tumors can be de-
termined by blood (23, 24) and urinary analysis (25). Because of its
functions, its wide expression in tumors, and its biomarker status, we
have investigated whether MDK can induce a cellular cytotoxic re-
sponse in humans. Both in vitro primary stimulation experiments
performed with HLA-A2 healthy donors and immunization trials
performed in HLA-A2 transgenic mice revealed the capacity of
MDK to elicit tumor-specific CTL response.

Material and Methods
Peptides and proteins

MDK nonamer peptides were synthesized using standard 9-fluorenyl-
methoxycarbonyl chemistry on an Advanced ChemTech Apex synthesizer
(Advanced ChemTech, Louisville, KY) and cleaved from the resin by 95%
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l’Énergie Atomique, Institute of Biology and Technologies, Service d’Ingénierie
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trifluoroacetic acid. If necessary, peptides were purified by reversed-phase
HPLC on a C18 Vydac column (Interchim, Montluçon Cedex, France).
Their purity was .90%, as indicated by analytical HPLC. Sequences of
the 13–21 and 114–122 peptides were ALLALTSAV and AQCQETIRV,
respectively.

Construction of MDK expression plasmid

Total RNA was extracted from A549 cells and reverse transcribed into
cDNA using reverse transcriptase and oligo(dT) (ImProm-II Reverse Tran-
scription System, Promega, Charbonnières-les-bains, France). MDK cDNA
was amplified by PCR using the upstream primer 59-GTGGTGGAATT-
CACCACCATGCAGCACCGAGGCTTCCTC-39 and the downstream
primer 59-AAACTCGAGCCAGGCTTGGCGTCTAGTC-39. MDK cDNAs
were digested with EcoRI and XhoI, then ligated into pcDNA3.1 expression
vector predigestion. The corresponding plasmid (pMDK) was purified on
plasmid kit columns under endotoxin-free conditions (Qiagen EndoFree
Plasmid Maxi Kit, Qiagen, Courtaboeuf, France).

Cell culture and transfection

A549 human lung carcinoma, CIR human B lymphoblast, HepG2 human
hepatocellular carcinoma, and DLD-1 human colorectal adenocarcinoma
were from the American Type Culture Collection (Manassas, VA). The
pcDNA3.1-MDK (pMDK) (20 mg) was introduced into C1R-A2 cells (3 3
106 cells) by electroporation (0.9 kV, 250 mF, 0.4-cm gap) with a Gene Pulser
II (Bio-Rad,Marnes-la-coquette, France). The treated cells were suspended in
40 ml prewarmed RPMI 1640 medium with 10% fetal serum and incubated
under 5% CO2/air at 37˚C. Forty-eight hours later, transfection efficacy was
assessed by flow cytometry as endogenous MDK expression in matured den-
dritic cells (DCs) and HepG2 and DLD1 cells. Briefly, cells were permeabi-
lized with 75 ml fixation/permeabilization solution (BD Biosciences, Le pont
de Claix, France) for 20 min at 4˚C and washed twice with BD Perm/Wash
buffer plus 2% FCS (BD Biosciences). They were stained for 30 min on ice
with anti–MDK-PEAb (BDBiosciences) or anti-isotype control. Cell staining
was assessed in an FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences).

Generation of Ag-specific CD8+ T cell lines from healthy
donors

Blood cells were collected from anonymous healthy donors at the Eta-
blissement Français du Sang (Rungis, France) as buffy-coat preparations
after informed consent and following Etablissement Français du Sang guide-
lines. PBMCs were isolated by density centrifugation on Ficoll-Hyperpaque
gradients (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). HLA-A2 donors were identified
by using extracellular staining with anti–HLA-A2–PEAb (BD Biosciences).
Monocyte-derived DCs were generated from plastic-adherent cells of
PBMCs after 5–7 d of culture in AIMVmedium (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) supplemented with 1000 U/ml recombinant human IL-4 and
recombinant human GM-CSF (tebu-bio, Le-Perray-en-Yvelines, France).
Immature DCs were collected at day 5 or 6. Mature DCs were generated
after addition of 1 mg/ml LPS (Sigma-Aldrich). CD8 T lymphocytes were
isolated from the nonadherent phase by positive selection using an anti-CD8

mAb coupled to magnetic microbeads (Miltenyi Biotec, Paris, France) and
by magnetic cell sorting, as recommended by the manufacturer. Mature DCs
(106 cells/ml) were incubated at 37˚C, 5% CO2, for 4 h in complete IMDM
medium containing 5 mg/ml b2-microglobulin and a mixture of MDK pep-
tides, each peptide being at a concentration of 10 mg/ml. Pulsed cells were
washed and added at 104 per round-bottom microwell to 23 105 autologous
CD8 lymphocytes in 200 ml IMDM supplemented by 1000 U/ml IL-6 (R&D
Systems, Lille, France) and 10 ng/ml IL-12 (R&D Systems). The CD8 T
lymphocytes were restimulated on days 7, 14, and 21 with autologous DCs
freshly loaded with the MDK peptides and were grown in complete IMDM
medium supplemented with 10 U/ml IL-2 (R&D Systems) and 5 ng/
ml IL-7 (R&D Systems). Flow cytometry analysis confirmed that growing
cells were CD8 T lymphocytes. Specificity of the T cell lines was
investigated by IFN-g ELISPOT assays at day 28 as described previously
(10) using HLA-A2–transfected CIR (CIR-A2) as APC. Cytotoxicity of the
T cell lines was evaluated using perforin ELISPOT assays or calcein-
acetoxymethyl assays (calcein) (26). Briefly, target cells were incubated with
calcein for 30 min at 37˚C and, after extensive washings, were added to
culture wells (5000 cells per well) with MDK-specific T cell lines (20,000

FIGURE 1. Flow cytometry analysis of MDK expression in normal and

tumor cells. Cells were permeabilized and stained intracellularly with an

MDK-specific Ab and analyzed by flow cytometry. HepG2 DC (A), DLD1

(B), and C1R-A2 cells (C) and DCs (D). Black, endogenous expression of

MDK; gray, expression of MDK posttransfection with the MDK plasmid;

open, isotype control.

FIGURE 2. Peptide specificity of T cell lines derived from HLA-A2

healthy donors. CD8 T cell lines were obtained after three weekly stim-

ulations by autologous mature DCs loaded the selected peptides. Lympho-

cytes (104 per well) were incubated in duplicate with 3 3 103 C1R-A2

cells in the presence or absence of peptides (A, C) or a dose range of

appropriate peptides (B). The specificity of the T cell lines was assessed

by IFN-g ELISPOT after 24-h incubation.
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cells per well). After a 4-h incubation at 37˚C, emitted fluorescence was
measured on a Gemini Spectramax Fluorimeter (Molecular Devices, St.
Gregoire, France) (excitation at 485 nm and emission at 530 nm).

In vivo immunogenicity studies

H-2 class I knockout, HLA-Ap0201-transgenic mice (HHD II) have been
previously described (27). Eight- to 10-wk-old female mice were bred and
maintained under specific pathogen-free conditions in our animal facility.
HHD mice were injected s.c. at day 0 and day 14 with 50 mg MDK
peptides 13–21 or 114–122 along with 140 mg I-Ab MHC class II helper
peptide TPPAYRPPNAIL (T13L), which corresponds to amino acids 128–
140 of the hepatitis B virus core protein in IFA. For DNA immunizations,
HHD mice were injected with 50 ml cardiotoxin into each regenerating
tibialis anterior muscle 5 to 6 d prior to DNA injection. Fifty microliters of
pMDK (1 mg/ml in PBS) was injected directly into each pretreated muscle
at days 0 and 14. Seven to 10 d after the last immunization, spleen cells of
immunized mice were harvested, and Ficoll-purified lymphocytes were
isolated. Specific T cells were detected ex vivo using ELISPOT assay.
For CTL function analysis, splenocytes were stimulated for 5 to 6 d with
peptide-pulsed (10 mg/ml) gamma-irradiated (5000 rad) syngenic spleno-
cytes. Specific cytotoxic activity of effector CTL was measured by stan-
dard [51Cr] release assay.

Results
MDK expression in tumor cell lines and healthy cells

AsMDKexpression has beenmostly evaluated at the transcriptional
level, we evaluated its protein expression by flow cytometry. As
shown in Fig. 1, MDK was easily detected in the hepatocarcinoma
HepG2 cell line (Fig. 1A), whereas its expression was extremely
low in DLD1 cells (Fig. 1B). MDK was also weakly expressed in
the CIR-A2 cell line, whereas CIR-A2 cells transfected with pMDK
exhibited a high expression of MDK (Fig. 1C). In contrast, human
DCs did not express MDK (Fig. 1D). We also observed good ex-
pression of MDK in A549 and Caski cell lines, whereas it was not
expressed in monocytes, lymphocytes, or activated T lymphocytes
(data not shown). We thus confirmed that MDK was overexpressed
in several tumor cell lines in contrast to normal cells derived from
the blood.

Induction of MDK peptide-specific T cell lines

Based on HLA-A2 scores provided by the prediction programs
BIMAS, SYFPEITHI, and PROPRED, 14 peptides of 9 to 10 aas
were initially selected for preliminary T cell priming experiments.
These experiments included three HLA-A2+ healthy individuals.
CD8 T cell lines were obtained after three weekly stimulations by
autologous mature DCs loaded with a mixture of selected peptides

and characterized by IFN-g ELISPOT. Seven peptides, namely 13–
21, 12–21, 13–22, 14–22, 63–72, 113–122, and 114–122, elicited
peptide-specific T cell lines and were retained for further experi-
ments. As shown in Fig. 2A, T cell lines 314.48 and 267.29 were
activated byMDK2HLA-A2+ CIR-A2 cells presenting the peptides
113–122 and 114–122 or 12–21 and 13–21, respectively. Omission
of the peptides or addition of inappropriate peptides did not activate
them. Dose-range experiments (Fig. 2B) showed that the optimal
peptides were the 9-mers 114–122 and 13–21. They were recog-
nized at low concentration as compared with the 10-mers 113–122
and 12–21, the midactivating dose being ∼0.01 mg/ml (equivalent
to 1028 M). The peptide-specific T cells appeared therefore to
possess a good affinity for the corresponding peptide–HLA-A2
complexes. As shown in Fig. 3, the T cell line 314.7, which was
specific for the 114–122 peptide in ELISPOT (not shown), was
nicely labeled by the corresponding HLA-A2 tetramers (Fig. 3A),
although very few cells were labeled by the 13–21 specific tetramer
(Fig. 3B). In contrast, the T cell line 297.58, which was specific for

FIGURE 3. Tetramer labeling of peptide-specific T cell lines. T cell lines

314.7 (A, B) and 297.58 (C, D) are specific to the peptides 114–122 and 13–

21, respectively. Each line was stained with anti–CD8-FITC and PE-labeled

HLA-A2/114-122 (A, C) or HLA-A2/13–21 (B, D) tetramers and analyzed

by flow cytometry. The percentage of each cell population is indicated in the

corresponding quadrants.

FIGURE 4. HLA-A2 restriction of peptide-specific T cell lines and stim-

ulation by tumor cells.A, HLA-A2–transfectedC1R cells (C1R-A2) and C1R

cells were pulsed for 4 h with peptide 13–21 or 114–122. C1R-A2 cells were

transfected with pMDK. These lines were incubated (33 104 cells per well)

with 114–122 (314.48) or 13–21 (297.58) specific T cell lines in IFN-g

ELISPOT assays. B, HLA-A2+ CIR-A2 (MDK2), DLD1 (MDK2) CaSki

(MDK+), and HepG2 (MDK+) were incubated (30,000 cells per well) with

114–122 (314.48 and 267.21) and 13–21 (297.58, 616.11, 648.24, and 654.7)

specific T cell lines. C, For inhibition experiments, W6/32 Mab and the

isotype control were added at the same concentration (10 mg/ml) directly

to the wells. T cell activation was revealed by IFN-g ELISPOT assay. D,

Same conditions as in A using TAP-deficient T2 cell line.
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the peptide 13–21 in ELISPOT, was labeled by the 13–21 specific
tetramer (Fig. 3C), but not by the 114–122 specific tetramer (Fig.
3D). For both T cell lines, ∼7% of the cells were peptide-specific,
confirming their good peptide specificity. From 12 different HLA-
A2+ healthy donors, we derived seven T cell lines specific for
peptide 13–21 and eight T cell lines specific for peptide 114–122,
as illustrated by T cell lines presented Fig. 2C. We therefore
demonstrated that peptides 13–21 and 114–122 were able to
prime a CD8 T cell response in HLA-A2+ healthy donors.

Restriction, function, and tumor specificity of peptide-specific
T cell lines

HLA-A2 restriction of five T cell lines was confirmed using HLA-
A2–transfected and untransfected APCs. Representative experi-
ments with the T cell lines 314.48 and 297.58 are presented in
Fig. 4A. In contrast to the HLA-A2+ CIR-A2 cells, HLA class I-
deficient CIR cells were unable to present the appropriate peptide to
T cell lines specific for either 13–21 or 114–122. Moreover, trans-
fection of pMDK into MDK2 CIR-A2 cells was as efficient as
peptides 13–21 or 114–122 in stimulating the T cells, demonstrating
that both epitopeswere appropriately processed and presented by the
APCs. Because transfection led to a higher production of endoge-
nousMDK, we also assessed whether HLA-A2 tumor cells (HepG2)
naturally expressing MDK could be recognized by the peptide-
specific T cell lines. As shown for four different T cell lines specific
for 114–122 (Fig. 4B, left panels) and 13–21 (Fig. 4B, right panels),
very strong stimulation of the T cell lines occurred in the presence of
the HLA-A2+ MDK+ HepG2 cell line, whereas CIR-A2 and DLD1
were almost unable to activate them. The 616.11 T cell line was also
tested with success for recognition of other HLA-A2+ MDK+ tumor
cells (Caski) (Fig. 4B). For two T cell lines (Fig. 2C), we showed that
tumor recognition occurred in an HLA class I-restricted manner.
Activation of the 13–21 specific T cell lines 648.24 and 654.7 was
inhibited by the HLA class I-specific mAb (W6/32) but not by the
isotype control Ab. We investigated the TAP dependence of the
MDK presentation using TAP-deficient T2 cells (Fig. 4D). Although
the peptides were efficiently presented to peptide-specific T cells,

transfection of the T2 cells with pMDK did not restore T cell stim-
ulation. This plasmidwas, however, used with success to activate the
same T cell lines (Fig. 4A) by transfection of CIR-A2. Therefore,
presentation of both 13–21 and 114–122 appeared to be TAP de-
pendent. Finally, we evaluated the cytotoxicity of T cell lines by
their capacity to release perforin (Fig. 5A) or to lyse labeled cells
(Fig. 5B). T cell lines 365.55 and 365.36, which were specific for
peptide 114–122 and 13–21, respectively, gave rise to a large num-
ber of perforin spots when they were in contact with CIR-A2 loaded
with the appropriate peptide or with HepG2 (Fig. 5A). They
remained inactivated in contact with unloaded CIR-A2 cell lines.
Cold target inhibition experiments performed with the 114–122
specific T cell line 581.5 confirmed the peptide specificity of the
tumor recognition (Fig. 5B). CIR-A2 cells loaded with the 114–122
peptides were more efficient than unloaded CIR-A2 to inhibit the
T cell activation. Altogether, MDK peptides 13–21 and 114–122
elicit HLA-A2–restricted T cells in different donors. The T cells
were cytotoxic and specifically recognized MDK+ tumor cells and
MDK-transfected cell lines.

Induction of MDK-specific T cells in HHD mice

We also investigated the immunogenic properties of pMDK and
the identified CD8 T cell epitopes in HHD mice. Mice were im-
munized with pMDK (Fig. 6A) or the individual peptides (Fig.
6B), and the ex vivo T cell response specific to the two HLA-A2–
restricted peptides was evaluated by IFN-g ELISPOT. All of the
individual mice immunized with pMDK exhibited a T cell re-
sponse to the peptides 114–122 and 13–21. Immunization with
individual peptides led to good peptide-specific T cell responses

FIGURE 5. Cytotoxic activites ofMDK-specific T cell lines.A, HLA-A2–

transfected C1R cells (C1R-A2) were pulsed for 4 h with peptide 13–21 or

114–122. Target cells (HepG2 or CIR-A2) were incubated (33 104 cells per

well) with 114–122 (365.55) or 13–21 (365.36) specific T cell lines. T cell

cytotoxicity was revealed by perforin ELISPOT. B, Calcein-loaded HepG2

cells (5000 cells per well) were incubated with the MDK 114–122 specific

T cell line 581.5 (20,000 cells per well) with CIR-A2 loaded with the peptide

(black) or unloaded (blank). Specific cell lysis was calculated using values

obtained with killed calcein-loaded HepG2 as maximum values and unkilled

calcein-loaded HepG2 as background. Data were reported as inhibition per-

centage of the recognition in absence of competitive cells.

FIGURE 6. Induction of MDK-specific CTL responses in HHD transgenic

mice. Groups of four HHD transgenic mice (M1, M2, M3, and M4) were

immunized with MDK DNA (A) or with the individual peptides 114–122 (B,

left panel) and 13–21 (B, right panel). At day 10, splenocytes were harvested

and incubated (1 3 105 cells per well) with 2.5 mg/ml MDK peptide 13–21

(gray)or 114–122(black) orwith culturemedium(white).T cell activationwas

evaluated by IFN-g ELISPOT assay. Data were reported for each mouse. C,

Splenocytes of four HHD transgenic mice immunized with MDK DNAwere

stimulated with the individual peptides 114–122 (left panel) and 13–21 (right

panel) for 1 wk. A standard 4-h [51Cr] release assay was then performed using

RMAS-HHD cells pulsed for 4 h with the individual MDK peptides (black

squares) or an irrelevant peptide (gray squares) as targets at the indicated

E:T ratios (100 represents 1 3 105 effector cells per well). Results are

expressed as the mean specific lysis obtained with four mice.
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in all of the mice. Finally, cytotoxic activity of the peptide-specific
T cells was demonstrated by the [51Cr] release assay (Fig. 6C). Our
data obtained in vitro on human cells or in vivo in HLA-A2 trans-
genic mice show that MDK constitutes a novel tumor-shared Ag.

Discussion
We provide the first evidence that the protein MDK can be con-
sidered as a tumor-shared Ag. Human CD8+ T cell response spe-
cific for MDK-expressing tumor cells was induced in vitro using
PBMCs from healthy donors, and immunized HHD transgenic
mice developed a cytotoxic response specific for MDK. Because
of its wide expression in cancer tissues and its contribution to
tumorigenesis, MDK appears as an attractive candidate for a can-
cer vaccine.
MDK was initially isolated as a protein induced in the early stage

of differentiation of embryonal carcinoma cells (11). Further inves-
tigations demonstrated its wide expression in tumors (12–14) and its
multiple functions in favor of tumor expansion (28). These studies
supported therapeutic strategies based on MDK neutralization using
antisense DNA (21) or Abs (29) to block the growth of tumor cells.
A gene suicide-based strategy using MDK promoter has been also
proposed (30). We therefore considered the opportunity to target
MDK by the cellular response to obtain a T cell response specific
for a wide range of tumors. Although a basal level of MDKwas seen
in healthy individuals, we did not fear some deleterious effect in
eliciting an MDK-specific cytotoxic response. Although required
for neuronal embryogenesis, its role in adults rarely appears benefi-
cial, as MDK seems to participate in ischemic renal injury (16) and
autoimmune responses (17). Accordingly, MDK-deficient mice do
not exhibit serious developmental abnormalities (16, 31), and mice
vaccinated with peptides and DNA in our studies did not show any
signs of autoimmunity. Finally, its crucial role in tumor growth is
expected to limit tumor escape from immune attack through its se-
lective loss. Its angiogenic function is extremely attractive to limit
metastasis, as proposed for the angiogenic cell growth factor-1, for
which a mutated form has been found to be the natural target of
CTLT cells in patients with multiple myeloma (32).
MDK is a secreted protein like other identified tumor Ags (33–

36) and is therefore produced in the endoplasmic reticulum (ER)
after cleavage of the signal peptide. Because presentation of the
MDK peptide 114–122 appeared to be TAP dependent, three al-
ternative pathways could be employed to present it to CD8 T cells.
First, secreted proteins like calreticulin (37) could be present in
the cytosol due to an aborted translocation mechanism. Alterna-
tively, the secreted molecule is either translocated from the ER
into the cytosol (38) or captured by the APCs through a receptor-
mediated mechanism, as shown for matrix metalloproteinase-2 (34).
Capture by the LRP receptor has indeed been implicated in the
targeting of MDK to proteasome degradation (39). Interestingly,
the T cell epitope MDK 13–21 we identified in HLA-A2 healthy
donors and HLA-A2 transgenic mice is localized in the signal pep-
tide (MDK 1–22). Signal peptides comprise multiple hydrophobic
residues that serve to anchor the nascent polypeptide to the mem-
brane (40). They could also serve as anchor residues for HLA class I
molecules, especially for HLA-A2, which has a marked preference
for hydrophobic residues (41). Accordingly, elution of naturally
processed peptides revealed their natural presentation by HLA-A
class I molecules (42), and CD8 T cell epitopes derived from signal
peptides have been described in virus (43) and tumor Ags (44, 45).
In contrast to a recently identified T cell epitope localized in the
peptide signal of preprocalcitonin (35), the 13–21 MDK T cell epi-
tope did not seem to be processed in the lumen of the ER but required
translocation from the cytosol to the ER by the TAP transporter and
hence should be processed in the cytosol. This is not a particular

feature of MDK CD8 T cell epitopes, as presentation of other epit-
opes derived from the signal peptide was also TAP dependent (43)
Finally, MDK has been proposed as a biomarker for diagnosis of

tumor-bearing patients. MDK was found to be expressed at early
stages of carcinogenesis of colorectal (13) and prostate (46) can-
cers. As a secreted protein, MDK can also be quantitated in the
serum (47). In healthy donors, the serum level of MK is ∼0.15
ng/ml with a cutoff of 0.5 ng/ml, whereas it is significantly higher
in various types of human carcinomas (48), such as hepatocellular
(48) esophageal (49), gastric (50), and neuroblastoma cancers (23).
MDK was detectable at early stages (48), and the plasma level has
been reported to be correlated with poor outcome (23, 24). Inter-
estingly, MDKwas also detectable in urine samples of patients with
cancer (25). Although significant, the increase in serum concentra-
tion observed between healthy patients and patients with cancer
remains limited (48). This increase is therefore not expected to
dramatically alter the CD8 T cell response observed with healthy
donors, because this response seems to be affected by high concen-
trations of soluble Ags only (51). In contrast to many tumor Ags,
MDK expression in tumors could be revealed by its detection in
the blood or the urine. MDK-based vaccination using peptides,
DNA, thewhole protein, or viral vectors could be applied to patients
who have a significant level of MDK in their body fluids.
We showed that human CD8+ T cell response specific for MDK-

expressing tumor cells can be induced in vitro using PBMCs from
healthy donors and immunized HHD transgenic mice developed
a cytotoxic response specific for MDK. Preliminary experiments
performed on eight different patients with cancer did not reveal
any spontaneous T cell response specific for the MDK epitopes
(Supplemental Fig. 1), but we did not have access to MDK ex-
pression in these donors. We also did not show any effect of
peptide immunization on the growth of B16 transfected with
HLA-A2 and naturally expressing the murine MDK (data not
shown). These preliminary experiments were not fully conclusive
as several differences exist between human and murine MDK
sequences especially in the 13–21 epitope. Further studies will
address the vaccine potential in HHD mice using stable transfec-
tants of human MDK. In conclusion, because of its wide expres-
sion in cancer tissues and its contribution to tumorigenesis, MDK
appears as a novel attractive candidate for a cancer vaccine.
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