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Introduction

l. Introduction

I.1. Cancer et immunité

Le cancer est I'une des premieres causes de mortalité non accidentelle dans les pays
industrialisés. Son origine est multifactorielle. On distingue les facteurs génétiques,
héréditaires, et les facteurs environnementaux tels que les rayonnements (UV,
rayonnements ionisants), les virus oncogenes et les produits toxiques (polluants, alcool,
tabac). Pour se défendre contre les dommages occasionnés a I’ADN, la cellule dispose de
mécanismes de réparation tel que le systeme de réparation des mésappariements. Si les
dégats sont trop importants, la cellule déclenche un programme d’apoptose, qui permet son

élimination.

Chez I'homme, le systeme immunitaire est capable de reconnaitre et d’éliminer les
cellules tumorales. Les sujets immunodéprimés sont plus fréquemment atteints de cancer.
Chez les patients atteints du SIDA (syndrome d’immunodéficience acquise), I'incidence de la
maladie de Kaposi, de lymphomes malin non hodgkiniens et de cancer du col de I'utérus est
plus élevée. De méme, les patients transplantés, consommant des immunosuppresseurs
pour éviter un rejet de greffe, ont un risque augmenté de développer un cancer par rapport
a la population générale. Par ailleurs, les personnes dgées, dont le systeme immunitaire est

altéré, ont un risque plus élevé d’étre confrontées a cette maladie.

1.1.1. L'immuno-surveillance des cancers
C'est au début du XX*™ siécle que Paul Ehrlich a énoncé la théorie de
I'immunosurveillance des cancers qui reconnait au systeme immunitaire un role majeur dans
la reconnaissance des tumeurs (1). Au début des années 70, cette théorie est reprise par
Frank Macfarlane Burnet et Lewis Thomas qui considéraient que les tumeurs étaient
immunogenes. Leur hypothése était que les cellules du systéeme immunitaire reconnaitraient
et élimineraient les cellules néoplasiques avant méme la formation de la tumeur (1).

Plusieurs observations sont en accord avec cette théorie. En effet, des expériences dans des
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modeles animaux démontrent que des tumeurs, induites par des virus ou des produits
chimiques, sont éliminées apres transplantation dans un hote préalablement immunisé avec
des cellules irradiées issues de ces tumeurs (2). Cette reconnaissance fait intervenir des
cellules effectrices telles que les lymphocytes T et les cellules NK. Ces observations sont
confirmées par certains modeles de souris Knock-Out pour les génes impliqués dans la
réponse immunitaire. Par exemple, I'’équipe de Schreiber a réalisé des travaux avec des
souris déficientes pour le gene RAG-2 (recombination activating gene-2) impliqué dans le
réarrangement des génes des immunoglobulines et des récepteurs des lymphocytes T (TCR)
(3). Dans ces souris déficientes en lymphocytes, ils ont observé une augmentation de
I'incidence des cancers spontanés. Les sarcomes, induits par un facteur carcinogene, sont
plus fréquents chez les souris RAG-2 '/ et se développent plus rapidement en comparaison
avec des souris sauvages (4). D’autres études, menées chez la souris, ont montré que la
déficience en cellule NK (souris beige) ou en lymphocytes T y6 entraine une plus forte

susceptibilité a la formation de tumeurs (5, 6).

Iy a maintenant une multitude d’arguments pour montrer que le systeme
immunitaire joue un réle dans la lutte contre les cellules tumorales par 'intermédiaire de
cellules effectrices de I'immunité innée et/ou adaptative. La limite de ces études
expérimentales tient au fait que les tumeurs ont été obtenues a l'aide de puissants

carcinogenes et ne sont pas véritablement comparables avec celles obtenues spontanément.

1.1.2. l’échappement tumoral

Les travaux du groupe de Schreiber ont permis d’établir un modele décrivant les
différentes étapes du processus d’immunosurveillance. Ce modele dit de I
« immunoéditing » est divisé en trois phases: I’élimination, I'équilibre et I'échappement
(Figure 1). Lors de la phase d’élimination, les cellules tumorales les plus immunogénes sont
éliminées par les cellules effectrices du systeme immunitaire. Tout d’abord, les cellules
tumorales, surexprimant des molécules de stress, sont reconnues et lysées par des
effecteurs du systéeme immunitaire inné comme les cellules NK et les lymphocytes T y&. Puis,

les cellules dendritiques récupérent des antigénes (Ag) issus de la dégradation des cellules
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tumorales et les présentent aux lymphocytes T af de l'immunité adaptative. Les
lymphocytes T af spécifiques de ces Ags de tumeur s’activent, se différencient, proliférent
et migrent vers la tumeur pour I’éliminer. Cependant, dans certains cas, I’éradication n’est
pas totale et certaines cellules tumorales peu ou non immunogenes peuvent se développer
pendant une phase de latence correspondant a I'équilibre. C'est la plus longue des trois
phases. Elle peut durer plusieurs années. Il a été estimé que le temps entre I'exposition a un
carcinogene et la détection clinique de la tumeur peut étre de vingt ans pour certaines

tumeurs (7) .
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Figure 1 : Les trois phases de 'immunoediting. D’aprés Dunn et al. (1).

La phase d’équilibre est caractérisée par I'élimination des cellules tumorales en
parallele de I'apparition de nouveaux variants porteurs de nouvelles mutations leur
conférant une résistance aux cellules effectrices. Cette caractéristique est due a une forte
instabilité du génome des cellules tumorales liée a trois mécanismes : l'instabilité de la

réparation par excision de nucléotide, l'instabilité des microsatellites, et linstabilité
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chromosomique (8). Cette derniere est prédominante et est associée a la perte de

chromosome et de génes. Cette phase est suivie par I'échappement tumoral.

Lors de la phase d’échappement, les cellules tumorales proliferent et ne sont plus
reconnues par le systeme immunitaire. Afin d’échapper a la réponse immunitaire anti-

tumorale, les cellules cancéreuses ont développé de nombreuses stratégies (Figure 2) :

La résistance a 'apoptose. L'apoptose est un mécanisme de mort contrélé permettant
de maintenir I’lhoméostasie de I'organisme. Les molécules Fas-L/CD95-L et TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) sont des protéines qui lient des récepteurs de mort
cellulaire et qui sont impliquées dans la surveillance immunitaire des tumeurs. Ces
récepteurs possedent des séquences intracytoplasmiques responsables de la transmission
de signaux apoptotiques. L'interaction Fas/Fas-L active une cascade de caspases impliquant
la caspase 8. Certaines tumeurs expriment un inhibiteur de la caspase 8 comme FLIP (FLICE-
inhibitory protein) ce qui leur confére une résistance a I'apoptose induite par Fas-L (9).
L'activité de TRAIL est également inhibée par les cellules tumorales aprés la perte
d’expression de protéines impliquées dans la cascade de caspases telles que le récepteur de
TRAIL et la caspase-8 (10). Dans certains cancers, tels que les lymphomes folliculaires, les
cellules tumorales résistent a I'apoptose en surexprimant la molécule anti-apoptotique Bcl-2
(11). De la méme maniere, il a été décrit que les cellules peuvent sous-exprimer MICA (MHC
class | polypeptide-related sequence A), un marqueur de reconnaissance des cellules

tumorales qui est le ligand du récepteur NK (natural killer) activateur NKG2D (12).

La diminution de I'expression des molécules de co-activation. Le premier signal de la
réponse anti-tumorale adaptative est la reconnaissance de I'Ag exprimé a la surface des
cellules tumorales par le TCR des lymphocytes T af. Cependant, un second signal est
nécessaire pour activer ces lymphocytes. Il est médié par I'interaction entre la molécule B7,
exprimée par la cellule tumorale, et la molécule CD28 exprimée par le lymphocyte. La sous-
expression de B7 par les cellules tumorales conduit a I'absence de signal de co-activation ce

gui maintient les effecteurs T (cytotoxiques) adaptatifs dans un état anergique.

15



Introduction

La production de cytokines immunosuppressives. Les cellules tumorales sont capables
de produire certaines cytokines telles que le TGF-B (Transforming growth factor beta) qui
inhibe la fonction des lymphocytes T in vivo (13). Le MIF (macrophage migration inhibitory
factor) inhibe I’activité des cellules NK et le VEGF (vascular endothelial growth factor) inhibe
la maturation et la différenciation des cellules dendritiques (14). L'IL-10 est fréquemment
détectée dans le sérum de patients atteints de cancer. Elle inhibe la présentation
antigénique, la production d’IL-12 et défavorise d’'une réponse T helper 1 (Th1) in vivo (15).
Le facteur pro-inflammatoire PGE2 (prostaglandine E2) joue un réle immunosuppresseur.
peut étre exprimé par les cellules tumorales et induire I'laugmentation de la production d’IL-

10 par les lymphocytes et les macrophages en plus de diminuer celle de I'lL-12 (13, 16, 17).

Les molécules solubles inhibitrices. D’autres molécules solubles peuvent réduire la
reconnaissance des cellules tumorales par les cellules effectrices. C'est le cas des molécules
HLA-G, MICA, MICB et de I'adénosine (13). La molécule HLA-G soluble inhibe la cytotoxicité
des cellules effectrices, comme les lymphocytes T y§, par interaction avec le récepteur
inhibiteur ILT2 (Immunoglobulin-like transcript 2) (13). MICA et MICB, qui sont les ligands
membranaires du récepteur activateur NKG2D, peuvent étre coupées et solubilisées (13).
Ces formes solubles entrainent une régulation négative de NKG2D exprimées par les cellules
effectrices et réduisent leur réponse cytotoxique anti-tumorale. L’adénosine est reconnue
par les récepteurs Ay, Aya, A et Az qui sont couplés a des protéines G. Les récepteurs Aja et
A,g permettent I'laugmentation de la concentration intracellulaire de ’AMPc, tandis que les
récepteurs A; et Az induisent le phénomeéne inverse. Il est rapporté que la fixation de
I'adénosine, produite par les tumeurs sur le récepteur A,a, peut induire I'inhibition des
réponses des lymphocytes T af3, T y6 et des cellules NK en stimulant I'adénylate cyclase, qui
augmente la production d’AMPc (adenosine monophosphate cyclique) et active la protéine
kinase A de type | (PKA I). PKA | inhibe I'activation médiée par le TCR en phosphorylant la
phospholipase C-y (18).
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Le microenvironnement tumoral peut aussi intervenir dans I’échappement aux effecteurs
immuns (13, 19, 20). Pour ce faire, il recrute des cellules immunosuppressives comme les
lymphocytes T régulateurs ou T, les DCs tolérogénes et les MDSCs (Myeloid-derived
suppressor cells) (Figure 2). Les T,z produisent les cytokines immunosuppressives TGF-B et
I'IL-10. Les DCs tolérogenes agissent sur I’échappement tumoral en sécrétant la molécule
IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase), une enzyme qui catabolise le tryptophane. La
diminution de cet acide aminé conduit a I'anergie des effecteurs T cytotoxiques. La molécule
IDO est souvent détectée au niveau des tissus tumoraux (21). De méme, les MDSCs

contribuent a I'inhibition des fonctions effectrices des effecteurs T.

Par ailleurs, le microenvironnement tumoral est constitué de cellules stromales, parmi
lesquelles les MSCs (Mesenchymal stem cells) qui jouent un réle dans I'immunotolérance
des cancers (13, 20). Elles sécrétent du PGE2, de I'IDO et de I'lL-10 et exercent ainsi une

activité inhibitrice sur les lymphocytes T (13).

En conclusion, I'’échappement tumoral est un phénomeéne important pour qu’une
tumeur évolue et forme un cancer. La mort cellulaire programmeée joue également un réle
prépondérant dans la carcinogenese. La perte de ces mécanismes par les cellules tumorales
conduit a leur résistance aux mécanismes de lyse par les cellules effectrices. A c6té de cela, il
faut noter que dans certains cas, la cellule tumorale peut échapper a la réponse immunitaire
en provoquant la mort de la cellule effectrice (22). C'est pourquoi, la connaissance des

mécanismes de mort est importante pour mieux comprendre la carcinogeneése.
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Figure 2 : Stratégies d’échappement et d’action anti-tumorale envers les lymphocytes T y6. D’aprés
Martinet et al. (13).
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I.2. Les lymphocytes T yb

1.2.1. Les caractéristiques générales

Classiquement, le systeme immunitaire est divisé en deux composantes : la composante
innée et la composante adaptative. La composante innée est constituée de cellules
reconnaissant le non-soi de maniére non spécifique (neutrophiles, macrophages, NK); tandis
gue la composante adaptative est constituée de cellules qui reconnaissent spécifiquement
I’Ag porté par un agent pathogene (lymphocytes B et T af). Entre ces deux composantes, il
existe des cellules intermédiaires qui ont a la fois les caractéristiques de la composante
innée et de la composante adaptative. Les lymphocytes T y6 font partie de ces cellules dites

de I'immunité transitionnelle.

Les lymphocytes T yb sont des lymphocytes T non conventionnels caractérisés par
I’expression d’un TCR constitué par des chaines y et 8. lls ont été découverts aprées isolement
de la chaine y du TCR (23). lls sont capables d’infiltrer le tissu tumoral et de protéger
I'organisme contre I'invasion tumorale en reconnaissant spécifiguement et en lysant les
cellules cancéreuses. lls reconnaissent leur cible indépendamment du CMH. lls sont
fondamentalement proches des lymphocytes T aff adaptatifs avec lesquels ils partagent la
capacité a produire des cytokines, I'expression de récepteurs de surface et une activité
cytolytique. Cependant, alors que les lymphocytes T af nécessitent une phase de
stimulation dans les ganglions lymphatiques par des peptides étrangers présentés par des
cellules présentatrices d’antigénes, ceci n’est pas nécessaire pour les cellules T y6 qui sont
présents et préts a réagir dans |'organisme. Ces derniers n’expriment pas les co-récepteurs
CD8 et CD4 qui sont nécessaires a la reconnaissance de la présentation par les molécules de
CMH de classe | et de classe Il (24). Des études menées chez des souris déficientes en
lymphocytes T aB et/ou en lymphocytes T y6 montrent que les réponses sont

qualitativement et quantitativement différentes (25).

Un haut pourcentage de lymphocytes T y6 a été décrit dans les tissus de patients

atteint de cardiomyopathie dilatée, et une augmentation du taux de lymphocytes T y6 dans
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le sang périphérique a été décrite chez ceux qui souffrent de salmonellose, de listériose,

toxoplasmose, et de tuberculose (25, 26).

1.2.1.1. Le TCR yb

Au cours de leur développement thymique, les lymphocytes T y6 effectuent des
réarrangements somatiques des genes VDJ, comparables a ceux qui sont effectués par les
lymphocytes T af, aboutissant a la génération d’un vaste répertoire de TCR y& capable de
reconnaitre un grand nombre d'agents pathogenes. Toutefois, la diversité de TCR ybé
obtenue par ce mécanisme est plus restreinte que celle du TCR aB (27). Chaque
réarrangement conduit a la formation d’une sous-population caractérisée par sa
fonctionnalité. Les lymphocytes qui expriment un récepteur d’affinité optimale a I'Ag
peuvent s'expandre sélectivement durant et apres la réponse immunitaire. Cette
caractéristique contribue a la capacité d'un hote a réagir plus rapidement lors d'un second

contact avec I'agent pathogéene.

Les TCR o et y6 reconnaissent des types d’Ag différents (28). Alors que les
lymphocytes T aB conventionnels reconnaissent des Ag d’origine protéique sous forme de
peptides associés au complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), les lymphocytes T y&
reconnaissent des Ag de nature souvent non protéique et de fagcon indépendante du CMH. Il
n'y a a ce jour aucun mode de présentation de I'Ag formellement identifié pour une
reconnaissance par les lymphocytes T yb. Les agents pathogénes, ainsi que les tissus et les
cellules endommagés, pourraient étre reconnus directement par les lymphocytes T y6 sans

nécessité d’une présentation de I'Ag.

Les régions hypervariables CDR3 formées par recombinaison VDJ sont les régions clefs
de la reconnaissance des Ag par le TCR. Les loci du TCR y et 6 contiennent beaucoup moins
de génes V que les loci a et B du TCR et que la plupart des loci des immunoglobulines B (Ig)
(Figure 3). En outre, lorsque les distributions des longueurs CDR3 des récepteurs aux Ag de

souris et humains ont été analysées, les régions CDR3 des chaines 6 se sont avérées plus
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proches des chaines lourdes des Ig que des chaines a et B (29). Sur la base de I'analyse des

réarrangements des régions V, les TCR y6 sont plus proches des Ig que du TCR af (29).
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Figure 3 : Diversité des récepteurs T et B chez la souris. D’aprés Chien and Bonneville (29)

L'identification de ligands du TCR y& a été complexe. Des études menées chez la souris
ont permis de découvrir différents « agents » capables de stimuler les lymphocytes T yé.
Néanmoins, seulement quelques-uns ont démontré qu'ils étaient suffisants pour déclencher
une réponse des lymphocytes T y6. lls sont donc reconnus comme étant des Ag de
lymphocytes T y8. C'est le cas du CMH de classe Ib T10 étroitement lié au T22 (94 % d'acides
aminés identiques), qui se trouve étre un ligand naturel de 0,2 a 2 % des lymphocytes T y6
de tous types de souris (29), et c’est le cas de MICA (MHC class I-like molecules), et de MICB
(30). Chez ’'homme, une étude a montré qu’il existe une sous-population de lymphocytes T
v& qui reconnait le complexe ATP synthase-F1 (AS)/apolipoprotéine A-1 (31). Dans tous les

cas décrits ci-dessus, la protéine native est reconnue directement.

Par ailleurs, la population de lymphocytes T y& humains qui reconnait les complexes
AS/apolipoprotéine A-1 est aussi activée par les pyrophosphomonoesters qui sont désignés
collectivement sous le nom de phosphoantigenes (32). Ces composés sont produits dans la
voie de biosynthese des isoprénoides (33) et sont capables de stimuler un grand nombre de
lymphocytes T y& du sang périphériqgue humain. Ces cellules expriment un TCR Vy9Vé2 et

répondent aux alkylamines et aux aminobisphosphonates in vitro (34, 35). Cependant, il n'a
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pas été démontré que ces petits ligands non-peptidiques soient suffisants pour activer seuls

les lymphocytes T y& et que ces composés se lient directement au TCR yé.

D’autres observations compliquent l'identification des ligands des lymphocytes T yo
comme l|'existence d’une préférence de site anatomique privilégié pour ces lymphocytes en
fonction du gene d'expression V (25). Par exemple, chez la souris, les populations Vy1 et Vy4
sont présentes dans la rate, tandis que la population Vy7 est présente dans I"épithélium
intestinal parmi les IEL (intestinal intraepithelial lymphocyte) (29). Cela indique que l'activité

des lymphocytes T y6 dépend de la ségrégation des chaines Vy.

1.2.1.2. l’ontogénie des lymphocytes T yé
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Figure 4 : Les stades de différenciation des cellules T. D’aprés Hayday et al. (36)
DN : Double négatif ; ISP : Immature simple positif ; SP : Simple positif ; DP : double positif

Comme pour tous les types lymphocytaires, le développement des lymphocytes T y6
débute dans la moelle osseuse. Cependant, avant la naissance, les lymphocytes T y6 humains
et plus particulierement la sous-population Vy9Vé2, se développent aussi dans le foie feetal
et I'intestin (37). Les lymphocytes T y& et af sont issus d’un progéniteur lymphoide commun
qui émigre de la moelle osseuse vers le thymus. Au stade thymocyte, les cellules ont le choix

de se différencier en lymphocytes T af ou en lymphocytes T yb. La différenciation des
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lymphocytes immatures en lymphocytes T yb s’effectue aux stades DN (CD4 CD8) 2 et 3 du
développement thymique des lymphocytes T (Figure 4). Cependant, elle est encore possible
au stade double positif CD4" et CD8'. Les événements moléculaires qui permettent le
passage de thymocytes CD4 CD8 a des lymphocytes T y6 ou ap ne sont pas totalement
connus. Des études montrent que le réarrangement complet des génes y, 6 et B du TCR sont

en concurrence dés le stade pro-thymocyte CD44" CD25" de la souris adulte (38, 39).

Une étude a montré que I'orientation vers la lignée a3 ou y6 est dépendante de I'lL-7
(40). En effet, apres injection intrathymique d’IL-7, les thymocytes au stade double négatif 2
(DN2) qui exprimaient un haut niveau du récepteur a linterleukine-7 (IL-7R) se
différenciaient vers la lignée y& alors que ceux qui exprimaient un faible taux d’IL-7R
s’orientaient vers la lignée af. Ces résultats suggerent que beaucoup de cellules DN2 sont

préorientées avant la formation du TCR.

D’autres études montrent que l'orientation vers une des deux lignées dépend de
I'intensité du signal issue du pré TCR (TCR non constitutif). Ces études montrent qu’un fort
signal délivré par le TCR yb favorise |'orientation vers la lignée y6 ; tandis qu’un faible signal
oriente vers la lignée af (41, 42). Il existe également un modele de différenciation faisant
intervenir la molécule Notch (Figure 5). Cette derniére est un récepteur transmembranaire
intervenant dans divers mécanismes cellulaires. Des études chez la souris ont permis de
comprendre son fonctionnement. Lorsque le récepteur Notch délivre un signal au
lymphocyte, ce dernier s’oriente vers la différenciation en Ilymphocyte T aB et
réciproquement, I'absence de signal conduit a la différenciation en lymphocyte T y6. Selon
Hayday et al. (Figure 5), le destin des cellules aux stades DN3 serait dicté par le TCR et le pré
TCR en synergie avec le signal Notch. Des signaux modérés provenant d’un pré TCR agissant
en synergie avec des signaux faibles de Notch ou des signaux Notch modérés agissant en
synergie avec des faibles signaux du TCR y§, orienteraient la cellule DN3 vers la voie de
développement des lymphocytes T af. Par contre, si le signal Notch est absent et des
signaux forts provenant du TCR orienteraient le thymocyte dans la voie de différenciation

des lymphocytes T yé.
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Figure 5 : Modele d’intensité du signal Notch et de synergie entre le signal Notch et le signal TCR.
D’aprés Hayday and Pennington. D’aprés Hayday et al. (36)

Au cours du développement embryonnaire humain, les lymphocytes T yé
apparaissent par vagues successives dans le thymus d’ou ils partiront coloniser un organe
particulier (organe lymphoide secondaire, peau, utérus, épithélium intestinal) dans lequel ils
resteront tout au long de la vie foetale (43). Ce sont les premiers lymphocytes a apparaitre

ieme

entre la 7°™¢ et 11°™ semaine et ils colonisent le thymus dés la 10°™ semaine.

Le répertoire des sous-populations de lymphocytes T y6 évolue au cours du temps. En
effet, la sous-population V62 prédomine dans le thymus au stade fcetal et sera supplantée
par les V61 apres la naissance (44). De plus, les réarrangements des loci y et 6 lors de la
constitution du TCR sont ordonnés dans le temps et I'espace. Avant la naissance, les

segments V62 s’associent avec les segments géniques Vy9 formant ainsi la sous-population
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Vy9V62 uniquement présente chez les primates (homme et singes) (45). Entre le 4°me et
6°™ mois apres la naissance, les segments géniques V61 s’arrangent avec les segments Vy2,
3, 5 et 8 qui sont regroupés dans la famille des Vyl. Tout au long de la vie, 15% des
lymphocytes T Vy9V62 et 80% des lymphocytes T VyIVS1 sont retrouvés dans le thymus

post-natal (37).

1.2.2. Les sous-populations des lymphocytes T yé chez ’homme

Chez I'homme, il existe six segments géniques Vy fonctionnels et huit segments V6
fonctionnels (46). Les TCR exprimés sont néanmoins limités a I'usage des segments géniques
V&1, V62 et V83 et V65 (46). Cing des segments géniques Vy forment la famille des Vyl
constituée de Vyl.2, Vyl.3, Vyl.4, Vyl.5 et Vyl.8 appelés aussi Vy2, Vy3, Vy4, Vy5 et Vy8. La
famille Vyl est proche du Vy5 murin avec lequel elle partage plus de 40 % d’homologie (47).
Le sixieme segment Vy est appelé Vy9 et n’a pas d’équivalent murin. A partir du
réarrangement de ces segments, deux sous-populations majeures émergent chez I'homme :
les Vy9V62 (V62) et les Vy1Vd1 (VE1) (46). Les cellules V&1 sont minoritaires dans le sang
mais sont fréquentes dans I'épithélium intestinal et la rate; c’est le contraire pour les
cellules V62 (46, 48). Les cellules V61 et V62 s'expandent tous les deux apres stimulation au
LPS mais leurs fonctions sont différentes. En réponse au LPS, les cellules V62 ont une activité
pro-inflammatoire et produisent de I'lL-17 et de I'IFN-y; tandis que les cellules V&1*

produisent de I'lL-10 (49).

A cOté de ces deux sous-populations de lymphocytes T y6 majeures, il existe d’autres
sous-populations de cellules T y& qui sont moins abondantes et surtout moins bien
caractérisées. Récemment, une étude démontre que 'une d’entre-elles, la population T
Vy4V65, intervient dans la réponse anti-infectieuse au cytomégalovirus et dans la réponse
anti-tumorale a des tumeurs épithéliales, a travers la reconnaissance de 'EPCR (endothelial

protein C receptor) par le TCR (50).

Les cellules V61 expriment généralement la molécule CD8, sont cytotoxiques et

affichent un profil Thl caractérisé par la production d’IFN-y (46). De plus, lorsque les cellules

25



Introduction

V61 sont activées, elles expriment intensément la molécule CD57 qui est associée avec un
fort taux d’expression de perforine ce qui démontre le potentiel cytotoxique de ces cellules

(46).

Les cellules V61 répondent aux phospholipides endogenes et exogenes présentés par
les molécules du CMH I-like CD1 (46). En cas de stimulation du TCR et en présence des
cytokines IL-2 ou IL-15, les cellules V&1 expriment les récepteurs NK comme NKG2D, NKp30,
NKp44 et NKp46 qui contribuent a leur activité cytotoxique (51). Elles sont capables de
reconnaitre et d’éliminer des cellules tumorales telles que des cellules de mélanome ou de
divers carcinomes, par reconnaissance des molécules MICA et MICB par le récepteur NKG2D
(51). De plus, il a été observé que les cellules V61 reconnaissent et éliminent in vitro les
cellules P815 (mastocytome de souris) aprés engagement du récepteur NKp30 avec son
ligand (51). Par ailleurs, il a été rapporté que le nombre de cellules V61 augmente dans le
sang de patient atteints de leucémie lymphoide chronique est que la reconnaissance et la
lyse de ces cellules tumorales in vitro par les cellules V&1 (52). Dans une autre étude, les
cellules V&1 de patients atteints de myélome étaient capables d’éliminer in vitro les cellules
tumorales issues de ces patients, de maniere aussi efficace que les cellules V61 issues de
donneurs de sains, aprés engagement du TCR et des récepteurs activateurs DNAM-1 (DNAX

accessory molecule-1 ou CD226) et NKG2D (53).

Les cellules V81 interviennent aussi dans la réponse anti-infectieuse. En effet, en cas
d’infection par le cytomégalovirus ou par le HIV-1 (human immunodeficient virus 1), elles
subissent une expansion clonale aprés engagement du TCR (51). Elles seraient également
capables de réguler la réponse immunitaire. Il a été décrit que les cellules T V61 peuvent
lyser in vitro les cellules dendritiques autologues par relargage de granules de perforine et
ainsi diminuer la réponse immunitaire (54). Comme les autres lymphocytes T, les cellules
V61 présentent plusieurs phénotypes en fonction de I'expression des marqueurs de
différenciation CD45RA et CD27. La majorité des cellules V81 sanguin sont CD45RA" et se

distinguent par les naives CD27" qui sécrétent de I'lL-2, et par les non naives CD27 qui
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sécrétent de I'lFN-y (46, 55). La majorité des cellules V61 du sang périphérique présente un

phénotype naif contrairement aux cellules V62 (46, 55).

Contrairement au segment génique V61, le segment V62 ne s’associe qu’avec la
chaine Vy9 ce qui permet la formation d’une sous-population unique de lymphocyte T V62"
appelée Vy9V52. Elle représente la sous-population de lymphocyte T y6 prédominante dans
le sang périphérique. Les caractéristiques de cette sous-population sont décrites dans le

chapitre suivant.

1.2.3. Lymphocytes T Vy9Vé2
Les lymphocytes T Vy9V62 sont localisés dans le sang périphérique, ou ils
représentent la sous-population de lymphocytes T y&6 majoritaire, et sont uniquement
présents chez les primates. lls se caractérisent par la capacité a reconnaitre des petites
molécules non-peptidiques pyrophosphatées bien conservées au cours de |"évolution,

appelées phosphoantigenes.

1.2.3.1. Mécanisme d’activation par les phosphoantigénes

1.2.3.1.1. Biosynthése des phosphoantigénes
Les lymphocytes T Vy9Vd2 constituent 2 a 5 % des lymphocytes T du sang

périphérique (56). Cependant, en cas d’infection par des bactéries ou des protozoaires, ils se
multiplient intensément jusqu’a représenter dans certains cas la majorité des lymphocytes T
circulants (56) (Tableau 1). En accord avec ces observations in vivo, |'utilisation d’extraits
cellulaires de ces différents pathogénes conduit in vitro a I'expansion des lymphocytes T
Vy9V62. Le premier antigéne des lymphocytes T Vy9V62 a avoir été identifié est le
monoéthyl phosphate, un alkyl phosphate synthétique (57). Cette molécule stimule
spécifiguement les lymphocytes T Vy9V62 de maniére identique aux extraits bactériens (57).
Puis, les antigénes de Mycobactérium tuberculosis stimulant les lymphocytes T Vy9V&62 ont
été isolés et identifiés comme étant I'isopentenylpyrophosphate (IPP) et ses dérivés prényl
pyrophosphates (58, 59). Ces phosphoantigenes sont des intermédiaires des voies de

biosynthese des isoprénoides (Figure 6) qui sont des composés essentiels dans le
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métabolisme et la synthese de bon nombre de biomolécules comme le cholestérol, les
hormones stéroidiennes, les dolichols, et différentes vitamines (Figure 7). C'est la nature
ubiquitaire de ces voies qui explique la large réactivité des lymphocytes T Vy9V62 vis-a-vis de

pathogenes ou de tumeurs.

Mean (max) % of y0 T cells

Infaction MNormals Patients References
Bacterial
Tuberculosis & 14 (35) Balbi et al (1 54)
2 6 (17} lto et al (155)
TB contacts 5 10 (18) \eta et al (156)
5 3 4 (B0% Vy2VE2) Dieli et al. (157)
5 29" Modlin et al. {158)
3 Sumida et al (99)
7 Poquet et al. (159)
5 Kroca et al. (104)
5 Hara (100}
5 Kroca et al. (1 60)
4 Bertotta et al. (98)
4 Schneider et al (141)
5 Caldwell et al (101
7 Razuddin et al (163)
Meningitis (N, meningitidis) 7 Ramuddin et al (162}
Meningitis (5. preumonios) 7 Razuddin et al (162}
iz 2 |ouen-Beades et al (163)
al parasites
Acute malana (non-endenic) 4 Ho et al {164)
5 Roussilhon et al (165)
3 Schwartz et al (1 66)
Ialarial paroxysm 4 Perera et ol (102)
Toxopla i 4 Scalise e (103)
Visceral leish B Raziuddin et al (167)
3 Russo et al (168)
4 Modlin et al (158)

Tableau 1 : Expansion des lymphocytes T yé en réponse a l'infection. D’aprées Morita, Jin et al. (56)

L'IPP est produit par les cellules de mammifere via la voie de biosynthése du
cholestérol appelée aussi voie du mévalonate. Ce phosphoantigéne est surexprimé par les
cellules tumorales et les cellules infectées, ce qui favorise leur reconnaissance par les
lymphocytes T Vy9Vd2. Chez les procaryotes, cette voie n’existe pas. Une voie similaire
appelée voie de « Rhomer» ou voie MEP (méthylérythritol phosphate) conduit a la
formation des mémes phosphoantigénes IPP et diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP). Cette
voie est également présente chez certains eucaryotes tels que les algues vertes qui ne

possedent pas la voie du mévalonate (Figure 6).

28



Introduction

last common ancestor

DISCRICRIS
AMOEBOZO?
ANIMALIA

pyruvate /'Ln/:.‘.‘ ’JL\)/D
JI\./:L./“' acetylCod

. acetoacetylC
sone g K/I;E‘\f: HMGCoA

MVA

GRS = _?_,,'-.

g _f
geranyl PP /J\/\,‘I\_j_ngu_ ™
; P 1
1 famesyl PP Mml ci;-u
'
'

1

1

1

N> PP '
1

n N stérols o
microbial pathogens : tumor cells

N——

i
—_—

Figure 6 : Voie de biosynthése du mévalonate et du MEP. D’aprés Bonneville et Fournié. (33)

D’un point de vue évolutif, la voie MEP est antérieure a la voie du mévalonate. Elle
produit également les phosphoantigénes naturels les plus stimulants pour les lymphocytes T
Vy9Vé82. En effet, le plus puissant agoniste naturel des lymphocytes T Vy9Vé2 est 'HMBPP
((E)-4-hydroxy-3-menthyl-but-ényl-pyrophosphate) appelé aussi HDMAPP (4-hydroxy-3-
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dimethylallyl) qui est issu de la voie MEP (Figure 6) (56). L'HMBPP nécessite seulement 0,032
nM pour obtenir 50 % de la réponse maximale des lymphocytes T Vy9V62 ; alors qu’il faut 1
UM d’IPP pour obtenir une réponse équivalente (56). La présence de ces phosphoantigénes
dans de nombreux pathogénes contribue a la large réactivité des lymphocytes T Vy9Vé2

envers ces organismes.
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Figure 7 : Voie du mévalonate et étapes en aval de la biosynthése des isoprénoides. D’aprés Morita,
Jin et al (56)

Il existe des phosphoantigénes synthétiques produits chimiquement dans le but de
stimuler spécifiguement les lymphocytes T Vy9V62 dans des protocoles d'immunothérapie
cellulaire. A I'heure actuelle, l'un des plus performant est le pyrophosphate de
bromohydrine (BrHPP) produit par la firme biopharmaceutique Innate pharma sous le nom

de « phosphostim™ »(60, 61).

A coté des phosphoantigénes, d’autres molécules sont capables de stimuler
spécifiguement les lymphocytes T Vy9V62: les aminobisphosphonates tels que le
pamidronate et le zoledronate. Les aminobisphosphonates sont des médicaments qui
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préviennent la résorption osseuse et qui sont utilisés pour le traitement de la maladie de
Paget, de tumeurs associées aux maladies osseuses et de I'ostéoporose (56). lls inhibent la
farnésyl pyrophosphate synthase (FPPS) (62) (Figure 7). L'inhibition de cette enzyme de la
voie de biosynthese du mévalonate conduit a la diminution de la synthese de Farnésyl
pyrophosphate (FPP) et a la perturbation des membranes des ostéoclastes et des cellules
tumorales ce qui provoque |'apoptose de ces derniéres et la perte d’activité des ostéoclastes
(56). L'induction de I'expansion des lymphocytes T Vy9V62 par les bisphosphonates a été
mise en évidence chez des patients en phase aiglie qui présentaient une augmentation du
nombre de lymphocytes T Vy9V62 apreés traitement au pamidronate (63). On sait
maintenant que l'inhibition de la FPPS provoque une accumulation intracellulaire des

phosphoantigénes IPP et DMAPP (Figure 7)

La démonstration de cette voie indirecte de stimulation par les bisphosphonates a
été apportée par Gober et a./ (64) qui ont montré que la stimulation par le zoledronate peut
étre bloguée par la mévastatine, un médicament connu pour inhiber la HMG-CoA reductase
(3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A). De ce fait, la mévastatine inhibe la production

d’IPP et de DMAPP et donc I'activation des lymphocytes T Vy9Vé2.

1.2.3.1.2. Base moléculaire de la reconnaissance des phosphoantigénes
par les lymphocytes T Vy9Vé2

Bien que I'antigene activant les lymphocytes T Vy9V562 soit connu, le mécanisme de
sa reconnaissance n’est pas encore élucidé. Une étude montre que la reconnaissance de
I'IPP est dépendante du TCR Vy9Vé2 (56). En outre, il a été proposé que cette
reconnaissance serait dépendante de certains résidus lysine et arginine de la région CDR36
de la chaine V62 et CDR3y de la chaine Vy9 (56). Cependant, les essais de cocristallisation de
I'IPP ou de HMBPP avec le TCR Vy9V62 n’ont pas donné de résultats, suggérant une
reconnaissance indirecte des phosphoantigénes via le TCR (65). Cette absence de liaison
directe ainsi que la petite taille de I'antigéne suggere qu’il pourrait exister une molécule

présentatrice des phosphoantigenes.
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De récents travaux de I'équipe de Morita vont dans ce sens et démontrent qu’il est
nécessaire d’avoir un contact cellulaire pour que les lymphocytes T Vy9V62 reconnaissent
leurs antigenes (56). Contrairement aux neurotransmetteurs ou hormones, I'IPP ne peut pas
activer les lymphocytes T Vy9V62 en absence de cellules présentatrices (APC) (56). Par
contre, si les lymphocytes T Vy9Vd2 sont en contact avec des cellules porteuses d’IPP, les
lymphocytes T Vy9V62 sont stimulés. Cela se traduit par une augmentation du calcium
intracellulaire (56), la sécrétion de tumor necrosis factor-a (TNF-a) (66), et une amplification
du métabolisme des lymphocytes T Vy9Vé62 (67) lors d’'une seconde exposition. Ces
caractéristiques ressemblent a celles observées par les lymphocytes T af} conventionnels. En
effet, les lymphocytes T aB reconnaissent par contact un complexe antigéne

peptidique/molécule de CMH porté par une cellule présentatrice d’Ag.

Néanmoins, parmi les molécules présentatrices classiguement connues a ce jour
(CMH-1, CMH-II, CD1), aucune ne semble requise pour reconnaitre I'IPP. En effet, des APC
mutants ne possédant pas de CMH-I, de B2-microglobuline, de CD1 ou de CMH-II, sont en
mesure de présenter I'IPP aux lymphocytes T Vy9Vé62 (56). De méme, les essais de blocage
de ces molécules a I'aide d’anticorps monoclonaux n’inhibent pas la reconnaissance de I'lIPP

(56).

Le groupe d’E. Scotet a identifié le complexe membranaire, associant
I’apolipoprotéine Al (Apo-Al) et la sous-unité F1 de I’adénosine triphosphate synthase (AS),
comme étant un ligand du TCR Vy9Vé2 (31). Ce complexe enzymatique se trouve
habituellement localisé dans les mitochondries des cellules saines mais il est également
présent a la surface des cellules tumorales(31). Dans ce cas, sa présence favorise la
reconnaissance de ces cellules par les lymphocytes T Vy9V62. Cette reconnaissance
s’effectue a travers l'interaction directe entre le TCR Vy9Vé2 et I’AS et conduit a la lyse des
cellules tumorales par les Ilymphocytes T Vy9Vd2. Le lien potentiel entre les
phosphoantigenes et ce complexe reste hypothétique. Il est possible que I’AS puisse fixer

des molécules d’IPP ou des molécules dérivées de I'IPP. Il est également possible que I'IPP
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entraine une activation ou un changement de conformation du complexe AS qui permettrait
sa reconnaissance (68, 69).

Récemment, le groupe d’E. Scotet a montré que les lymphocytes T Vy9Vé2 s’activent
tres rapidement et spécifiguement suite au contact avec des cellules tumorales humaines,
d’origines tissulaires variées, préalablement incubées avec des anticorps monoclonaux
spécifiques de butyrophylines/CD277 (BTN) (70, 71). Les molécules BTN sont des
glycoprotéines transmembranaires de type | appartenant a la superfamille des
immunoglobulines. La fonction et les ligands de ces molécules ne sont pas connus. La BTN
n‘est pas reconnue par le TCR naturellement. Cependant, lorsqu’un anticorps anti-
BTN/CD277 se fixe sur cette molécule, elle change de conformation et peut étre reconnue
par le TCR (Figure 8). De plus, le traitement avec les bisphosphonates change également la
conformation de la BTN et favorise ainsi sa reconnaissance avec le TCR (72). L’activation est
identique a celle observée apres stimulation avec des phosphoantigenes et se traduit par le
déclenchement de réponses fonctionnelles (cytokines, cytolyse, prolifération) (70-72). De
plus, le knockdown de I'expression des molécules de BNT est corrélée avec une réduction de
la réactivité des lymphocytes T Vy9V62 qui est restaurée par ré-expression de I'isoforme
BTN3A1 mais pas avec BTN3A2. Ces résultats indiquent que I'isoforme BTN3A1 joue un role

dans I'activation des lymphocytes T Vy9V62 par les phosphoantigénes (70).

Actuellement, les bases moléculaires de la reconnaissance antigénique spécifique des

lymphocytes T Vy9V562 ne sont donc que partiellement comprises.
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Figure 8 : Réle de la CD227/butyrophiline-3A dans I'activation des lymphocytes T Vy9V62. (A) La
molécule CD227 n’est pas reconnue par le TCR Vy9V62 (a gauche). Aprés incubation avec I'anticorps
anti CD227, la molécule CD227 change sa conformation et est reconnue par le TCR Vy9V&2 (a droite).
(B) Plusieurs tumeurs sont faiblement reconnues par les lymphocytes T Vy9V62 (a gauche). Le
traitement avec un aminobisphosphonate induit une augmentation de [’expression de
Phosphoantigenes qui conduit a un changement de conformation de la molécule CD227 et
I'activation des lymphocytes T Vy9V62 (a droite). D’apres Kabelitz (72)
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1.2.3.2. Les différents phénotypes de lymphocytes T Vy9Vé2
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Figure 9 : Phénotypes et caractéristiques fonctionnelles principales des sous-populations de
lymphocytes T Vy9V62. D’aprés Catros, Toutirais et al (73)

Le phénotype naif/mémoire des lymphocytes T Vy9V62 peut étre déterminé a I'aide
des marqueurs CD45RO, CD45RA et CD27. Les différentes sous-populations sont les
lymphocytes T naifs (Ty), les lymphocytes T mémoires centraux (Tcw), les lymphocytes T
mémoires effecteurs (Tgyv) et les lymphocytes T mémoires effecteurs en différenciation

terminale (Tgmra) (Figure 9).

Les cellules Ty représentent la population majoritaire dans les ganglions (80% des
lymphocytes T Vy9V62) mais la moins fréquente dans le sang périphérique. Ces cellules ont
un phénotype CD27" CD45RA™ CD45RO". Elles proliférent & un niveau élevé en cas de
stimulation ex vivo. Cependant, leur fonction cytotoxique est faible. Elles expriment les

récepteurs CCR7 et CD62L associés a la migration vers les ganglions lymphatiques (74).
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Les cellules Teym représentent environ 50 % des lymphocytes T Vy9V62 du sang
périphérique et environ 20 % dans les ganglions. Elles ont un phénotype CD27" CD45RA
CD45RO" caractérisé par un fort potentiel prolifératif et peu de fonctions effectrices (pas
d’activité cytotoxique, et faible capacité a sécréter des cytokines). Elles expriment CCR7 et
CD62-L et entre 10-25% d’entre elles expriment les récepteurs CCR2, CCR5, CCR6 et CXCR3
(75) associés a la migration vers les sites inflammatoires. In vitro, apres stimulation en
présence d’'IL-2, les cellules Tey se différencient en cellules Tgy. Par contre, si elles sont
cultivées en présence d’IL-15 et en absence de phosphoantigéne, elles se différencient en

cellules TEMRA-

Les cellules Tew ont un phénotype CD27 CD45RA™ CD45RO". Elles ont une faible
capacité a proliférer, un fort niveau d’expression de récepteurs aux chimiokines et un faible
taux d’expression des récepteurs NK. Cela suggére que ces cellules interviennent surtout
dans les processus inflammatoires plutét que dans les activités cytotoxiques. Elles sécretent

notamment de fortes quantités d’IFN-y (75) et n’expriment pas le récepteur CD16.

Les cellules Temra ONt un phénotype CD27 CD45RA™ CD45RO". Elles ne proliférent
pratiguement pas et ont une faible activité inflammatoire liée a une faible expression de
récepteurs aux chimiokines. Par contre, Elles expriment de nombreux récepteurs NK leur
permettant d’avoir une activité lytique importante. Ces cellules ont une forte activité
cytotoxique vis-a-vis des cellules tumorales corrélée a la sécrétion d’IFN-y et de perforine
(76). De plus, elles expriment le récepteur CD16 qui permet de fixer la région Fc des
immunoglobulines afin d’effectuer de I’ADCC (antibody dependent cell cytotoxicity) (76).
Néanmoins, en cas de stimulation des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs)
avec des agonistes synthétiques, il est possible d’obtenir des populations de lymphocytes T
Vy9Vé2 ayant un phénotype EM et exprimant le récepteur CD16. Selon Dieli et al., les
lymphocytes Temra sont considérés comme I'étape finale de maturation des lymphocytes T
Vy9Vé&2 car elles dériveraient des cellules Ty (74). Les cellules Tepmgra de la sous-population de
lymphocytes T Vy9V62 possede des télomeéres plus courts que ceux des Tgy eux méme plus

courts que ceux des Tcy. Le groupe de Dieli propose un modele linéaire au cours duquel des
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lymphocytes T Vy9V62 naifs se différencient en cellules Tey apres stimulation et migrent vers
les ganglions lymphatiques. En cas de réexposition avec I'Ag, les cellules T¢y se différencient
en cellules Tgy et migrent vers les sites inflammatoires pour se différencier en cellules Tgmra

afin d’éliminer I’agent pathogene.

1.2.3.3. Interaction des lymphocytes T Vy9V62 avec les cellules tumorales

1.2.3.3.1. Synapse immunologique

Les lymphocytes T Vy9V62 expriment un grand nombre de récepteurs membranaires
permettant de reconnaitre les cellules tumorales. Lorsqu’un lymphocyte T Vy9V42 interagit
avec une cellule tumorale, il forme une synapse immunologique (73). Les récepteurs migrent
et se regroupent au sein de cette synapse pour s’engager avec leurs ligands respectifs sur la
cellule cible (Figure 10). Il existe deux types de récepteurs : les récepteurs activateurs qui
induisent une activation de la cellule effectrice conduisant a son activité lytique et les
récepteurs inhibiteurs qui font I'inverse. Le principal récepteur impliqué dans I'activation des

lymphocytes est le TCR qui interagit avec I'IPP.

D’autres molécules, comme les NKR (natural killer receptors) et les TLR (toll-like
receptor) appelées co-récepteurs, jouent un role dans la reconnaissance des cellules
tumorales par les lymphocytes T Vy9V62 (77). Les TLR sont des récepteurs activateurs
reconnaissant les PAMP (Pathogen-Associated molecular Pattern) ou les DAMP (Danger-
Associated Molecular Pattern). Parmi les NKR exprimés par les lymphocytes T Vy9Vé62, il faut
citer le récepteur NKG2D qui reconnait des molécules induites par le stress et surexprimées
dans les cellules cancéreuses comme par exemple MICA, MICB, ULBP1, 2, 3 et 4 (78). NKG2D
peut suffire a activer les lymphocytes T Vy9V62 sans stimulation du TCR (60, 79). D'autres
récepteurs NK comme DNAM-1 et CD96 interviennent également dans la synapse
immunologique (80). DNAM-1 interagit avec Nectine-2 et Necl-5 ; tandis que CD96 interagit
uniquement avec Necl-5 (voir chapitre 3 sur les nectines). La co-activation de DNAM-1 avec

le TCR augmente I'activité cytolytique des lymphocytes T Vy9Vé2 (80).
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DNAM
(cD226)
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Figure 10 : La synapse immunologique entre un lymphocyte T Vy9V62 et une cellule tumorale.
D’apreés Catros et al. (73)

Les récepteurs inhibiteurs ont pour fonction de moduler la réponse lymphocytaire. Il
s’agit par exemple de NKG2A ou B (69) qui reconnaissent HLA-E en association avec CD94. La
région intracytoplasmique de ces molécules est constituée de deux séquences inhibitrices
ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) qui transmettent des signaux

inhibiteurs au lymphocyte.

Grace a ces récepteurs, les lymphocytes T Vy9V52 sont capables de discriminer les

cellules saines des cellules infectées ou tumorales.
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1.2.3.3.2. Capacité de cytolyse et de sécrétion des lymphocytes T Vy9Vé2

Les Lymphocytes T Vy9V62 sont capables de détruire une grande variété de cellules

tumorales. Pour cela, ils disposent de plusieurs mécanismes (81) :

- le systeme FAS/FAS ligand (ou CD95/CD95-L)

- le systéme de récepteur TRAIL R/TRAIL

- Le systeme perforine-granzyme. Les lymphocytes T y6 expriment les granzymes

A, B et M, la granulysine et la perforine (82). L'expression de ces molécules est
corrélée avec leur stade de différenciation (74). Plus le stade est avancé et plus
I’expression de ces molécules augmente. Elles sont fortement exprimées chez les
Temra €t pas du tout chez les cellules Ty et Tem (74).

De plus, les lymphocytes T Vy9V62 produisent des cytokines dont certaines leur
permettent de recruter d’autres cellules du systéeme immunitaire. Les lymphocytes T Vy9Vé2
peuvent s’orienter vers un profil Thl (IFN-y et TNF-a) (83) ou Th2 (IL-4 et IL-5) (84, 85) en
fonction de I'environnement cytokinique dans lequel se fait la rencontre avec le
phosphoantigene.

Il a été décrit que les lymphocytes T Vy9V62 peuvent avoir un profil Th17 ou Tyd17
(47). Toutefois, cette population reste mineure. En effet, 80 % des lymphocytes T Vy9Vé62
produisent de I'lFN-y ; tandis que 1 % produisent de I'lL-17 qui est une cytokine impliquée
dans l'inflammation (86). Le profil Th17 peut étre acquis par les lymphocytes T Vy9V62 naifs
apres activation et culture en présence de TGF-B, IL-1B, IL-6 et IL-23. L’IL-6 induit la
production d’IL-17. Le TGF-B inhibe la production d’IL-12 et ainsi favorise la différenciation
Th17 au détriment d’un profil Thl ou Tyd1l. L'IL-1B stabilise le phénotype Th1l7 chez les
lymphocytes T Vy9V62 néonataux. Pour le réle de I'lL-23, il est important de distinguer les
effets de ces cytokines sur les lymphocytes T Vy9V62 néonataux de ceux de I'adulte (Figure
11). Les lymphocytes T Vy9V62 néonataux de profil Th17 produisent de I'lIFN-y en plus de I'IL-
17 en présence d’IL-23 (lymphocytes Ty61/17) ; tandis que sur la population adulte, I'IL-23

est seulement nécessaire au maintien du profil Th17 et n’induit pas la production d’IFN-y
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(47). De plus, I'lL-6 n’est pas nécessaire pour maintenir les lymphocytes T Vy9Vvé2 Th1l7
(Figure 11).
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Figure 11 : Régulation des lymphocytes T Vy9Vé2 de profil Th17 (Tyd17). D’aprés Ness-Schwickerath
and Morita (47)

L’environnement cellulaire permettant aux lymphocytes T Vy9V62 de devenir
producteurs d’IL-17 est encore inconnu. La transition des lymphocytes T Vy9Vd2 naifs au
phénotype mémoire Thl7 s’effectue hors du thymus, dans les organes lymphoides
périphériques (Figure 12) (47). Les lymphocytes T Vy9V62 Thl7 ont en général des
caractéristiques phénotypiques de type Tewra. Toutefois, ils possédent des capacités
cytotoxiques moins importantes (87). En effet, les lymphocytes T IL-17" expriment granzyme
B, TRAIL, Fas-L, CD161 (marqueur de la production d’IL-17), mais pas de perforines, NKG2D,
CD16 et CD56. L'absence de NKG2D, connu pour étre exprimé par la majorité des
lymphocytes T Vy9V62, peut s’expliquer par la présence du TGF-B. Il a été décrit que le TGF-
est impliqgué dans la diminution de I'expression de NKG2D chez les cellules NK et les
lymphocytes T CD8" (87). L'impact de TGF-B sur la downregulation de NKG2D par les
lymphocytes T Vy9V62 IL-17" reste a démontrer. Le role des lymphocytes T Vy9V62 de profil
Th17 reste encore mal compris. Ces cellules pourraient étre impliquées dans I'immunité anti-

infectieuse (88) et dans les maladies auto-immunes (89).
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Les lymphocytes T Vy9V62 peuvent également se distinguer par leur profil Th22 ou
Ty822 caractérisé par la production d’'IL-22 (47). Les lymphocytes T Vy9V62 de profil Th22
nécessitent les mémes cytokines que celles qui permettent d’obtenir un profil Thl7. Les
lymphocytes néonataux ont besoin d’IL-1f3, d’IL-6, et de TGF-B ; tandis que les lymphocytes
adultes requierent de I'lL-23, de I'lL-1B et du TGF-B (47). Néanmoins, les lymphocytes T
Vy9V62, produisant a la fois de I'lL-17 et de L’IL-22, sont tres peu nombreux (47). Ces
données suggerent que le profil Th22 est bien distinct du profil Th17. Cependant, les
conditions nécessaires pour séparer ces deux sous-populations fonctionnelles restent a
étudier. Les lymphocytes T Vy9Vd2 Th22 infiltrent la peau pour lutter contre les pathogenes
mais sont aussi impliqués dans les désordres inflammatoires (47).

Les lymphocytes T Vy9V82 peuvent également avoir un profil Ty (follicular helper)
qui appuie la réponse immunitaire médiée par les lymphocytes B en les aidants a produire
des anticorps. Ces lymphocytes T Vy9V62 sont obtenus par culture avec de I'lL-21 et un
phosphoantigene. Cette cytokine induit I'expression des molécules ICOS, CD40-L et CXCR5 a
leur surface en parallele a la stimulation du TCR (90). Ces lymphocytes sécrétent de I'lL-4, de
I'IL-10 et CXCL13 qui vont soutenir la production d’anticorps par les cellules B au niveau des
organes lymphoides secondaires (90).

Les lymphocytes T Vy9V82 peuvent aussi se différencier vers un profil Tgeg (T
regulatory) exprimant FoXp3 et affichant une activité régulatrice apres activation du TCR par
un phosphoantigéne en présence d’IL-15 et de TGF-B (Figure 12) (46).

Aprés 18 a 24 heures de stimulation et en absence de cytokine, les lymphocytes T
Vy9V62 s’orientent vers un phénotype Tapc (T-antigen presentating cell) exprimant a leur
surface des récepteurs nécessaires a la présentation d’antigene et a la stimulation d’une
réponse immunitaire adaptative tels que les molécules CMH de classe Il, CD80, CD86, CD40
et CD54 (Figure 12) (46).

L’existence de nombreux profils de lymphocytes T Vy9Vé2, tels que Thil, Th2, Thl7,
Th22, Ta, T.reg €t Tapc démontrent la grande plasticité de ces cellules liée a I'interaction avec

de nombreuses cytokines.
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Figure 12 : Orientation des lymphocytes T Vy9Vé2 vers un profil donné en fonction de
I’environnement cytokinique. D’apres Pang et al. (46).

1.2.4. Intérét des lymphocytes T Vy9V62 en immunothérapie des cancers

1.2.4.1. Immuno-surveillance des tumeurs par les lymphocytes T
Vyové2

Les lymphocytes T Vy9Vé2 participent a I'immuno-surveillance des cancers comme le

prouvent de nombreuses études menées in vitro, in vivo et in situ (Tableau 2).

Plusieurs études in vitro démontrent I'activité cytolytique des lymphocytes T Vy9Vvé2
vis-a-vis des tumeurs épithéliales du sein (91), de I'ovaire (17), du foie (60), du rein (92), du
cOlon (93), de la prostate (94), sur des neuroblastomes (95), et des tumeurs
hématopoiétiques telles que les leucémies, les lymphomes (96) et les myélomes (97-99).
Une étude a montré que les cellules tumorales de leucémie myéloide aigué pouvaient étre
reconnues et éliminées par les lymphocytes T Vy9V62 in vitro et in vivo dans un modeéle
murin NOD-SCID (98). Ce potentiel anti-tumoral des lymphocytes T Vy9V62 a également été
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démontré in vivo chez des souris nude greffées par des tumeurs de carcinome nasopharyngé
ou mammaire (100, 101). Les souris nude ou NOD-SCID ont un systéme immunitaire
déficient : la souris nude n’a pas de lymphocytes T et les souris NOD-SCID n’ont pas de
lymphocytes T et B. Apres greffe de cellules tumorales, il est possible d’effectuer un transfert
adoptif de lymphocytes T Vy9V62 pour mesurer leur impact sur la reconnaissance anti-
tumorale. Le transfert de lymphocytes T Vy9V62 dans ces modeles était associé a une

diminution du volume tumoral et une augmentation de la survie (98, 100, 101).

Critére , In vivo
, , In vitro
evalue Souris Humain
Tumeur rénale ; du foie ; Leucémie
Effet épithéliale du sein ; de I'ovaire ; myéloide Leucémie ;
Cytotoxique du célon ; cancer de la prostate ; chronique ; tumeurs malignes
des neuroblastome ; Leucémie tumeur lymphoides ;
lymphocytes T  myéloide chronique ; myélome ;  nasopharyngée carcinome durein
Vysva2 lymphome ; carcinome rénal ; ; cancer
carcinome de poumon du sein
Mélanome ;
Infiltration Carcinome rénal ; cancer de la clmlangiocafcim:.rme
tissulaire des thyroide ; du poumon ; ;cancer de | fﬁ“—“'a”f‘- :
lymphocytes T lymphome E ; carcinome ovarnen cancer du C‘:'IF'" ;
cancer du sein ;
Vyoavs2 '

cancer du col de

I'utérus

Tableau 2 : Capacité cytotoxique et/ou a infiltrer le tissu tumoral des lymphocytes T Vy9V62 en
fonction du type de cancer. (Tableau récapitulatif des données des études)

Chez ’'homme, les résultats préliminaires d’essais cliniques menés chez des patients
porteurs de tumeurs malignes lymphoides ou d’un carcinome rénal sont en faveur d’un

potentiel anti-tumoral des lymphocytes T Vy9V62 (Tableau 2) (97, 102).
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Plusieurs études d’'immunohistochimie in situ ont révélé que les lymphocytes T Vy9V62
infiltraient les tumeurs du sein (91), du rein (74, 103), du c6lon (93), du poumon (104), de la
thyroide (105), de lymphomes B (106) et aussi de |'ovaire (17, 107) (Tableau 2). Ces
lymphocytes T Vy9V62 infiltrant la tumeur expriment les récepteurs aux chimokines
inflammatoires (CXCR4) ce qui explique en partie leur présence au sein de la tumeur (108).
L'activation des lymphocytes T Vy9V62 par du zoledronate induit un gain d’expression de
récepteurs CCR5 et CXCR3, impliqués dans le homing vers le site de I'inflammation, et
diminuent I'expression de CCR7 et CXCR5, impliqués dans la migration vers les ganglions

lymphatiques (109, 110).

Cette capacité d’infiltration des tumeurs par les lymphocytes T Vy9V62 activés a été
récemment confortée par une étude clinique de phase | de transfert adoptif d’effecteurs T
Vy9V62, menée sur dix-huit patients atteints d’un cancer au stade métastatique (mélanome,
cholangiocarcinome, adénocarcinome, cancer de I'ovaire, du c6lon, du sein, et du col de
I'utérus). Dans cette étude, la migration des lymphocytes T Vy9V62 transférés vers les sites

métastatiques tumoraux a été observée par radiomarquage a I'indium (Tableau 2) (110).

Les Ilymphocytes T Vy9V62 interviennent aussi indirectement dans
I'immunosurveillance des cancers en stimulant les cellules NK. En effet, la capacité
cytotoxique des cellules NK peut étre augmentée par les lymphocytes T Vy9Vé2 via
I'interaction CD-137/CD137-L (Figure 13) (111, 112). Dans ces conditions, la reconnaissance
des cellules tumorales, y compris des cellules non reconnues par les NK comme les Daudi,
est considérablement augmentée montrant I'importance des interactions entre cellules
effectrices pour potentialiser la réponse anti-tumorale. Cet effet est observé aprés injection
d’aminobisphosphonate ou inoculation de lymphocytes T Vy9V62 activés (111). La raison de
cette meilleure reconnaissance est que l'interaction CD137/CD137-L induit I'augmentation
de I'expression de NKG2D a la surface des cellules NK (111). A ce jour, aucune étude n’a

évalué I'impact des cellules NK sur la fonctionnalité des lymphocytes T Vy9V62.
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L'ensemble de ces données montrent que les lymphocytes T Vy9V62 peuvent

contribuer a 'immunité anti-tumorale.

7o T cell NK cell

Increased
ADCC

Tumor

KEV:Ci Tumor Ag
= Inhibition of cytotoxicity
4k Enhancement of cytotoxicity
o Perforin/granzyme B

TRENDS in Immunology

Figure 13 : Impact des interactions entre une cellule NK, un lymphocyte T Vy9V62 et une cellule
tumorale. D’aprés Houot et al. (111)

1.2.4.2. Intervention des lymphocytes T Vy9V62 en immunothérapie des
cancers

L'immunothérapie est une voie alternative aux traitements classiques du cancer que
sont la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie. Elle se caractérise par une spécificité
envers les cellules tumorales supérieure a celle des traitements conventionnels. Son principe
est de provoquer une réponse du systéme immunitaire du patient pour que ce dernier
élimine par lui-méme sa tumeur. |l existe deux grands types dimmunothérapie :

I'immunothérapie active et I'immunothérapie passive
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EEIEIE!EI
Autolog.oue‘. yﬁ T MetastaicRCC  +dl2z
cell infusions +BrHPP
Metastatic RCC +Z0L 1 100
+rlL-2
Solid tumors +rlL-2 28 ND ND ND ND
+BrHPP
Non-small-cell lung cancer +Z0L 8 63 37 1]
+riL-2
Non-small-cell lung cancer +Z0L 15 60 40
+rL-2
Solid tumors i T alone 5 40 40
combination 20 30 b 15
Solid tumors 18 61 17 1 6
Bisphosphonate Refractory low-grade riL-2 d6—d8& 10 80 10
in vive non-Hodgkin lymphoma No preselection
and multiple myeloma L2 d1-d6 9 44 22 33
Preselection
Metastatic hormaone-refractory Phase | ZOL 9 78 11 1
prostate cancer Phase | ZOL +rll-2 9 33 44 22
Advanced stage IV breast cancer  ZOL+rlL-2 10 70 20 10
Phase |

CR, complete response; PD, progressive disease; PR, partial response; 5D, stable disease.

Tableau 3 : Sélection des essais cliniques visant a évaluer la sécurité et I'efficacité des transferts
adoptifs de lymphocytes T Vy9V62 (immunothérapie passive) ou I’administration de molécules
stimulatrices (immunothérapie active). D’apres Hannani et al. (99).

1.2.4.2.1. 'immunothérapie active par les lymphocytes T Vy9Vé2

Une premiere méthode consiste a injecter chez le patient du phosphostim™ combiné
a de I'lL-2 pour induire une amplification spécifique des lymphocytes T Vy9V62 de type Tem
dans le sang périphérique. La réponse immunitaire obtenue est transitoire avec un retour au
niveau basal au bout d’environ 15 jours. Des essais cliniques de faisabilité ont déja été

effectués et montrent une faible toxicité de ces molécules (113).

Une autre méthode consiste a remplacer le phosphostim™ par des
aminobisphosphonates comme le zoledronate pour amplifier les lymphocytes T Vy9Vvé2
(Tableau 3). Dans ces essais cliniques, des stabilisations et des régressions partielles de
tumeur ont été observées corrélativement a une augmentation des lymphocytes T Vy9V62
circulants. Cependant, des traitements répétés entrainent une diminution de la réponse
proliférative des lymphocytes T Vy9V62 a fois chez les primates sains et chez I’homme, ce

qui suggére d’optimiser ce type d’approche.
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1.2.4.2.2. 'immunothérapie passive par les lymphocytes T Vy9Vé62

Elle consiste a transférer des effecteurs T Vy9V62 au patient. Classiquement, les
PBMCs sont isolées a partir de sang périphérique, puis cultivées in vitro en présence d’ABP
ou de phosphostim™ et d’IL-2 afin d’amplifier sélectivement les lymphocytes T Vy9Vé2. Au
bout de deux semaines, une grande quantité de lymphocytes T Vy9V62 de type Tem est
obtenue (de I'ordre du milliard de cellules). L’administration au patient peut se faire par
voie générale ou bien par une voie plus localisée comme la voie intra-artérielle ou intra-
péritonéale. Cette expansion ex vivo a |'avantage de ne pas étre perturbée par le

microenvironnement tumoral qui pourrait inhiber la prolifération.

Plusieurs essais cliniques utilisant cette stratégie ont déja été évalués dans divers
types de cancers dont le cancer du rein métastatique, le myélome et le cancer du poumon
(Tableau 3). Un cas de rémission compléte dans le cas du cancer du rein métastatique a été

observé. La toxicité de ces approches est faible (102, 111).

1.2.4.2.3. Perspectives pour améliorer I'immunothérapie basée sur les
lymphocytes T Vy9Vé2

L'immunothérapie basée sur les lymphocytes T Vy9Vé2 pourrait étre améliorée en les
associant avec des anticorps monoclonaux. Dans ce type d’approche, les lymphocytes T
Vy9V62 exprimant le récepteur FCRylll/CD16 fixent les anticorps et effectuent de I’ADCC.
Une association avec des anticorps monoclonaux utilisés dans le traitement de cancer
comme le Rituximab qui cible la molécule CD20, dans les lymphomes Non-Hodgkinien ou
encore le trastuzumab qui cible Her2 dans les tumeurs mammaires présente un intérét

(Tableau 4) (114).

Le succes de ces thérapies nécessite une meilleure connaissance des mécanismes de
reconnaissance des cellules tumorales par les lymphocytes T Vy9V62 et des mécanismes
d’échappement interférant avec cette reconnaissance. Certaines molécules exprimées par
les cellules tumorales peuvent en effet les protéger de la lyse. C'est le cas avec la molécule

HLA-E qui est décrite comme favorisant I'échappement des cellules tumorales de gliomes
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(115) et de mélanome a leur reconnaissance par les cellules NK et les lymphocytes T CD8"

(116).

mab ——TTorget —indication

Rituximab CD20
Trastuzumab HER2
Alemtuzumab CD52
Cetuximab EGFR
Panitumumab EGFR
Ofatumumab CD20

MNon-Hodgkin lymphoma
Breast cancer

Chronic lymphocytic leukemia
Colorectal cancer

Colorectal cancer

Chronic lymphocytic leukemia

Tableau 4 : Anticorps monoclonaux approuvés pour étre utilisés en thérapeutique. D’apres Houot

and al. (111).

Dans de nombreux types de cancer, des molécules membranaires comme les

nectines par exemple sont surexprimées. Ces dernieres peuvent étre reconnues par des

récepteurs activateurs et favoriser I’élimination de la cellule tumorale. C'est ce que notre

équipe a démontré pour l'interaction entre DNAM-1 et son ligand nectine-2 (80). De maniére

générale, le role des nectines dans la reconnaissance des cellules tumorales par les

lymphocytes T Vy9V62 est tres peu documenté. Le travail de thése a été mené dans cet

objectif.
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I.3. Transferts membranaires et échanges intercellulaires de

protéines

Lors de la formation de la synapse immunologique, la cellule effectrice peut
récupérer des morceaux de membrane de la cellule cible et les incorporer a sa propre
membrane (117). Ce processus de transfert synaptique est un phénomene actif et rapide
(maximum atteint en quelques minutes) (117, 118). Ce mécanisme de transfert de
membrane s’appelle « trogocytose » (du grec « trogos » : grignoter) et a d’abord été décrit
pour les lymphocytes B et les lymphocytes T CD8" (117). Du fait de ce transfert, la cellule qui
trogocyte récupere de maniére non spécifique et intacte (non clivée) un certain nombre de
protéines de la cellule cible (119). Des études ont montré que les cellules NK, les
lymphocytes T y& et T CD4" étaient capables de « trogocyter » certains types de cellules

tumorales (120).

Le mécanisme de trogocytose n’est pas complétement compris. En ce qui concerne
les cellules de I'immunité, la trogocytose a été décrite durant la formation de la synapse
entre une cellule présentatrice d’antigéne et un lymphocyte T CD4" ou CD8" (Figure 14)
(121). Uinteraction cellulaire permet l'interaction entre les récepteurs et leurs ligands. Il en
résulte I'enlevement de fragments de membrane apres la dissociation de la synapse. Ainsi,
les lymphocytes T CD4" et CD8" acquiérent des molécules de surface de la cellule
présentatrice d’antigene telles que le CMH de classe | et Il ainsi que les molécules de co-
stimulation. Cet enlévement se ferait grace a la formation de ponts membranaires et de
microdomaines de fusion membranaire au sein de la synapse immunologique (119, 122). Ces
domaines de fusion permettraient la diffusion de fragments de membrane par diffusion
latérale (Figure 15d). La trogocytose requiert nécessairement le contact entre les cellules
(118). D’un point de vue méthodologique, le transfert de membrane peut étre mis en
évidence en marquant la cellule cible par du PKH67, un colorant lipophile qui colore la
membrane plasmique (123). Si la cellule effectrice trogocyte la cellule cible, elle acquiert des

fragments de membrane contenant du PKH67 mis en évidence par cytométrie en flux (123).
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Figure 14 : Modéle mécanistique de la trogocytose entre lymphocytes et APC. D’apres Caumertin,
lemaoult et al. (121)

Un mécanisme de transfert membranaire autre que la trogocytose permet également
le transfert intercellulaire de protéines. C'est la sécrétion d’exosomes (Figure 15c) (119).
Dans ce cas, des corps membranaires ou vésicules sont relargués par les cellules et peuvent
étre incorporés par une cellule voisine. Contrairement a la trogocytose, elle ne nécessite pas

de contact.

En outre, les transferts de membranes ne sont pas les seuls mécanismes d’échange
intercellulaire de protéines. Le « uprooting » ou déracinement (Figure 15a) (119) permet,
apres interaction entre un récepteur et son ligand situés respectivement sur deux cellules en
contactes, a une des cellules de déraciner le ligand de son récepteur situé sur la seconde
cellule sans pour autant récupérer d’autres éléments de la membrane. En théorie, ce

mécanisme est possible bien qu’il n’ait jamais été observé expérimentalement faute d’outils
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techniques adaptés. Le deuxieme mécanisme d’échange de protéines sans incorporation de
membrane est le clivage protéolytique (Figure 15b). Lorsque deux cellules entrent en
contact, les couples ligands/récepteurs vont interagir. L'une des protéines peut alors étre
clivée et une partie de cette molécule reste accrochée a son ligand situé sur I'autre cellule.
Enfin, une cellule peut également récupérer une protéine située sur la membrane d’une
cellule voisine en formant un nanotube (Figure 15e) (119). Apres contact, les cellules
forment un nanotube, issu des membranes des deux cellules, qui échangent alors des

protéines.

a Uprooting b Proteolytic cleavage

Cell type1

¢ Transfer of enclosed membrane d Membrane bridges
bodies or vesicles

€ Membrane nanotubules

Figure 15 : Les différents mécanismes d’échange intercellulaire de protéines. D’aprés Davis. (119)
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Les conséquences fonctionnelles de ces échanges intercellulaires de protéines chez
les lymphocytes T sont multiples. lls peuvent soutenir leurs fonctions effectrices comme la
sécrétion de cytokine, l'initiation de la réponse immunitaire et la prolifération (117, 124).
Cependant, ils peuvent également abroger la réponse des cellules T. En effet, lorsque les
lymphocytes T récupérent le complexe peptide/CMH suite a I'interaction avec des cellules
APC, ils deviennent de ce fait susceptibles de subir une lyse fratricide (117, 124). Il en est de
méme lorsque les lymphocytes récuperent ainsi des récepteurs de mort. C'est le cas des
lymphocytes T CD8" qui incorporent, par trogocytose des APC et des cellules tumorales, la
protéine PD-L1 (Programmed Death Ligand 1) (125). De méme, l'incorporation par
trogocytose de ligands activateurs par les lymphocytes T peut déclencher la downrégulation
et/ou l'internalisation des récepteurs des cellules voisines et ainsi réduire la réponse
immunitaire (124, 126). Par ailleurs, la trogocytose peut induire également |'anergie des
cellules effectrices (124, 125). Par exemple, la molécule HLA-G est connue pour rendre les
cellules effectrices anergiques et peut dans certains cas étre récupérée par trogocytose par
les cellules NK et les lymphocytes T (125, 127). Pour finir, le transfert intercellulaire de
protéines permet aussi a des cellules de récupérer des récepteurs a virus qu’elles ne
possédaient pas initialement (119). De ce fait, elles deviennent susceptibles d’étre infectées

a leur tour.
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1.4. Les nectines et les molécules de type nectine (nectin-like)

1.4.1. Généralités et structures

1.4.1.1. Les membres de la famille des nectines et molécules nectin-like

Les nectines et les molécules nectines-like (necls) sont des protéines transmembranaires
impliquées dans I'adhérence cellulaire. Elles appartiennent a la super famille des
immunoglobulines. Elles jouent un réle essentiel dans la régulation d’activités cellulaires
comme la polarisation, la différenciation, la motilité, la prolifération et la survie des cellules
(128). La famille des nectines regroupe quatre molécules alors que les necls sont au nombre
de cing (Tableau 5). Les premiéres nectines isolées sont la nectine 1 et la nectine 2. Elles ont
été décrites comme étant respectivement le récepteur d’internalisation cellulaire de I'a-
herpesvirus PRR1 et PRR2 (129, 130). Ces molécules ont été rebaptisées nectine a partir du

nom latin necto qui signifie « connecter » (128).

Member  Old nomenclature Function Knockout mouse phenotype

Nectin-1 PRR1,HVEC Cell-cell adhesion molecule Microphthalmia, skin abnormalities
Receptor for o-herpes virus (HSV-1, HSV-2 and pseudorabies  and abnormal mossy-fibre trajectories
virus) entry into cells, in the hippocampus

(Defects in humans: cleft lip/palate-ectodermal dysplasia
syndrome, also known as Zlotegora—Ogur syndrome)

Nectin-2 PRRZ, HVEB Cell-cell adhesion molecule Male-specific infertility
Receptor for o-herpesvirus entry into cells

Nectin-3 PRR3 Cell-cell adhesion molecule Male-specific infertility
Microphthalmia and abnormal mossy-
fibre trajectories in the hippocampus

Nectin-4 - Cell-cell adhesion molecule -
Overexpressed in breast carcinoma

NECL-1 TSLLT, SynCAM3 Cell-cell adhesion molecule with neural tissue-specific =
expression: localized at contact sites between axons and glial
cells or Schwann cells but not at synaptic junctions

NECL-2 IGSF4, RA175 5glGSETSLCI.  Cell-cell adhesion molecule that s localized on the Male-specific infertility
SynCAM1 basolateral membranes in epithelial cells
Imvolved in spermatogenesis and synapse formation
Tumour suppressor in lung carcinoma

NECL-3 Similarto NECL3, SynCAM2 Putative cell-cell adhesion molecule -

NECL-4 TSLLE, SynCAM4 Cell-cell adhesion molecule -
Mediates axo-glial interaction, Schwann cell differentiation
and myelination
Possible involvermnent in tumour suppression

NECL-5 TAGE4. PVR, CD155 Receptor for poliovirus -
Overexpressed invarious carcinomas
Enhancement of cell movement and proliferation (in
cooperation with integrin ovp3 and PDGF receptor)

CAM, cell adhesion molecule; H3V, herpes simplex virus: HVE. herpesvirus entry; PDGE, platelet-derived growth factor; PRR, peliovirus receptor-related protein:
PVR, poliovirus receptor.

Tableau 5 : Membres de la famille des nectines et des necls et leurs principales fonctions. D’apreés

Takai, Myoshi et al. (128)
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Les nectines interviennent dans la formation de nombreux types de jonctions
cellulaires telles que les jonctions adhérentes (AJs) entre les cellules épithéliales et les
fibroblastes, les cellules de Sertoli et les spermatides dans les testicules et les jonctions
puncta adhaerens dans le systeme nerveux. De plus, elles participent a la formation des
jonctions serrées (tight junctions) dans les cellules épithéliales et a la polarisation de la

cellule (128).

1.4.1.2. Structure et partenaires moléculaires

Les nectines et les necls présentent des domaines communs incluant une région
extracellulaire avec trois boucles d'immunoglobuline, un segment transmembranaire (TM) et
une queue cytoplasmique avec laquelle plusieurs protéines peuvent interagir (Figure 16a)
(128). Les nectines interagissent avec la protéine afadine (filamentous(f)-actin-binding
protein) et avec PAR3 (cell polarity protein partioning defective-3); tandis que les necls
interagissent avec les protéines d’échafaudage telles que les membres de la famille des
MAGUK (membrane-associated guanylate kinase) ou de la famille de la Band 4.1 ou encore
avec la protéine TCTEX1 (128) (Figure 16a). La capacité a lier I'afadine est le critere qui
permet de distinguer les nectines des necls. Seules les nectines lient I'afadine. L'afadine est

une protéine liant I'actine-F qui est localisée dans les Ajs (131).

Deux nectines ou necls a la surface d'une méme cellule constituent un dimere cis qui
peut former ensuite une dimérisation trans par contact avec un dimere porté par une cellule
voisine et former ainsi une structure d'adhérence cellulaire (Figure 16b). Nectines et
cadhérines coopérent pour établir des Als. Contrairement aux cadhérines, les nectines
créent des contacts cellulaires en formant des dimeres trans homophiliques ou
héterophiliques. Les interactions trans hétérophiliques sont plus fortes que les interactions
trans homophiliques. Elles concernent notamment les liaisons entre la Nectine-1 et la
Nectine-3, la Nectine-2 et la Nectine-3, et entre la Nectine-1 et la Nectine-4 (Figure 16c)
(128). Ces interactions trans contribuent au contact et a I'adhérence cellulaire de nombreux

types de cellules, comme par exemple les cellules épithéliales.
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Figure 16 : Structure moléculaire et mode d’interaction des nectines et des necls. D’aprés Takai,
Myoshi et al (128). a) Les nectines et necls contiennent trois boucles dans leur région extracellulaire,

—
¥,

un seul segment transmembranaire et une queue cytoplasmique. Les nectines posseédent un motif
consensus de 4 acides aminés dans la partie c-terminal qui interagit avec la protéine afadine au
niveau de son motif PDZ (PSD95 DIgl Zo-1 domain). L’afadine lie I'actine-F permettant de relier les
nectines au cytosquelette. Nectine-1 et Nectine-3 lient la protéine PAR3. Les necls sont trés proches
des nectines mais elles ne lient pas I'afadine. Cependant, Necl-1 et Necl-2 interagissent avec les
protéines d’échaffaudage MAGUK et Band 4.1, et Necl-5 lie la protéine TCTEX1. b) Deux nectines et
necls situées sur la méme membrane plasmique forment des dimeéres cis puis forment des
interactions trans au niveau des boucles d’'immunoglobulines avec une autre cellule. c) Nectines,
necls et d’autres molécules membres de la famille des immunoglobulines (CD96, CD226 et CRTAM)
forment des interactions homophiles et/ou hétérophiles trans avec d’autres.
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En plus d'effectuer des interactions trans entre nectines et necls, celles-ci forment
des interactions trans hétérophiliques avec d'autres molécules de la famille des
immunoglobulines, comme DNAM-1 (CD226), CD96 (connue sous le nom de Tactile) et
CRTAM (Class-| restricted T cell associated molecule ou CD355) (132-134) (Figure 16c). Ces
molécules sont principalement exprimées a la surface des cellules de I'immunité telles que

les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK.

1.4.1.3. Role dans I'adhérence cellulaire
Les nectines et les cadhérines participent et cooperent a I'organisation d’Als dans les
cellules épithéliales et les fibroblastes. La présence des necls est facultative dans la

formation de connexions cellulaires dans différents organes.

1.4.1.3.1. Formation des jonctions adhérentes (Als) par les nectines et les
cadhérines

Les nectines sont les premiéres a initier la formation Als, bien avant les cadhérines.
Apres le contact, les nectines interagissent avec I'afadine au niveau cytoplasmique afin de
réorganiser le cytosquelette (128) (Figure 17a). Par la suite, I'afadine interagit avec une
protéine appelée ponsine. Ce complexe active la protéine RAC et CDC42 par I'intermédiaire
de protéines liant I'actine telles que IQGAP1 (IQ-motif-containing GTPase-activating protein-
1). Cette étape permet la migration des cadhérines vers I’AJs (Figure 17b). Les cadhérines se
lient directement a la B-caténine au niveau de leur région C-terminale. La B-caténine
interagit avec |'a-caténine qui est reliée a I'a-actinine et a la vinculine ; tandis que p120°"
régule I'adhérence et la stabilité des cadhérines. L'a-caténine, I'a-actinine et la vinculine
sont des protéines liant l'actine-F permettant aux cadhérines de s’ancrer dans le
cytosquelette d'actine (Figure 17c). Les cadhérines, 'a-caténine, la B-caténine et p120“™"
sont largement distribuées le long de la membrane plasmique latérale et sont surtout
présentes dans les Als chez les cellules épithéliales ; tandis que I'a-actinine et la vinculine
sont localisées strictement dans les Als. L'afadine et I'a-caténine interagissent indirectement
par l'intermédiaire de la liaison entre la ponsine et la vinculine, et également par la liaison
entre I'a-actinine et les protéines ADIP et LMO7 (Figure 17c). Il en résulte la formation d’un
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complexe stabilisé par la molécule Rac, préalablement activée par les cadhérines, car elle

inhibe I'endocytose des cadhérines (128) (Figure7d).
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Figure 17 : Réorganisation dynamique du cytosquelette lors de la formation de jonctions
adhérentes. D’apres Takai, Miyoshi et al. (128). a) La premiére étape de la réorganisation du
cytosquelette d’actine commence aprés le contact cellule a cellule qui est initiée par le complexe
nectine-afadine. A cette étape, I'afadine lie la ponsine qui est impliquée dans la connexion entre le
complexe nectine-afadine et cadhérine-caténine (montré en c). b) La seconde étape implique
I'activation de la protéine Rac et de CDC42 par la protéine IQGAP1. c) La troisieme étape est induite
par plusieurs complexes tels que ponsine-vinculine et a-actinine-ADIP-LMO7 qui relient I'a-caténine
au complexe nectine-afadine. Il en résulte I'interaction trans des cadhérines. d) La quatrieme étape
est induite par I'activation de Rac par les cadhérines qui inhibent I'endocytose des cadhérines et
stabilisent ainsi les Als.
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1.4.1.3.2. La signalisation intracellulaire induite par les nectines

Durant la formation d’Als, les nectines s’associent avec I'intégrine avp3, sous forme
activée apres sa liaison avec la Taline. Cette association permet I’activation de la tyrosine
kinase Src (Figure 18a). Ensuite, Src activée induit |'activation de la protéine RAP1 a travers
les protéines Crk et C3G, et phosphoryle FRG et VAV2 au niveau d'une tyrosine (128). RAP1
activée active FRG phosphorylée, ce qui conduit a l'activation de CDC42 qui entraine une
réorganisation du cytosquelette et la formation de filopodes. CDC42 activée augmente
I'activation de VAV2 phosphorylée et induit l'activation de Rac et la formation de
lamellipodes. Les filopodes et les lamellipodes, qui sont habituellement formés dans les
cellules en mouvement, se forment dans des cellules immobilisées par ces voies de
signalisation et contribuent a la formation de jonctions cellulaires (128). Aprés la formation
de ces Als, la protéine avp3 est inactivée ce qui renforce la stabilité des Als. Ces interactions,
faisant intervenir les nectines, vont avoir des conséquences pour la cellule qui dépendront

des types de nectine et de necl en jeu (Figure 18b).
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Figure 18 : Signalisation intracellulaire induite par les nectines pendant (a) et aprés (b) la formation
de jonctions adhérentes. D’apres Takai, Miyoshi et al. (128).
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1.4.1.4. Les fonctions des principales nectines et necls

Dans ce chapitre sera défini le réle des principales nectines et necls qui sont Nectine-
2, Nectine-3, Nectine-4, Necl-1 et Necl-5. La molécule Necl-2, ciblée dans ce travail de these,
fera I'objet d’un chapitre a part.

1.4.1.4.1. Fonction de Nectine- 2

Nectine-2 est un récepteur d’entrée du virus herpés simplex de type 2. Son absence
est associée a l'infertilité masculine (135). Cette molécule a pour ligands Nectine-2 elle-
méme, Nectine-3 et DNAM-1. Ce dernier est un récepteur activateur exprimé par les cellules
NK, les monocytes et les lymphocytes T dont les lymphocytes T Vy9Vé2 (80, 136). Nectine-2
est sur-exprimée dans les carcinomes colorectaux, les neuroblastomes, et les leucémies
myéloides (137). Dans un modéle de souris inoculées avec des cellules tumorales
transfectées pour exprimer Nectine-2, l'interaction de DNAM-1 avec Nectine-2 empéche le
développement de ces cellules (137). De méme, chez les souris déficientes en DNAM-1, le
développement des tumeurs est accéléré. Ces données montrent bien que Nectine-2 a un
fort impact sur la progression tumorale. De plus, le géne codant Nectine-2 est décrit comme
étant un gene activateur de tumeur intervenant dans de nombreuses étapes de la

cancérogenése telles que la prolifération, la migration, et la formation de métastases (136).

1.4.1.4.2. Fonction de Nectine-3

Nectine 3 s’associe physiquement et fonctionnellement avec le récepteur au PDGF
(platelet-derived growth factor) au niveau des zones de contact cellulaire et semble
contribuer a la survie cellulaire dépendante du PDGF en inhibant I'apoptose (138). L’afadine
a également un effet anti-apoptotique comme cela a été montré dans une étude sur des
corps embryonnaires qui sont issus de cellules souches embryonnaire afadine-/- (128). La
voie de signalisation phosphoinositide 3-kinase (PIK)-AKT du récepteur au PDGF intervient
dans l'inhibition de I'apoptose par le couple Nectine-3/afadine (Figure 18b). Cependant, la
maniére dont le complexe nectine-afadine et le récepteur au PDGF induisent la survie des

cellules par la voie de signalisation de AKT reste indéterminée. Au vu des questions
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soulevées, plusieurs études sont encore nécessaires pour mieux comprendre la signalisation

impliquée dans la survie cellulaire par le couple Nectine-3 et afadine.

1.4.1.4.3. Fonction de Nectine-4

Nectine-4, contrairement aux autres nectines, n’est présente physiologiguement
gu’au stade embryonnaire. Chez 'adulte, cette protéine est exprimée dans des tumeurs
mammaires jugées de mauvais pronostic et est absente des tissus sains (136). Nectine-4 est
clivée par la métalloprotéase ADAM17 (disintegrin and metalloprotéinase domain 17)
appelée aussi TACE (tumor necrosis factor-a-converting enzyme). La région intercellulaire se
retrouve ainsi solubilisée et est détectée dans le sérum des patientes atteintes de carcinome
mammaire métastatique. De plus, Nectine-4 a été identifiée dans le sérum de patients
atteints de carcinome pulmonaire non-a-petites cellules (136). Cette molécule est
considérée comme un antigene de type oncofcetale, au méme titre que I'antigeéne
carcinoembryonnaire (ACE), et représente une cible de choix en immunothérapie de ces

cancers.

1.4.1.4.4. Fonction de Necl-1

Necl-1 est une protéine spécifiqguement exprimée dans les neurones. Elle intervient
dans la formation des synapses au niveau de I’hippocampe en interagissant avec ses ligands
Nectine-1 et Nectine-3 (139, 140). Les jonctions synaptiques ainsi créées régulent la
neurotransmission et le remodelage synaptique d’axones voisins. Un role suppresseur de
tumeur de Necl-1 a également été mis en évidence. En effet, sa perte d’expression induit la
tumorigenése dans le modeéle du cancer du colon des gliomes humains (136, 141). De méme,
la ré-expression de Necl-1 par des cellules tumorales est associée a la diminution de la
croissance tumorale dans les gliomes humains (136). Son action suppressive de tumeur
serait due a sa capacité d’induire I’arrét du cycle cellulaire par un mécanisme encore inconnu

(136).
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1.4.1.4.5. Fonction de Necl-5

Necl-5 a été identifiée comme étant le récepteur du poliovirus humain (PVR aussi
connu sous le nom de CD155) (142, 143). Elle est aussi connue sous le nom de TAGE4 chez
les rongeurs ou elle est surexprimée dans le carcinome de cbélon (144). L'expression de Necl-
5 est tres basse dans la majorité des organes adultes, mais elle est abondante dans le foie en
développement ou en régénération (145, 146). De plus, Necl-5 est surexprimée dans les
carcinomes, les mélanomes. Elle induit leur prolifération cellulaire (147-149). Ces données
conduisent a considérer la surexpression de Necl-5 comme un marqueur tumoral semblable

a Her2 dans le cancer du sein.

Des études montrent que Necl-5 joue un role dans I'adhérence cellulaire (150-153), la
migration (154-156) et la prolifération (149). Elle permet I’adhérence cellulaire a travers une
interaction trans avec nectine-3 (150, 152). Des expériences réalisées avec des fibroblastes,
montrent que la dimérisation trans provoque le recrutement de E-cadhérine par nectine-3
dans les étapes précoces du contact cellulaire (153). Necl-5 est colocalisée et
fonctionnellement associée avec avB3 selon les mécanismes décrits a la Figure 15. Elle est
contenue dans les microdomaines de la membrane et est impliquée dans la motilité
cellulaire (154). Par ailleurs, Necl-5 active la cascade de signaux Ras-Raf-MEK-ERK qui
raccourcissent la phase G1 et induisent la prolifération cellulaire dépendante de PDGF (157).
Pour ce faire, Necl-5 séquestre et inhibe la molécule Sprouty2 qui est un inhibiteur de la voie

Ras-Raf-MEK-ERK (157).

Necl-5 régule I'inhibition de contact des cellules (139). En effet, Necl-5 peut former
un complexe avec l'intégrine avp3 et le récepteur au PDGF au moment de la migration
cellulaire (154). Quand Necl-5 forme des dimeéres trans avec nectine-3, Necl-5 se retrouve
sous-exprimée a la membrane entrainant une réduction de la prolifération et de la mobilité
cellulaire (158). La downrégulation de Necl-5 entraine une réduction du signal avec
I'intégrine avB3 et du signal avec le récepteur au PDGF et favorise ainsi I'arrét de la
croissance cellulaire lorsque la culture cellulaire est a confluence (158). Ce phénomeéne

associant Necl-5 explique en partie I'inhibition de contact observée en culture cellulaire.
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Necl-5 lie DNAM-1 qui est trés exprimée par les leucocytes et les plaquettes
(133). Cette interaction entre les plaquettes et les cellules tumorales exprimant Necl-5 peut
conduire a la formation d’embolie tumorale et de métastases. Néanmoins, I'interaction Necl-
5/DNAM-1 induit également la cytotoxicité anti-tumorale des cellules NK, ainsi que des
lymphocytes T Vy9V62 (80, 133). De la méme maniére, l'interaction Necl-5/DNAM-1 régule
la migration des monocytes a travers les jonctions cellulaires endothéliales (159) et participe

a la suppression de la maturation des ostéoclastes (160).

1.4.2. Necl-2

Necl-2 est codée par le géne TSLC1/IGSF4 (Tumor suppressing lung cancer
1/Immunoglobulin superfamily 4) situé sur le chromosome 11. Necl-2 est appelée aussi
TLSC1/SgISF/RA175/SynCAM1 selon la situation biologique dans laquelle elle s’exprime
(161). Cest une molécule transmembranaire impliquée dans I'adhérence cellulaire
appartenant a la super-famille des immunoglobulines (162, 163). Elle est principalement
décrite dans I'adhérence impliquant les cellules épithéliales. Les molécules Necl-2 humaines
et murines jouent un role dans I'adhérence des spermatides avec les cellules de Sertoli, des
mastocytes avec les fibroblastes, des neurones présynaptiques avec les neurones
postsynaptiques, des cellules tumorales avec les cellules NK, et des cellules présentatrices
d’antigéne avec les lymphocytes T CD8", a travers des interactions homophiliques ou

héterophiliques.

1.4.2.1. Structure de Necl-2

Necl-2 est une protéine transmembranaire de classe | de 442 acides aminés,
contenant un domaine extracellulaire constitué de trois boucles d'immunoglobulines, un
domaine transmembranaire et un court domaine intracellulaire (Figure 19a) (161). Sa
structure est proche des nectines mais Necl-2 ne s’associe pas avec l'afadine. Le poids
moléculaire de Necl-2 varie en fonction de la nature du tissu qui I'exprime. Il est de 75 kD
dans I'épithélium normal du poumon, 70 kD dans le cerveau, et approximativement 100 kD
dans les testicules (161). Des modifications post-traductionnelles ainsi que |’épissage

alternatif semblent étre impliqués dans ces différences de poids moléculaire entre les tissus.
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Necl-2 forme des homodimeres a travers des interactions en cis au niveau latéral des cellules
polarisées et posséde une activité d’agrégation cellulaire a travers des interactions
homophiliques en trans qui sont calcium et magnésium indépendantes (Figure 19b) (161).
Necl-2 peut également former des liaisons avec les molécules Necl-1, Nectine-3 et CRTAM

(161).
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Figure 19: Représentation schématique de la protéine Necl-2. D’aprés Murakami (161). (a)
Structure de Necl-2. (b) Localisation cellulaire de Necl-2 et ses partenaires intra-cytoplasmiques.

Le domaine cytoplasmique de Necl-2 est constitué de 46 acides aminés incluant les
motifs liant les protéines 4.1 et le motif PDZ. La protéine DAL-1/4.1-B est membre de la
famille des protéines 4.1 qui sont connues pour lier le couple spectrine-actine (164). Cette
protéine interagit avec Necl-2 au niveau du motif liant les protéines 4.1. Necl-2 interagit avec

les filaments d’actine et transmet le signal d’adhérence cellulaire via une réorganisation du
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cytosquelette (165). Le motif liant PDZ est situé au niveau C-terminal et lie les protéines
appartenant aux guanylates kinases associées a la membrane (MAGuK). CASK, MPP3, Pals2
et synténine sont les MAGuUK qui ont été identifiées comme étant des partenaires de Necl-2
(166, 167). Ces molécules sont des protéines d’échafaudage qui régulent la polarité cellulaire
au moins en partie (168). Necl-2, DAL-1/4.1-B et les molécules MAGuK forment un complexe

protéique qui participe a I'adhérence des cellules épithéliales (Figure 19b).

DAL-1/4.1-B est considérée comme un complexe moléculaire de type suppresseur de
tumeur dans les adénocarcinomes pulmonaires de type NSCLC (Non-small-cell lung
carcinoma). En effet, DAL-1/4.1-B a été décrite a 'origine comme étant une molécule dont
I’expression était sous-exprimée dans ces tumeurs (169). La réexpression expérimentale de
DAL-1/4.1-B dans ces tumeurs supprime la croissance tumorale (169). De plus,
I’hyperméthylation de DAL-1/4.1-B est observée dans 57% des NSCLC primaires et est un
marqueur de mauvais pronostic chez les patients atteint de ce type d’adénocarcinome (170).
Ces données suggérent que la cascade Necl-2/ DAL-1/4.1-B est impliquée dans la
carcinogenese et 80 % des NSCLC ont un de ces genes inactivé (Tableau 7) (161). Par contre,

le role des molécules MAGuK est inconnu dans les tumeurs humaines.

DAL-1/4.18

Total
Methylated Unmethylated
TSLC1AGSF4 Methylated 11 (23%) 10 (21 %) 21 (44 %)
Unmethylated 18 (37%) 9 (19%) 27 (56%)
Total 29 (60%) 19 (40 %) 48 (100%)

Tableau 6 : Méthylation du promoteur des génes TLSC1/IGSF4 et DAL-1/4.1B du cancer du poumon
humain non a petites cellules. D’apres Murakami (161)

1.4.2.2. Circonstance de la découverte de Necl-2

Le cancer du poumon non a petites cellules est une tumeur maligne humaine,
réfractaire aux approches thérapeutiques, qui est caractérisée par de nombreuses

altérations génétiques impliquant I'activation d’oncogénes (K-ras et les genes EGFR), et
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I'inactivation de genes suppresseurs de tumeur comme TP53, CDKN4A et RB (171, 172). Le

geéne suppresseur de tumeur TLSC1 a été identifié par clonage fonctionnel (163, 173).

Une étude a démontré que la lignée pulmonaire A549 avait perdu un fragment
génique de 5 CM dans la région 11g23.2 du chromosome 11 (163). La question de I'existence
d’un gene suppresseur de tumeur dans cette région chromosomique s’est donc posée. La
réponse a cette question a été obtenu en insérant des fragments de la région 11923.2 dans
cing YAC (Yeast artificial chromosome) avant de les introduire dans la lignée pulmonaire
A549 par fusion de sphéroplaste (163). Cette technique a permis d’identifier le géne
suppresseur de tumeur TSLC1 en déterminant le fragment génique incorporé par les

hybrides dans lesquels I'activité tumorale avait disparu.

1.4.2.3. Dualité du role de Necl-2 dans I‘oncogenése

En fonction du type de cancer, Necl-2 joue un réle comme suppresseur de tumeur ou

comme facteur pro-oncogénique.

1.4.2.3.1. Effet suppresseur de tumeur

Le géne TSLCI est constitué d’un total de 12 exons dans la région chromosomique
11923.2. La méthylation des sites CpG autour du promoteur est fortement corrélée avec la
perte de l'expression du gene dans les NSCLC (161). L'analyse SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) montre que 44% des NSCLC présentent un promoteur
méthylé, mais c’est également le cas de 27% des cancers pancréatiques, 29 % des
carcinomes hépatocellulaires, 70 % des mélanomes et 32 % des cancers de la prostate (161,
174). De plus, la méthylation du promoteur et/ou la perte d’expression de TLSCI a été
observée dans 20-60% des cancers de l'cesophage, de I'estomac, du pancréas, du

nasopharynx, du sein, de la prostate, du méningiome, et du col de I'utérus (161, 174).

Des données cliniques révelent que I'inactivation de TLSC1 est trés fréquente dans les
étapes avancées de ces tumeurs (Tableau 8). Par exemple, la méthylation de TLSC1 dans les
NSCLC primaires a été préférentiellement observée dans les tumeurs de stade Ib a IV et

moins dans les tumeurs de stade la (175). La perte d’expression de TLSC1 dans les cancers de
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I'cesophage est détectée plus fréquemment dans les stades Il a IV que dans le stade | (176).
Ceci a été montré également par des études d’immunohistochimie qui montrent que
I’expression de TLSC1 est inversement corrélée avec I'évolution des NSCLC dans les stades
plus tardifs (177). De plus, la survie des patients ayant un adénocarcinome pulmonaire est

plus courte lorsqu’ils perdent I'expression de TLSC1 (177).

Tumors Parameters Loss of expression (%)

MNSCLC pStage | 116 (B6)
Il 56 (83)
I 816 (50) P < 0.0004
Histology BAC wie (0)
Papillary 10015 (87)
Solid 34(75)
Mixed B/12 (50) P < 0.0001
Esophageal cancer pStage | 111 (9
Il 1215 (80)
1 720 (35)
1) 810 (B0) P < 0.002

Tableau 7 : Inactivation du géne TSLC1 dans les cancers chez ’homme. D’aprées Murakami (161)

La perte de l'adhérence cellulaire est la premiere étape dans linvasion et la
formation de métastases dans le cancer (178). Necl-2 est impliquée dans I'adhérence
cellulaire et la perte de cette fonction induit I'invasion et la formation de métastases. Cela a
été démontré a partir d’études d’immunohistochimie dans I'adénocarcinome de poumon
(177), le cancer du sein (179, 180) et le cancer du pancréas (161). La perte de Necl-2 conduit
a I'évolution de I'adénocarcinome vers des stades plus agressifs qui peut étre reversée en ré-
exprimant Necl-2 comme dans le cas des cellules de la lignée A549 (163). Il faut noter que
c’est la région cytoplasmique de Necl-2 qui est responsable de l'activité suppressive de
tumeur de Necl-2. Dans ce cas, |'activité d’adhérence cellulaire est en partie conservée in
vitro (181). Cela montre qu’en plus de Necl-2, DAL-1/4.1-B ou les molécules MAGuK
participent a la fonction suppressive de tumeur. L'équipe de Mao et al. a observé qu’en
transfectant des cellules avec des adénovirus contenant TLSC1/IGSF4 (Ad-TSLC1), ces cellules
cessaient de proliférer et entraient en apoptose (181). De la méme maniere, des injections

intratumorales de Ad-TSLC1 suppriment la croissance tumorale des cellules A549 chez des
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souris nude. La restauration de I'expression de Necl-2 par la lignée A549 active la caspase 3,
qui est impliquée dans I'apoptose, et inhibe la croissance tumorale (182). Cette activité anti-
proliférative et pro-apoptotique de Necl-2 requiert la présence du motif de liaison 4.1 et du
motif PDZ au niveau cytoplasmique. Ces données suggerent que le mécanisme possible de
suppression de tumeur médié par Necl-2 pourrait étre I'induction de I'apoptose (Figure 20a).
Le niveau d’expression physiologique de Necl-2 nécessaire pour induire 'apoptose dans les
cellules tumorales n’a pas été précisé. Par ailleurs, les cellules tumorales exprimant Necl-2
sont mieux reconnues et lysées par les cellules NK, ce qui explique également |'effet

suppresseur de tumeur (Figure 20a).

L’ensemble de ces données indique que Necl-2 peut étre un marqueur a la fois de
diagnostic et de pronostic d’un cancer. Sa détection permettrait de définir le stade de la
tumeur ainsi que son évolution clinique. Par ailleurs, Necl-2 représente une cible
thérapeutique. En effet, des traitements a base d’inhibiteurs de la méthylation, tels que le 5-
ara-2’-deoxycytidine et la trichostatine, ont permis de retrouver des effets suppresseurs de

tumeurs pour des lignées tumorales testées a la fois in vitro et chez la souris nude (174).
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Figure 20 : Double réle de Necl-2 dans I'oncogenése humaine. D’aprés Murakami.(161). (a) Effet
suppresseur de tumeur. Les cellules épithéliales expriment Necl-2 au niveau latéral. Lorsqu’elles
deviennent cancéreuses, les molécules Necl-2 se retrouvent exposées et peuvent étre reconnues et
lysées par les cellules NK exprimant le récepteur CRTAM. La perte d’expression de Necl-2 confére aux
cellules tumorales une voie d’échappement vis-a-vis des cellules NK. (b) Effet pro-oncogéne. Dans les
premiers stades de la leucémie a cellules T, les cellules tumorales n’expriment pas Necl-2 et ne sont
pas invasives. Au contraire, I'expression de Necl-2 favorise l'interaction avec certaines cellules
endothéliales vasculaire et favorise I'invasion des cellules tumorales.

1.4.2.3.2. Effet pro-oncogénique de Necl-2

Le géne codant pour Necl-2 est décrit comme étant un géne suppresseur de tumeur
dans les carcinomes d’origine épithéliale. Il n’en va pas de méme dans les leucémies a
cellules T de I'adulte (ATL) dans lesquelles le géne TLSC1 est I'un des quatre génes
surexprimés (183). Plusieurs études suggérent que Necl-2 est impliquée dans différentes
étapes de la leucémogenése. Lorsque Necl-2 est exprimée de novo dans des cellules ATL
humaines, ces dernieres augmentent leur capacité a s’agréger entre elles et a adhérer aux

cellules endothéliales vasculaires. Ainsi, Necl-2 est un facteur participant a I'invasion des
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tissus par les cellules ATL (Figure 20b) (161, 183). Une surexpression de Necl-2 a été
observée également dans le cas de la leucémie myéloide aigue. L’'intérét de Necl-2 comme

marqueur moléculaire est suggéré dans cette maladie (184).

D’autres effets oncogéniques de Necl-2 sont rapportés dans certains modeles de
tumeur solide. Une étude du groupe de Ito montre que 25% des tumeurs mesothéliales
expriment Necl-2 alors qu’aucune expression de Necl-2 n’est observée sur les cellules
mésothéliales saines (185). Dans un modeéle de co-culture avec des fibroblastes, les mémes
cellules de mésothéliomes Necl-2" adhérent, diffusent et proliférent plus rapidement que les
cellules tumorales Necl-2". Dans ce type de cancer, Necl-2 apparait donc comme un facteur

favorisant le développement tumoral.

De la méme maniére, une étude a montré que Necl-2 était surexprimée dans les
adénocarcinomes de poumon et que son expression serait un avantage pour les cellules
tumorales (186). L'équipe de Murakami a notamment observé que Necl-2 augmente la
malignité dans les NSCLC. Cet effet est contradictoire avec les études citées dans le chapitre

précédent dans d’autres cancers (187).

1.4.3. CRTAM

Dans ce travail de these, nous nous intéressons a la molécule CRTAM et les
conséquences de son interaction avec son ligand Necl-2 sur les lymphocytes T Vy9V42.

1.4.3.1. Structure

CRTAM est un récepteur appartenant a la super famille des immunoglobulines
constitué d'un domaine extracellulaire contenant deux boucles d'immunoglobulines et un
domaine intracellulaire contenant un motif PDZ (Figure 21) (188). L’étude des homologies de
séquences au sein de la super-famille des immunoglobulines indique que CRTAM est plus
proche des necls que des nectines (Figure 22). Le géne codant CRTAM est situé sur le bras
long du chromosome 11 (11g23.3) pres de la localisation du géne de Nectine-1 et de Necl-2.
Cette proximité chromosomique suggere que CRTAM résulterait d’une duplication d’'un gene

ancestral commun a ces deux molécules.
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Figure 21 : Structure de CRTAM. D’apreés Fuchs and Colonna (188)

Le géne qui code pour CRTAM est régulé positivement par le facteur de transcription
AP-1 connu pour étre activé aprés engagement du TCR (189). Il a été découvert et cloné a
I'occasion d’une étude qui consistait a identifier les génes surexprimés par les cellules NKT.
Dans cette étude, la molécule CRTAM était spécifiquement induite dans les lymphocytes T
CD8" et les cellules NKT de souris aprés activation (190). Ces résultats ont été observés
également chez I'hnomme dans les lymphocytes T CD8', les cellules NK et une sous-
population de lymphocytes CD4" (1 & 2% des CD4" vraisemblablement des cellules NKT) (132,
191). L'expression de CRTAM par les lymphocytes T et les cellules NK activés a été rapportée
comme précoce et transitoire. En effet, chez la souris, CRTAM est détectée apres deux
heures d'activation de ces cellules et son niveau d'expression est maximal entre 6 et 12h
pour les cellules NK et 12 & 24h pour les lymphocytes T CD8" avant de diminuer quarante-
huit heures aprés stimulation (132, 192, 193). Ces données suggérent que |'expression de
CRTAM joue un réle dans les premieres étapes de I'activation de ces cellules. CRTAM est
également exprimée par d‘autres cellules que celles du systeme immunitaire. En effet, un
haut niveau d'expression a été détecté dans le cerveau et en particulier dans les neurones de

Purkinje (190) mais le réle de CRTAM dans ces cellules n’est pas encore trés documenté.

Bien que la molécule CRTAM soit classiquement associée a la famille des nectines et
des necls, elle ne possede que deux boucles d'immunoglobuline alors que les nectines et les
necls en possedent trois. De méme, CRTAM ne partage que 20 % d’identité et 55% de
similarité avec ces molécules (132, 190). Pour ces raisons, une nouvelle hypothése pourrait
étre formulée et rapprocherait CRTAM de la famille des JAM (junctional adhesion molecule)
qui possedent également deux boucles d'immunoglobuline. Elles sont présentes dans les

jonctions intercellulaires et la région latérale des membranes des cellules épithéliales et
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endothéliales. Pour I'instant, 3 membres de cette famille sont décrits : JAM A, JAM B et JAM
C (194). CRTAM est également présente le long de la membrane latérale des cellules
épithéliales, comme les molécules JAM, et joue un role dans I'adhérence via son interaction
avec Necl-2 (194). Néanmoins, I'alignement de séquence des acides-aminés va a I'encontre

de cette hypothése (Figure 22).
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Figure 22 : Classification par homologie de séquence en acides aminés de protéines appartenant a
la super-famille des immunoglobulines. D’aprés Patino-Lopez, Hevezi et al. (190)

1.4.3.2. Interaction de CRTAM avec son ligand Necl-2

CRTAM interagit avec Necl-2 a la fois chez I'homme et la souris. De plus, CRTAM et
Necl-2 sont relativement bien conservées entre la souris et I'hnomme puisque les homologues
humains et murins partagent 72 % d'identité. L'interaction CRTAM avec son ligand Necl-2 a

principalement été étudiée dans le cas des cellules du systéme immunitaire.
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Necl-2 est impliquée dans l'interaction entre cellules NK et cellules tumorales ainsi
qu’entre les cellules dendritiques (CD8a" chez la souris et BDCA3" chez I'humain) et les
lymphocytes T CD8" (132, 192). C’est la boucle la plus externe de Necl-2 qui interagit avec la
boucle la plus externe de CRTAM (193). L'interaction CRTAM-Necl-2 a pour conséquence
I’'augmentation de la cytotoxicité des cellules NK et de la sécrétion d’IFN-y par les
lymphocytes T CD8" vis-a-vis des cellules tumorales Necl-2* (195). L’équipe de Colonna a
également montré que les cellules NK éliminent plus facilement les cellules tumorales
exprimant Necl-2 in vivo. Pour ce faire, ils ont transfecté des cellules tumorales EL-4 Necl-2
pour qu’elles expriment Necl-2 ; puis ils ont injecté ces cellules dans la cavité péritonéale de
souris nude. Aprés 48h, ils ont observé que les cellules Necl-2* étaient plus massivement
rejetées que les cellules témoins (132). De plus, la déplétion des cellules NK réduisait
I'élimination des cellules tumorales exprimant Necl-2 (132). Il existe des différences entre les
résultats obtenus par I'équipe de Colonna et d’autres équipes. D’autres études menées sur
la souris ne démontrent pas que l'interaction CRTAM-Necl-2 impacte I'activité cytotoxique

des cellules NK (193).

Le role de CRTAM n’a pas été étudié uniquement dans un contexte non-tumoral. Une
étude portant sur des souris CRTAM™" a montré que cette molécule était essentielle dans la
rétention des lymphocytes T CD8" dans les ganglions lymphatiques par liaison avec des

cellules dendritiques CD8a." exprimant Necl-2 (196).

De plus, la molécule CRTAM est exprimée par les thymocytes et joue un réle dans
I'ontogénie des lymphocytes T. Les thymocytes expriment CRTAM tout au long des étapes de
maturation. Le blocage de l'interaction CRTAM avec son ligand Necl-2 altere la croissance
des thymocytes dans le thymus ce qui suggere un réle de CRTAM dans la régulation des

thymocytes (197).

Necl-2 est exprimée dans le cerveau tout comme son ligand CRTAM (190) au niveau des

neurones de purkinje. Ces données suggérent que l'interaction CRTAM avec son ligand Necl-
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2 joue un rdle dans les connexions cellulaires bien que des études soient nécessaires pour

confirmer cette hypothese.

Malgré une meilleure compréhension du réle de CRTAM, la voie de signalisation mise
en ceuvre par l'interaction CRTAM avec son ligand Necl-2 n'est pas encore connue. La région
cytoplasmique de CRTAM est constituée de trois sites de phosphorylation putatifs et d'un
domaine PDZ pouvant interagir avec la molécule Scrib. Chez la souris, il a seulement été
décrit que la molécule scrib génere des signaux qui contribuent a réguler la polarité des
lymphocytes T CD4" (198). D’une facon générale, les connaissances sur la signalisation

intracellulaire médiée par CRTAM restent a approfondir.
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I.5. La mort cellulaire programmée

1.5.1. Généralités sur la mort cellulaire

La mort cellulaire programmée est un processus physiologique sous le controle d’un
programme génétique. Le terme de mort cellulaire programmée désigne la mort d’une
cellule a un moment précis et en un lieu précis. L'apoptose a été le premier mécanisme
décrit de mort cellulaire programmée. Il a longtemps été opposé a la nécrose qui était
considérée comme étant une mort cellulaire accidentelle survenant par exemple suite a une
Iésion. La notion de mort cellulaire programmée a longtemps été confondue avec celle
d’apoptose jusqu’a ce que des observations viennent étayer I'existence d’'un mécanisme de
nécrose contrblée rebaptisé nécroptose. De plus, des études récentes ont montré que
I'autophagie, considérée avant tout comme un mécanisme de recyclage des organites
cellulaire plutot dévolue a la survie cellulaire, pouvait dans certains cas induire la mort de la
cellule. C'est pourquoi, une premiere classification de la mort cellulaire programmée en trois

composantes a été proposée (199) :
- Lamort de type | ou apoptose
- La mort de type Il ou autophagie

- La mort de type lll ou nécroptose

Depuis, de nouveaux programmes de mort cellulaire ont été décrits et cette
classification s’est étoffée en passant de trois a treize programmes de mort cellulaire parmi
lesquels, on peut par exemple citer la catastrophe mitotique ou encore la pyroptose

(Tableau 9).
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Main bicchemical features

Caspase
dependence

Examples of inhibitory interventions®

Anoikis

Autophagic cell death

Caspass-dapanden
intrinsic apoptosis
Caspase-indepandant
intringic apoptosis
Cornification

Entosis

Extrinsic apoptosis by deat
receplors

Exirinsic apoptosis by
depandanca receplors

Milotic catastrophe

Mecroplosis

Metosis

Parthanatos

Pyroptosis

Downregulafion of EGFR
Inhibition of ERK1 signaling
Lack of #1-iniegrin engagamant
Owaraxprassion of BIM
Campass-3 [-6,-T) activation

MAP1LCS Bpidation
S0STM1 degradation

MOMP
Imavarsibla A, dissipation

Releasa of IMS proteins
Rempiratory chain inhibition
Actvation of ransglutaminases
Caspase- 14 activation

RHO actwation
ROCK1 acfvation

Death recaptor signaling

Cagpase-8 (-10) activation

BID cleavage and MOMP (in typa 1] calls)
Campase-3 [-6,-T) activation

Depaendence recaptor signalfing
PP2A activation

DAPK 1 activation

Campase-9 activation
Cagpase-3 (46,-T) activation

Cagpase-2 activation (in some insances)
TP53 or TPT3 activafion (in somsa instancas)
Mitatic arrast

Dwath recaptor signaling
Caszpasa inhibifion

RIP1 and/for RIP3 activation
Casmpasa inhibison

MADPH oxidase activation

MNET relaasa (in some instancaes)

PARP1-mediated PAR accumulation
Imavarsibla Ak, dissipaton

ATP and NADH deplation

PAR binding fo AlF and AIF nuclaar
transhocation

Cagpase-1 activation

Caspase-T activation
Secrafion of IL-18 and IL-18

BCL-2 overexpression
ZNAD-fmk administration

VPE34 inhibitors

AMBHRAT, ATGS, ATGT, ATG12
or BCN1 genetic inhibition
BCL-2 ovarexpression

ZN AD-fmk administration

BCL-2 overexpression

Ganatic inhibition of TG1, TG3 or TGS
Ganefic inhibition of caspase-14

Ganetc inhibition of metallothionein 24
Lysosomal inhitetors

CrmA exprassion
Ganetc inhibition of caspases (B and 3)
Z-NAD-fmk administration

Ganatic inhibition of caspases (9 and 3)
Ganatc inhibition of PP2A
ZNAD-Tmk administration

Ganetic inhibition of TP53 {in somea instances)
Pharmacological or genatic inhibition of
caspase-2 (in soms instances)

Administraion of necrostatings)
Genafic inhibition of RIP1/RIP3

Autophagy inhibition
NADPH oxidasa inhibition
Genafic inhibition of PAD
Genatic inhibition of AIF
Pharmacological or gensatic
inhibition of PARP1

Administration of Z-¥WAD-fmk
Ganafic inhibition of caspasa-1

Tableau 8 : Classification fonctionnelle des modes de mort cellulaire régulée. D’aprés

Galluzzi et al (200)

1.5.2. ’apoptose

L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire caractérisé par une condensation de

la chromatine (pyknose), une fragmentation nucléaire (karyorrhexis), le rétrécissement du

cytoplasme et la formation de corps apoptotiques (201). L'apoptose est habituellement,

mais pas exclusivement, associée a I'activation des caspases (200) et la perméabilisation de

la membrane mitochondriale (202, 203). Les caspases sont des protéases responsables du

clivage protéolytique de nombreux substrats impliqgués dans I'exécution du processus de
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mort cellulaire. L'apoptose peut étre induite par deux voies d’activation : la voie intrinseque

et la voie extrinséque.

1.5.2.1. L’apoptose intrinséque

La voie intrinseque est due a une pléthore de conditions de stress intracellulaire
comme les dommages a I’ADN, le stress oxydatif, I'exitoxicité (sur-stimulation des récepteurs
au glutamate dans le systeme nerveux) et bien d’autres. Elle est sous le controle des
protéines membres de la famille Bcl-2. Ces protéines contiennent au moins un domaine
d’homologie (BH) et peuvent étre subdivisées entre celles qui sont pro-apoptotiques et
celles qui sont anti-apoptotiques. Elles sont au nombre de 20 dans les cellules de
mammiféeres et sont divisées en trois sous-familles en fonction de leur structure et de leur
fonction. Les membres de la sous-famille des anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-X, Bcl-w, Al et
Mcl-1) présentent une homologie de séquence pour 4 domaines BH et induisent la survie
cellulaire en neutralisant les protéines Bak-like. Les membres de la sous-famille des pro-
apoptotiques Bak-like (Bak, Bax, Bok) possédent les domaines BH1, BH2 et BH3 (204). La
derniére sous-famille est celle des « BH3-only » (Bad, Bid, Bim, Bik, Bmf, Hrk, Noxa, Puma)
qui ne possedent que le domaine BH nécessaire pour leur activité pro-apoptotique (204).
Ces dernieres sont sensibles a une grande variété de stress cellulaire. Par exemple, Noxa et
Puma servent de médiateurs de I'apoptose dans le cas de stress génotoxique ; tandis que
Bad est activée en cas de privation en facteurs de croissance (204). Elles agissent en
neutralisant la fonction des protéines anti-apoptotiques. Certaines d’entre-elles telles que
Bid, Bim et Puma, sont capables de s’associer avec toutes les protéines anti-apoptotiques
afin de constituer de puissants inducteurs d’apoptose. D’autres, comme Noxa et Bad, ne
s’associent qu’avec certaines protéines anti-apoptotiques. Par exemple, Bad ne s’associe

gu’avec Bcl-2, Bcl-X et Bcl-w ; tandis que Noxa s’associe uniquement avec Mcl-1 et Al.

En réponse a de multiples conditions de stress intracellulaire (dommages de I’ADN,
etc...), des signaux de survie ou de mort convergent vers la mitochondrie (Figure 23). Quand
les signaux de mort prévalent, Bax et Bak forment un complexe moléculaire dans les

membranes mitochondriales et induisent sa perméabilisation (mitochondrial outer
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membrane permeabilization or MOMP), conduisant au relargage de protéines
intramembranaires mitochondriales incluant le cytochrome C dans le cytosol (Figure 23).
Celui-ci déclenche I'activation de la caspase 9 en formant un complexe protéique appelé
apoptosome qui est constitué de la pro-caspase-9, de la molécule APAF-1 et de dATP. Ce
complexe déclenche une cascade d’activation d’autres caspases jusqu’a la caspase-3 et
I’exécution des phases ultimes de I'apoptose. De plus, la liaison de la protéine IAP (inhibitor
of apoptosis), qui est anti-apoptotique, avec les molécules DIABLO (direct IAP binding
protein with low pl) et HTRA2 (High temperature requirement protein A2) facilite son

élimination et favorise en conséquence I'activation des caspases.
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Figure 23 : L’apoptose intrinséque. D’aprés Galluzi et al. (200)
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Par ailleurs, la perméabilisation de la membrane mitochondriale permet aussi
I’exécution du mécanisme d’apoptose indépendantes des caspases. La molécule AIF
(Apoptosis Inducing Factor) et I'endonucléase G sortant de la mitochondrie peuvent étre
adressées au noyau et fragmenter I’ADN (Figure 23). De la méme maniére, la molécule
HTRA2 peut étre libérée et entrainer le clivage des protéines du cytosquelette de maniere
indépendante des caspases. La perméabilisation de la mitochondrie peut étre observée a
I’aide du colorant DIOC6 (205, 206). Ce colorant se loge a l'intérieur de la mitochondrie qu’il
colore en rouge. Par contre, si la cellule entre en apoptose par la voie mitochondriale (AIF,

cytochrome C,...), le DIOC6 quitte la mitochondrie et la cellule perd sa coloration.

1.5.2.2. L’apoptose extrinseéque

La voie extrinseque correspond a la mort cellulaire induite par la liaison d’un récepteur
de mort avec son ligand. Elle est par exemple impliquée dans I’élimination des cellules
tumorales par le systéme immunitaire. Ces ligands sont Fas-L, le TNF-a et TRAIL. La liaison
aux récepteurs de mort cellulaire induit leur trimérisation comme dans le cas de Fas-L
(Figure 24). Dans cet exemple, le récepteur Fas recrute, au niveau de sa queue
cytoplasmique, des molécules adaptatrices FADD (Fas-associated protein with death
domain), clAPs, cFLIPs et la pro-caspase-8 afin de former un complexe appelé DISC (death-
inducing signaling complex). Ce dernier active la pro-caspase-8, qui a son tour conduit a
I'activation de caspase-3, caspase-6 et la caspase-7 ou a la perméabilisation de la

mitochondrie en clivant la molécule BID, provoquant ainsi le relargage du cytochrome C.

Par ailleurs, I'apoptose extrinseque peut étre initiée par des récepteurs dit de
« dépendance » comme les récepteurs DCC (deleted in colorectal cancer) ou UNC5B (unc-5
homolog B) (Figure 24). Contrairement aux récepteurs de mort, ils transmettent des signaux
de mort en absence de leur ligand la netrine-1 et c’est sa présence qui inhibe leur activation.
Le signal qui en résulte induit 'assemblage de DRAL et TUCAN et de la pro-caspase-9 avec le
récepteur DCC ou la déphosphorylation de la protéine kinase DAPK-1 par PP2A dans le cas
du récepteur UNC5B. La protéine DAPK-1 peut activer directement les caspases ou

perméabiliser la mitochondrie en clivant la molécule BID afin d’induire I'apoptose.
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Figure 24 : Apoptose extrinséque. D’apres Galluzi et al. (200).

Les cellules qui sont en apoptose sont reconnues rapidement et spécifiquement par les
phagocytes tels que les macrophages et les cellules dendritiques immatures (207). La
phagocytose par les macrophages est associée au relargage de facteurs anti-inflammatoires
comme le TGF-B (208), la prostaglandine E2 (209), ou les facteurs activant les plaquettes
(210, 211). Des études récentes ont montré que le traitement de cellules tumorales avec de
I’'anthracycline (212), de 'oxaliplatine ou par irradiation (213-215) mais pas avec d’autres
traitements induisant I'apoptose (tels que la mitomycine C, I'etoposide, et la staurosporine)
pouvaient induire une réponse immunitaire in vivo quand les cellules mortes étaient

injectées dans des souris immunocompétentes. Cela montre que I'immunogénicité d’'une
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cellule en apoptose peut dépendre du mode de I'induction de mort (216-219). Aujourd’hui, il
est admis que l'apparente homogénéité morphologique de I'apoptose cache une

hétérogénéité moléculaire qui influence 'immunogénicité des cellules mortes (219).

1.5.3. La mort autophagique

L'autophagie est un mécanisme de recyclage des protéines, des portions de
cytoplasme, des agents pathogenes intracellulaires et des organites cellulaires endommagés
(220). Ce processus est caractérisé par la formation de vacuoles appelées autophagosomes
obtenues par séquestration d’une partie du cytoplasme (Figure 25a et b) (221). Ces
dernieres fusionnent avec les lysosomes pour former des autophagolysosomes, ou
autolysosomes, qui correspondent aux compartiments ou a lieu la dégradation (Figure 25 c,
d et e). L'augmentation de I'activité lysosomique peut étre révélée par une coloration a

I'acridine orange (222).
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Figure 25 : Processus de formation de I’'autophagosome. D’aprés Xie et Klionsky. (221)
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Les phases précoces de la formation des vacuoles impliquent la phosphatidylinositol 3
kinase de classe Il (P13K), appelée aussi Vps34, qui s’associe avec la protéine ATG6/Beclin 1
au niveau du réseau trans-golgien (223, 224). Chez les eucaryotes, I'autophagie constitue
une réponse au stress cellulaire comme par exemple la privation en nutriments, I’hypoxie ou
I'infection. En facilitant des réactions cataboliques, I'autophagie génére des nouveaux
substrats qui peuvent suppléer au besoin énergétique de la cellule et a la synthese de
protéines adaptatives. L'autophagie a longtemps été considérée uniqguement comme un
mécanisme de survie permettant |'adaptation des cellules a des conditions de stress par
I’activation d’une réponse cytoprotective qui inhibe I'apoptose (220). L'une des explications
de cette cytoprotection est la mitophagie, ou digestion de la mitochondrie, qui permettrait
d’éviter la dégradation de ces organites avant qu’elle ne relargue le cytochrome C ou la
molécule AIF (220). Néanmoins, il a été récemment admis que |'autophagie persistante et
exacerbée, qui aboutit a une déplétion dans les cellules de leurs organites et de protéines
critiques, peut conduire a une mort cellulaire caspase indépendante (225, 226). La mort

autophagique intervient notamment dans la régulation du nombre de lymphocytes T (227).
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Figure 26 : La mort cellulaire par autophagie. D’aprés Galluzzi et al. (200)

Les marqueurs de I'autophagie sont les mémes que ce mécanisme soit impliqué dans
la survie ou la mort cellulaire. Dans les deux cas, on retrouve la lipidation de la chaine légére
3 de la protéine associée aux microtubules (LC3/Atg8) ou bien une dégradation des substrats
autophagiques comme les sequestosomes 1 (SQSTM1) (Figure 26). De plus, les observations

morphologiques ne suffisent pas a préciser si la mort cellulaire accompagne simplement
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I'autophagie ou si elle est exécutée par autophagie. Peu de méthodes sont actuellement
reconnues pour déterminer si I'autophagie, observée lorsqu’une cellule meurt, exerce une
action cytoprotective ou bien s’il s’agit d’'un mécanisme de mort cellulaire programmée. Une
des approches repose sur le blocage expérimental des voies de I'autophagie en utilisant des
inhibiteurs pharmacologiques (comme la wortmannine ou la 3methyladénine3-MA) qui
ciblent la PI3K. Une autre méthode consiste a cibler par des approches génétiques (gene KO,
mutation ou ARN interférence) des modulateurs de I'autophagie comme AMBA1, ATGS5,
ATG12 ou beclinl (200, 228, 229). Une fois I'autophagie inhibée, il faut alors observer
I'impact de cette inhibition sur la mort cellulaire. Si la mort est augmentée, I'autophagie est
associée a des fonctions cytoprotectives (Figure 26a). Si la mort cellulaire est diminuée, le

mécanisme de mort cellulaire impliqué est bien celui de la mort autophagique (Figure 26b).

Comme pour l'apoptose et contrairement a la nécrose régulée, la mort
autophagique n’est pas inflammatoire. Par conséquent, I'inhibition de I'autophagie peut
compromettre I'élimination des cellules mortes, exacerber I'inflammation locale, et favoriser

la croissance tumorale (230).

1.5.4. La nécrose régulée ou nécroptose

La nécrose a longtemps été considérée comme un mécanisme de mort accidentelle
morphologiquement différent de I'apoptose et de |‘autophagie, et caractérisée par
I'augmentation du volume cellulaire conduisant a la rupture précoce de la membrane
plasmique. Ce processus est accompagné par la dilatation et le démantelement des
organites, en particulier de la mitochondrie (231). La nécrose est souvent la conséquence de
stress physiologiques et de Iésions aigues. Néanmoins, il existe un mécanisme de nécrose
programmée appelé nécroptose dépendant de la protéine RIP1 (Figure 27). L'une des
méthodes permettant de caractériser la nécroptose consiste a inhiber la protéine kinase

RIP1, protéine centrale de ce mécanisme de mort, a I'aide de la nécrostatine-1 (200).
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Différents mécanismes comme les dommages de I’ADN, les excitotoxines et les
récepteurs de mort peuvent induire la nécrose régulée (Figure 27) (200). De plus, I'inhibition
des caspases, d’activateurs de caspases tel que APAF-1 (232) par des méthodes
pharmacologiques ou génétiques peut bloquer l'induction d’'une mort par apoptose et
favoriser celle induite par autophagie ou par nécroptose (200). Ainsi, un méme signal peut
produire différents types de mort cellulaire en fonction de I'activation ou l'inhibition
d’enzymes cataboliques dans la cellule, soulignant la relation étroite qui existe entre les
différents types de mort cellulaire. C’'est le cas du signal médié par le TNF-a qui induit de la
nécroptose quand les caspases sont bloquées expérimentalement (Figure 27). Le TNF se lie a
son récepteur et entraine la formation d’un complexe au sein duquel RIP1 est
polyubiquitinilé par clAP afin de fournir un site de recrutement pour TAK1, TAB2 et TAB3 qui
délivrent toutes les deux des signaux de survie cellulaire. Dans les cas ou les caspases sont
inhibées, CYLD désubiquitine RIP1 qui va ainsi se dissocier du complexe et interagir avec son

homologue RIP3. Ce nouveau complexe active la nécroptose.

Il existe une autre voie de nécrose régulée liée a des dommages de I’ADN (Figure 27)
qui induisent I'activation de la molécule PARP1. Cette derniere interagit avec le complexe

RIP1 et RIP3 afin d’exécuter la nécroptose.

A la différence des cellules apoptotiques, qui sont phagocytées intégralement, les
cellules nécrotiques/nécroptotiques sont internalisées par macropinocytose ce qui signifie
gue seule une partie de ces cellules sont récupérées par les phagocytes (233). De méme,
contrairement a I'apoptose, la nécrose est fortement immunogéne a cause du relargage de

médiateurs proinflammatoires tels que I'lL-8 et le TNF-a (234).
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Figure 27 : Necroptose/nécrose régulée. D’apreés Galluzi et al. (200). Le TNF se fixe a son récepteur
et provoque la liaison de TRADD, clAPs, NF-kB, RIP1, TRAF2/5, TAB2/3 et TAK1 a son domaine
cytoplasmique. Au sein du complexe, RIP-1 est polyubiquitinilé par clAP afin de fournir un site de
recrutement pour TAK1, TAB2 et TAB3 (qui délivrent toutes les deux des signaux de survie cellulaire).
Si les caspases sont inhibées, CYLD désubiquitine RIP1 qui se dissocie du complexe pour interagir
avec RIP3. Le complexe ainsi formé exécute la nécroptose. En cas de dommages a I’ADN, PARP1 sort
du noyau et interagit avec le complexe RIP1-RIP3 pour activer la nécroptose.

I.5.5. Le role de la mort cellulaire dans I’échappement tumoral

Le systéme immunitaire est capable de reconnaitre et d’éliminer des cellules
tumorales. Toutefois, les cellules tumorales développent des stratégies pour contourner
I'immunosurveillance des cancers. L'une des facons d’échapper a I'action anti-tumorale des
effecteurs cytotoxiques est de provoquer leur mort. La tumeur peut exprimer des molécules

comme la molécule Fas-L qui induisent la mort cellulaire des lymphocytes T infiltrant (TIL)
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(22). Plusieurs études chez ’'homme montrent que I'expression de Fas-L par différents types
de cancer humain contribue a I'’échappement tumoral (235). L'expression de Fas-L a été
retrouvée dans le cancer de l'ovaire, le mélanome, le cancer du poumon, le cancer du
pancréas et le cancer du sein (235). In vitro, les cellules tumorales exprimant Fas-L co-
cultivées avec des lymphocytes T entrent en apoptose. Celle-ci peut étre bloquée par des
anticorps anti-Fas-L ou par la protéine Fas-Fc capable de lier et de neutraliser Fas-L (22). Des
données histologiques viennent conforter I'idée d’un role de Fas-L dans I’échappement
tumoral. Dans le cancer du coélon, I'expression de Fas-L est beaucoup plus fréquente aux
stades métastatiques que dans les stades précoces (22). Il faut cependant moduler
I'interprétation de ces résultats car la molécule Fas-L peut également étre pro-
inflammatoire. Une étude portant sur la greffe de cellules tumorales Fas-L chez la souris
montre que celles-ci sont plus rapidement rejetées que les cellules n’exprimant pas FasL.
Dans ce modele, I"élimination de la tumeur était principalement due a linfiltration de
polynucléaires neutrophiles. Ces observations peuvent apparaitre contradictoires quant au
role de Fas-L dans I"’échappement tumoral. Les différences observées peuvent provenir du
microenvironnement des différentes tumeurs étudiées. La combinaison des cytokines
présentes dans ce microenvironnement pourrait moduler limpact de Fas-L sur

I’échappement tumoral.

D’autres récepteurs comme la molécule CD27 sont capables d’induire la mort des
lymphocytes T. CD27 fait partie de la famille des récepteurs au TNF et est constitutivement
exprimée par la majorité des lymphocytes T, des lymphocytes B, des cellules NK et des
cellules progénitrices hématopoiétiques. Son ligand est CD70 qui est exprimé de maniere
transitoire par les DCs et les lymphocytes T activés. L’engagement excessif de CD27 avec son
ligand CD70 conduit a I'activation d’'un mécanisme d’AICD (apoptosis inducing cell death)
induisant I'apoptose des lymphocytes T via la voie mitochondriale dépendante des caspases.
Une étude portant sur |‘activation chronique de CD27 chez la souris démontre que cette
dernieére a un risque plus élevé de mourir d’'une infection opportuniste (22). De méme,

d’autres études ont montré que les glioblastomes et les carcinomes rénaux exprimaient
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CD70 mais pas CD27. Lorsque ces cellules de glioblastome ou de carcinome rénal étaient co-
cultivées avec des lymphocytes T, ces derniers mouraient par apoptose induite par CD27 (22,

236).

PD-L1 est une autre molécule exprimée par certaines tumeurs capables d’induire la
mort des lymphocytes T. Elle est abondante dans les cancers humains tels que les
carcinomes du poumon, de |'ovaire, du colon et les mélanomes (237). Une étude menée sur
un modele de souris RAG-/- a montré que les P815 exprimant PD-L1 éliminaient par
apoptose les lymphocytes T spécifiques d’antigene de tumeur (237). Les cellules tumorales
exprimant PD-L1 sont moins bien éliminées par les cellules effectrices et il existe une
corrélation inverse entre le nombre de TILs et I'expression de PD-L1 dans les cancers du
poumon non a petites cellules (22, 238). De plus, une étude clinique indique que le taux de
survie a cing ans est de 42% pour les patients atteints d’un carcinome rénal exprimant PD-

L1 contre 83% pour ceux qui ne I’expriment pas (239).
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Il. Travail personnel

1.1 Objectifs du travail de these

L'immunothérapie des cancers par transfert de lymphocytes TVy9Vd2 représente une
alternative prometteuse a la chimiothérapie et a la radiothérapie. Ces cellules sont capables
d’exercer une action cytotoxique sur un large panel de tumeurs de type histologiquement
différentes et ont d’ores et déja fait I'objet d’études cliniques de phase | ou Il. La
reconnaissance des cellules tumorales nécessite la formation d’une synapse immunologique
dans laquelle le TCR y& et des récepteurs NK vont converger afin de discriminer les cellules
cancéreuses des cellules saines sur la base des interactions ligands/récepteurs. Les
récepteurs NK tels que DNAM-1 ou CRTAM ont des nectines comme ligands. Il a été montré
gue l'interaction de CRTAM avec son ligand Necl-2, molécule qui peut étre exprimée par
certaines cellules tumorales, avait un impact sur la cytotoxicité des cellules NK et la sécrétion
d’IFN-y par les lymphocytes T CD8*. L’étude de ces récepteurs NK activateurs est trés
importante pour améliorer et optimiser les protocoles d’immunothérapie basés sur
I"utilisation de lymphocytes T Vy9V52. Avant que ne débute ce travail de these, notre équipe
avait observé dans des travaux préliminaires que les lymphocytes T Vy9V&62 exprimaient
CRTAM dans certaines conditions d’activation. La question de linteraction de ces
lymphocytes activés avec des cellules tumorales exprimant Necl-2 n’avait jamais été étudiée
et nécessitait d’étre documentée. L'objectif initial de cette thése était de déterminer le réle
de CRTAM dans la reconnaissance et la lyse des cellules tumorales exprimant Necl-2 par les
lymphocytes T Vy9V52, mais nos travaux nous ont conduits a mettre en évidence un tout

autre impact de l'interaction CRTAM/Necl-2.

Dans un premier temps, le travail a consisté a déterminer les conditions d’expression de
CRTAM par les lymphocytes T Vy9V62 de PBMCs de donneurs sains et d’engagement avec
Necl-2. Dans un second temps, nous avons étudié le role de cette interaction CRTAM/Necl-2
sur les fonctions des lymphocytes T Vy9V62, telles que la cytotoxicité et la sécrétion d’IFN-y.
Les observations faites au cours de ces études nous ont ensuite conduits a évaluer I'impact
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de cette interaction sur les échanges membranaires entre cellules effectrices et cellules
cibles et sur la survie des lymphocytes T Vy9V62. Ceci nous a notamment permis d’observer
que l'interaction CRTAM-Necl-2 jouait un role dans la mort des lymphocytes T Vy9V62. La
derniere partie de cette thése a donc été focalisée sur la caractérisation du mécanisme de
mort induite dans les lymphocytes T Vy9V62 exprimant CRTAM par des cellules cibles
exprimant Necl-2. L'impact physiologique sur la réponse immunitaire transitionnelle a été

discuté.
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1.1.1. CRTAM receptor engagement by Necl-2 on tumor cell triggers cell
death of activated Vy9Vé2T cells

Article en révision dans « Journal of Immunology », 2012.

Benoit Dessarthe, Aurélie Thedrez, Jean-Baptiste Latouche, Florian Cabillic, Aurélie
Drouet, Pascale Daniel, Cécile Thomas de La Pintieére, Véronique Catros, et Olivier

Toutirais.
Dans cet article, nos résultats montrent :

- que la molécule CRTAM est exprimée de fagon transitoire par les lymphocytes T

Vy9V42 apres stimulation

- que l'interaction CRTAM/Necl-2 n’a aucun effet sur I'activité cytotoxique et la

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires des lymphocytes T Vy9Vé2.

- que CRTAM est rapidement « down-régulée » par les lymphocytes T Vy9V62
apres contact avec des cellules tumorales exprimant Necl-2 ; et que de fagon
concomitante les cellules tumorales acquiérent I'expression de CRTAM par

transfert intercellulaire de protéines.

- gue CRTAM médie un signal de mort autophagique du lymphocyte T Vy9V42 suite

a son engagement avec son ligand Necl-2.

En conclusion, I'expression de Necl-2 par les cellules tumorales peut représenter un
facteur limitant I'immunosurveillance des cancers par les lymphocytes T Vy9V62 et une
nouvelle forme d’échappement tumoral. Les résultats et les perspectives de notre travail

seront discutés a la fin de ce mémoire.
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Abstract

Human Vy9Vd2 T cells exert potent in vitro and in vivo anti-tumor activities, making them promising
candidates for immunotherapy strategies. Recognition of tumor cells by Vy9vd2 T cells requires
engagement of the TCR and/or Natural Killer (NK) receptors. Recently, one of the novel NK receptors,
the class I-restricted T cell associated molecule (CRTAM), has been described to promote cytotoxic
function of NK cells and to lead to IFN-y secretion by CD8" T cells through interaction with its ligand,
Necl-2. A better understanding of the role of CRTAM in Vy9Vd2 T cell functions is highly relevant to
optimize innate-like T cell-based cancer immunotherapy. Here, we report that CRTAM is transiently
expressed on activated Vy9Vd2 T lymphocytes following TCR engagement. However, CRTAM-Necl-2
interaction does not modify the cytotoxic function or IFN-y secretion of Vy9Vvd2 T cells. The
expression of CRTAM in activated Vy9Vd2 T cells is quickly down-regulated following interaction with
Necl-2 on tumor cells. Interestingly, CRTAM is concurrently acquired at the cell surface of Necl-2+
tumor cells through Vy9vd2 T cell membrane capture. Finally, we highlight that co-culture
experiments with tumor cells expressing Necl-2 result in significant cell death of CRTAM+ Vy9Vd2 T
cells. Pre-treatment of Vy9Vd2 T cells with specific inhibitors demonstrates that CRTAM-mediated
cell death is dependent on autophagic process but not on apoptosis or necroptosis. Based on these
findings, we propose that Necl-2 on tumor cells represents a new tumor counterattack mechanism

and a potential target to improve efficiency of yO T cells-based immunotherapy.
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Introduction

VY9Vd2 T cells are the major population of human peripheral blood yd T cells and play an important
role in innate immunity against microbial agents and tumor cells (1). Vy9Vd2 T cells express a TCR
with a particular combination of variable regions Vy9 and V2. These cells are activated by small non-
peptidic phosphorylated compounds, referred to as phosphoantigens, which are derived from the
isoprenoid biosynthetic pathway (1). (240)Vy9Vd2 T cells have the capacity to recognize and kill a
wide array of human tumor cells and to produce inflammatory cytokines, such as IFN-y, that mediate
the recruitment of host effector cells (2-5). Therefore, immunotherapeutic approaches exploiting the
anti-tumor properties of Vy9Vd2 T cells represent an area of active investigation (6, 7). In some
tumor cells, the accumulation of endogenous metabolites derived from the mevalonate pathway,
such as isopentenyl pyrophosphate (IPP), induces activation of Vy9vd2 T cells (8). Bromohydrin
pyrophosphate (BrHPP), a synthetic analog of IPP, is able to vigorously expand Vy9Vo2 T cells in vitro
and in vivo (3, 5, 9). Likewise, aminobisphosphonates that promote intracellular accumulation of IPP
are able to indirectly trigger specific activation of Vy9Vvd2 T cells (8). Unlike af3 T cells, the recognition
of tumor cells by yd T cells is not restricted to the MHC molecules and is modulated by receptor-
ligand interactions involving TCR and/or natural-killer (NK) cell receptors (NKRs) (10, 11). One of the
NKRs, the activating receptor NKG2D, has been known to be involved in tumor recognition through
interactions with specific ligands, including MHC class I-related chain A and B (MICA/B) and UL16-
binding proteins (ULBP) (3, 4, 12). Recently, a role for novel immunoglobulin-like NKRs, DNAX
accessory molecule-1 (DNAM-1, also called CD226) and Class I-restricted T cell-associated molecule
(CRTAM), in the process of NK-mediated recognition of tumor cells has been described (13, 14).
These receptors interact with nectin and nectin-like (Necl) molecules, a family of Ca**-independent

cell-cell adhesion proteins that mediate epithelial cell junctions through homophilic and/or

93



Travail personnel

heterophilic contacts (15). In a recent paper, we showed that DNAM-1 is constitutively expressed in
Vy9Vd2 T cells and promotes cytotoxicity against hepatocellular carcinoma (HCC) cells and IFN-y
production by the Vy9Vd2 T cells through interaction with its ligand Necl-5 (also called the poliovirus
receptor or CD155) (5). The CRTAM that binds Necl-2 is expressed in activated NK cells and af3 T cells
(16—18). Necl-2, also known as synCAM1, IGSF4A or CADML1, is a highly conserved glycoprotein with a
broad tissue distribution and is encoded by the tumor suppressor gene tumor suppressor in lung
cancer-1 (TSLC1) (19). The role of CRTAM has been described in the regulation of cell polarity and the
retention of lymphocytes in lymph nodes (20, 21). Boles et al. have shown that the engagement of
CRTAM promotes the cytotoxic function of NK cells and leads to IFN-y secretion by CD8" T cells,

suggesting that the CRTAM-Necl-2 interaction contributes to tumor recognition (17).

A better understanding of NK receptor-ligand interactions is highly relevant to improve innate-like T
cell-based cancer immunotherapy. With this aim, we have characterized the role of CRTAM in
Vy9Vd2 T cell functions. We show that CRTAM is transiently expressed in activated Vy9vd2 T
lymphocytes following TCR engagement. Unlike human NK and CD8" T cells, the CRTAM-Necl-2
interaction is dispensable for both the cytotoxicity and the cytokine secretion of Vy9vd2 T cells.
Interestingly, cell contact with Necl2-expressing tumor cells results in rapid down-regulation of
CRTAM expression and significant cell death of activated Vy9Vd2 T cells. Thus, our data reveal an
unexpected role of Necl-2 as a promoting factor for tumor evasion from Vy9vd2 T cells

immunosurveillance.
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Materials and Methods

v6 T cell culture

PBMCs were isolated by density gradient separation (UniSep®, Novamed, Jerusalem, Israel) from
blood samples of healthy donors (n = 15) recruited at the Blood Transfusion Center (Etablissement
Francais du Sang, Rennes, France). The PBMCs were resuspended at 2 x 10°/mL in RPMI 1640
(Eurobio, Les Ullis, France) supplemented with 10% FCS (Gibco Invitrogen Life Technologies, Cergy
Pontoise, France), 1% L-glutamine, 50 pg/mL streptomycin and 50 IU/mL penicillin, referred to
elsewhere as complete medium. The cells were stimulated with 3 uM BrHPP (IPH1101,
Phosphostim™, a kind gift of Innate Pharma, Marseille, France) in the presence of 400 IU/mL IL-2
(Proleukin®, Novartis, Suresnes, France) and maintained for 2 weeks to generate polyclonal Vy9vd2 T
cell lines. Every 3 days, fresh complete medium supplemented with 400 IU/mL IL-2 was added.
Resting Vy9V62 T cell lines were checked for purity by flow cytometry (>85% y&" CD3" cells) and
subsequently used in phenotype/functional assays. In some experiments, expanded Vy9Vvd2 T cells
were stimulated with an immobilized anti-CD3 monoclonal antibody (mAb) (UCHT1, 1 ug/mL), with

20 ng/mL PMA and 0.5 uM ionomycin or with BrHPP (3 nM to 3 uM).

Tumor cell lines

The K562 (myelogenous leukemia), Daudi and Raji (Burkitt’s lymphoma) and HT-29 (colon carcinoma)
human cell lines were obtained from the American Type Cell Collection. The hepatocellular
carcinoma cell lines (HepG2, HuH7, BC2 and HepaRG) were a gift from C. Guillouzo (INSERM U911,
Rennes, France). The THP1 (acute monocytic leukemia), P815 (mouse mastocytoma) and RPMI 8226

(myeloma) cell lines were a gift from E. Scotet (UMR S 892 Nantes-Angers, France). All tumor cell
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lines were maintained in complete medium except for the HCC cell lines, which were cultured in
Williams' E medium with 10% FCS, 0.5 uM hydrocortisone (Pharmacia, Guyancourt, France) and 0.5
pg/mL insulin (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA). In some experiments, pre-treatment of tumor cells
with an aminobisphosphonate or a statin was performed by incubating cells overnight with 50 nM
zoledronate (Zometa®, Novartis, France) or 10 uM mevastatin (Sigma-Aldrich), respectively. The cells
were then extensively washed before use. In mAb cross-linking assays, the P815 cells were pre-

incubated with mAbs at room temperature for 30 minutes before co-culture with effector cells.

Vector construction

cDNAs encoding the full-length human Necl-2 protein were provided by V. Ossipow (Department of
Biochemistry, University of Geneva, Switzerland) (22). Human cDNAs were cloned into a
gammaretrovirus-derived SFG vector backbone. Dicistronic vectors containing the puromycin-N-
acetyltransferase open reading frame cloned downstream of an internal ribosome entry site (IRES-
puro) were used to express the proteins. Vectors containing the IRES-puro sequence and multiple

cloning sites were used as controls (Ctrl).

Gene transfer procedure

H29/293 GPG packaging cells were transfected with the SFG vector encoding Necl-2 by the calcium
chloride precipitation method(241). The Daudi, Raji and HT-29 cell lines were infected with cell-free

retroviral supernatant in the presence of 8 ug/mL of polybrene (Sigma-Aldrich) for 16 hours, as
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previously described (23). Puromycin (Sigma-Aldrich) was added at 5 to 20 pg/mL to the medium for

1 week to select cells expressing the vector-encoded puromycin-N-acetyltransferase.

Flow cytometry analysis

Fluorochrome-conjugated mAbs against the following antigens were used to stain the Vy9V62 T cells:
CD3 (UCHT1), pan-y6 TCR (IMMU510), V862 (IMMU389), CD69 (TP1.55.3), CD27 (1A4CD27), CD45RA
(ALBP11) and IFN-y (45.15) from Immunotech (Marseille, France); CD107 (H4A3) from BD Biosciences
(Franklin Lakes, NJ, USA); and CRTAM (210213) from R&D systems (Lille, France). An unconjugated
mAb against Necl-2 (3.E.1) from MBL (Woburn, MA, USA) and fluorochrome-conjugated secondary
mAbs from Southern Biotech (Birmingham, Alabama, USA) were used to stain tumor cells. Isotype-
matched immunoglobulins from the corresponding manufacturer were used as negative controls.
Flow cytometry analyses were performed using FACSCalibur systems (BD Biosciences) and Flowlo

software (Tree Star, OR, USA).

CD107 mobilization assay and intracellular cytokine staining

Expanded Vy9Vé2 T cells in a resting state were co-cultured at 37°C with tumor cells at an
effector:target ratio (E:T) of 1:1 in a complete medium containing the fluorochrome-conjugated anti-
CD107 mAb (or the corresponding isotype). Monensin (3 uM, Sigma-Aldrich) was added 1 hour after
beginning the assay. After incubation for 6 or 10 hours, cells were labeled with fluorochrome-
conjugated anti-y6 TCR and anti-CRTAM mAbs. Then, the cells were fixed in a 4% paraformaldehyde

solution and permeabilized with PBS containing 0.1% saponin (Sigma-Aldrich) and 0.5% bovine serum
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albumin (Sigma-Aldrich). Finally, the cells were labeled with the fluorochrome-conjugated anti-IFN-y

mAb and analyzed by flow cytometry.

Membrane cell transfer measurement

Expanded Vy9Vé2 T cells were stimulated for 6 hours with immobilized anti-CD3 mAbs and
resuspended for 24 hours in complete medium. The cells were then stained with the membrane dye
PKH67 (Sigma Aldrich) according to the manufacturer’s recommendations and co-cultured with
tumor cells in complete medium at an E:T ratio of 1:1 at 37°C. After 1 hour of incubation, the cells
were labeled for 20 minutes at 4°C with fluorochrome-conjugated anti-CRTAM and anti—y6 TCR mAbs
and washed three times with ice-cold PBS containing 0.5 mM EDTA before being analyzed by flow

cytometry.

Cytotoxicity assay

Expanded Vy9V82 T cells were tested for cytotoxicity against tumor cell lines using a standard °'Cr
release assay. Briefly, target cells labeled with *'Cr sodium chromate (0.2 mCi/10° cells, Amersham)
were co-cultured with expanded Vy9V62 T cells in complete medium for 4 hours at 37°C. The E:T
ratios ranged from 1:1 to 20:1. °'Cr release was assessed in culture supernatants using a Top-count
gamma counter (Packard Instrument). The percentage of specific lysis was calculated using the
following formula: [(mean experimental cpm — mean spontaneous cpm)/(mean maximum cpm —

mean spontaneous cpm)]x100. The results shown are the mean of assays performed in triplicates.
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Cell death measurement

Expanded Vy9V62 T cells were co-cultured with tumor cells in complete medium at an E:T ratio of 1:1
for 4 hours at 37°C. The cells were then labeled with fluorochrome-conjugated anti-pan-yd TCR and
anti-CRTAM mAbs. After two washes in ice-cold PBS, the cells were labeled with fluorochrome-
conjugated Annexin-V according to the manufacturer’s instructions and analyzed by flow cytometry.
Annexin-V staining on gated CRTAM" or CRTAM y&" T cells was analyzed. In the blocking assays, the
target cells were previously treated with saturating concentrations (20 pg/ml) of the recombinant
human CRTAM/Fc chimera (R&D systems) or with a control molecule (recombinant human IgG1 Fc,
rhigFc, R&D Systems) for 30 minutes at 4°C. Some assays were performed with expanded Vy9Vvé2 T
cells pretreated for 30 minutes at 37°C with the apoptosis inhibitor z-vad (100 uM), the necroptosis
inhibitor necrostatin (100 uM) or the autophagic cell death inhibitor wortmannin (200 nM) before co-
culture with tumor cells. All inhibitors were purchased from Enzo Life Science (Farmingdale, New

York, USA).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 (La Jolla, CA, USA). Comparison tests
were carried out using an unpaired and paired t-test. *, ** and *** indicate statistically significant

differences with p< 0.05, p< 0.001 and p<0.0001, respectively.
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Results

CRTAM is a phenotypic marker of Vy9V&2 T cell activation

CRTAM expression was assessed by flow cytometry on resting or BrHPP-stimulated Vy9Vd2 T cells. In
freshly isolated PBMCs, CRTAM was undetectable in VO2* T cells (Figure 1A). In contrast, stimulation
with a single dose of BrHPP induced a strong up-regulation of CRTAM in the majority of Vyavd2 T
cells. Kinetic analysis showed that CRTAM expression was up-regulated 6 hours after BrHPP
stimulation, with peak expression at 24 hours (77% of CRTAM" cells). Notably, CRTAM expression was
transitional and decreased starting 48 hours after stimulation. By comparison, the kinetic expression
of the activation marker CD69 occurred earlier, with up-regulation starting 2 hours after the addition
of phosphoantigen and sustained over time. Similar profiles of CRTAM expression were observed on
the four distinct phenotypic subsets of Vy9Vvd2 T cells: naive (CD45RA™ CD27%), central memory
(CD45RA™ CD27%), effector memory (CD45RA™ CD27) and terminally differentiated cells (CD45RA*

CD27) (Figure 1B).

In addition, CRTAM expression was analyzed in polyclonal Vy9Vvd2 T cell lines obtained by incubating
PBMCs with BrHPP and IL-2 for 2 weeks. No significant CRTAM expression was detected in expanded
YO T cells in a resting state (Figure 2A). However, activation of expanded Vy9Vvd2 T cells with
PMA/ionomycin or immobilized anti-CD3 antibodies strongly triggered CRTAM expression (Figure
2B). Similarly, re-stimulation of Vy9Vd2 T cells with BrHPP resulted in CRTAM up-regulation in a
dose-dependent manner up to 300 nM BrHPP (Figure 2C). Overnight co-incubation of expanded
Vy9V&2 T cells with the immunogenic tumor cell lines Daudi or RPMI 8226 led to CRTAM expression,
whereas co-culture with poorly immunogenic tumor cell lines (Raji, K562, THP1, HT-29, HuH7 and
HepG2) did not (Figure 2D). Of note, sensitization of poorly immunogenic tumor cell lines with
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zoledronate reversed their inability to spontaneously induce CRTAM expression. As shown in Figure
2E, treatment of sensitized HepG2 tumor cells with mevastatin, an inhibitor of the mevalonate
pathway, decreased CRTAM expression in Vy9Vd2 T cells. Together, these data indicate that CRTAM

expression is associated with TCR engagement.

CRTAM expression in phosphoantigen-expanded Vy9Vd2 T cells is associated with effector

functions

We have investigated the functional properties of activated CRTAM® Vy9Vd2 T cells. As previously
observed, CRTAM expression is up-regulated in Vy9V32 T cells stimulated with zoledronate-sensitized
Raji or HT-29 cells (Figure 3). Interestingly, we observed that CRTAM expression in expanded Vy9Vd2
T cells was strongly associated with IFN-y production and CD107a mobilization. As expected, Vy9Vd2
T cells co-incubated with unsensitized tumor cell lines neither expressed CRTAM nor produced IFN-

y or CD107a.

CRTAM is down-regulated in Vy9V&2 T cells and specifically acquired by Necl-2" tumor cells

The Daudi and Raji cell lines, which are target cells commonly used to study Vy9Vvd2 T cell functions,
do not express Necl-2 (supplementary data Figure 1) (17). To further evaluate the role of CRTAM, we
genetically modified these two tumor cell lines to induce the constitutive expression of full-length
Necl-2 (supplementary data Figure 1). Co-culture of expanded Vy9Vd2 T cells expressing CRTAM upon
CD3 stimulation with Necl-2-expressing tumor cells specifically resulted in the rapid and dramatic

down-regulation of CRTAM expression in terms of both cellular frequency and level expression
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(Figure 4A). In parallel, we observed the concomitant acquisition of CRTAM expression on the cell
surface of Necl-2" but not control tumor cells (Figure 4B). To investigate the mechanisms by which
CRTAM is recovered by Necl-2" tumor cells, we measured cell membrane transfer by staining Vy9vd2
T cells with a fluorescent dye. Following cell contact with CRTAM™* Vy9Vd2 T cells for 1 hour, Necl-2"
tumor cells, but not control tumor cells, had acquired membrane fragments with cell-surface CRTAM
molecules (Figure 4C). Next, we examined whether the CRTAM in Vy9V&2 T cells might be shed or
secreted into the medium. Cell-free supernatants were collected from CD3-stimulated Vy9Vvo2 T cell
culture incubated with tumor cells or with PMA/ionomycin for 1 hour. Conditioned supernatants
were then added to Daudi Necl-2 cell cultures for 1 hour. No significant CRTAM expression on Daudi
Necl-2 cells was detected by immunofluorescence, suggesting that the presence of cell-surface

CRTAM on tumor cells was not due to the binding of a soluble form of CRTAM (Figure 4D).

The CRTAM-Necl-2 interaction does not modify Vy9Vd2 T cell effector functions

Because CRTAM has been reported to be involved in the effector functions of activated NK and CTL in
vitro, we analyzed the effects of the CRTAM-Necl-2 interaction on the functional properties of
VyoVe2 T cells. Vy9Vd2 T cell lines that expressed high levels of CRTAM upon CD3 stimulation
displayed similar cytotoxic activity against Necl-2-expressing target cells or control target cells (Figure
5A). Next, we evaluated the response of the same effector cells to an anti-CRTAM mAb in a
redirected killing assay against an FcyR" P815 murine mastocytoma target. In the presence of anti-
CRTAM mAb, neither the enhancement of CRTAM® Vy9V32 T cell cytotoxicity nor a synergic effect
with the anti-yd TCR mAb was observed (Figure 5B). Additional experiments were performed with

resting Vy9Vo2 T cell lines not expressing CRTAM. We observed that Vy9Vd2 T cells co-cultured with
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sensitized target cells that induced CRTAM during the cytotoxic assay elicited the same lytic response
against Necl-2-expressing target cells or control target cells (Figure 5C). Similarly, these effector cells
produced equivalent levels of IFN-y after incubation with Necl-2-expressing tumor cells or control
tumor cells (Figure 5D). Comparable data were obtained in a CD107 mobilization assay (data not

shown). Together, these results indicate that CRTAM is not an activating receptor for Vy9Vo2 T cells.

The CRTAM-Necl-2 interaction induces Vy9Vd2 T cell death

The effects of the CRTAM-Necl-2 interaction on Vy9Vd2 T cell survival were examined using a flow
cytometry-based Annexin-V assay. Resting Vy9V®2 T cell lines were incubated with zoledronate-
sensitized Raji or Daudi cells for 4 hours. The level of Annexin-V staining increased in CRTAM" Vy9V&2
T cells following cell contact with Necl-2-expressing tumor cells but not control target cells (Figure 6A
and B). Higher Annexin-V levels in CRTAM" Vy9V32 T cells than in CRTAM Vy9Vd2 T cells were also
noted after co-culture with tumor cell lines that naturally expressed Necl-2 (HuH7, HepG2 and RPMI
8226) (data not shown). Annexin-V levels in CRTAM® Vy9Vd2 T cells were significantly reduced by
soluble recombinant human CRTAM (Figure 6C). In addition, we showed that ligation of CRTAM with
a specific antibody coated on P815 cells markedly increased cell death of activated CRTAM* Vy9Vd2 T
cells (Figure 6D). This effect was enhanced after co-engagement of CRTAM and the yd T cell
receptors. The mechanisms involved in CRTAM-mediated cell death were investigated using specific
antagonists. Cell death of CRTAM" Vy9V32 T cells following contact with Necl-2" targets was
significantly inhibited by wortmannin, an inhibitor of autophagic cell death (Figure 6E). Neither z-vad,
an inhibitor of apoptosis, nor necrostatin, an inhibitor of necroptosis, had an impact on Vy9Vvd2 T cell

death.

103



Travail personnel

Discussion

The expression of CRTAM has been predominantly described in activated NK, NKT and CD8 a3 T cells
(16). In this study, we document for the first time the presence of CRTAM in activated Vy9Vd2 T cells.
Notably, we show that the expression of CRTAM on Vy9Vd2 T cells is induced by two specific TCR-
dependent stimuli: synthetic phosphoantigens and direct contact with immunogenic tumor cells. The
expression of CRTAM appears later than that of the activation marker CD69, with transient
expression at similar levels in naive and memory Vy9Vd2 T cell subsets. In contrast, we recently
reported the constitutive expression of two structurally related receptors, CD226/DNAM-1 and CD96,
in Vy9Vd2 T cells (5). Because CRTAM expression was induced after activation, we expected to
observe this receptor in cytotoxic and/or IFN-y-producing Vy9Vd2 T cells. The particular pattern of
CRTAM expression raised the question of its functional role in Vy9Vd2 T cells. By investigating the
impact of the CRTAM-Necl-2 interaction on the effector properties of expanded Vy9Vvd2 T cells, we
did not notice any change in cytotoxic activity or IFN-y production of CRTAM" effector cells after
challenge with Necl-2" target cells compared to control target cells. Of note, cytotoxic activity was
evaluated with either Vy9Vd2 T cells expressing a high level of CRTAM upon anti-CD3 mAb
stimulation or resting effector cells in which CRTAM expression was induced by contact with
immunogenic tumor cells during the cytotoxic assay. In addition, cross-linking of CRTAM with a
specific mAb did not impact the cytotoxic activity of effector cells. Our results lead us to conclude
that the CRTAM in Vy9V&2 T cells is not an activating receptor. Several authors have reported that
CRTAM is not necessary for the cytotoxic function of activated CD8 a3 T cells in in vitro mouse or
human models (17, 18, 21, 24). Of note, Boles et al. have observed that the CRTAM-Necl-2
interaction promotes IFN-y production in human activated CD8 T lymphocytes but not NK cells (17).

Finally, CRTAM has been shown to contribute to the cytotoxicity of human but not mouse NK cells
104



Travail personnel

(17, 18). Collectively, these data indicate that the functional consequences of CRTAM engagement

depend on the type of effector cells and/or the model species.

Interestingly, we showed that Vy9Vvd2 T cells quickly down-regulate the expression of CRTAM after
contact with Necl-2" but not Necl2” tumor cells, suggesting that this process is mediated by ligand
binding. CRTAM down-regulation most likely does not require TCR engagement because similar levels
of down-regulation were obtained with Necl-2-expressing Daudi and Raji cells that were recognized
or not by Vy9Vvd2 T cells, respectively. In parallel with CRTAM down-regulation, the concomitant
acquisition of CRTAM by Necl2" tumor cells was observed, suggesting an intercellular transfer of cell-
surface CRTAM from Vy9Vd2 T cells to tumor cells. The transfer of surface proteins from target to
immune effector cells is a widespread physiological process (25). For example, Espinosa et al. have
reported that Vy9vd2 T cells can acquire plasma membrane molecules from tumor cells (26).
However, little is known regarding the intercellular transfer of surface molecules in the opposite way,
from tumor cells to immune cells. Acquisition of NK cell inhibitory receptors or NKG2D by target cells
has been documented (27, 28). Our data indicate that the process involved in intercellular CRTAM
protein exchange displays three characteristics: 1) it is a rapid phenomenon, as CRTAM molecules
were detected on tumor cells within 5 minutes after contact with Vy9V&2 T cells; 2) it is not based on
cleavage of CRTAM at the cell surface of Vy9Vd2 T cells or secretion of soluble CRTAM molecules
because we do not observe the de novo presence of CRTAM in tumor cells after addition of
supernatant from activated Vy9Vd2 T cells co-cultured with or without tumor cells; and 3) it depends
substantially on a trogocytosis-like mechanism, as we showed in cell membrane transfer experiments
that Necl-2* tumor cells specifically recovered components of CRTAM® lymphocyte membranes.
Other mechanisms could also be involved. A specific intercellular protein transfer through a

membrane nanotube has been described (29). Alternately, CRTAM molecules could be plucked from
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the Vy9Vd2 T cell surface and specifically acquired by tumor cells after binding with Necl-2 (25). Thus,

further studies are required to determine the exact mechanism for CRTAM transfer to tumor cells.

Importantly, our work also reveals that CRTAM is involved in activated Vy9Vvd2 T cell survival.
Indeed, the interaction of CRTAM with tumor cells expressing Necl-2 either naturally or after
transduction results in cell death of activated Vy9Vd2 T lymphocytes. This selective effect is inhibited
by soluble human recombinant CRTAM, revealing a specific CRTAM-Necl-2 interaction. To date, three
main mechanisms of programmed cell death have been described: apoptosis, necroptosis (also called
programmed necrosis), and cell death by autophagy (30). An role of apoptosis or necroptosis in
CRTAM-mediated cell death was not observed in our study. Conversely, the contribution of an
autophagic cell death mechanism was evidenced. Autophagy is characterized by an active
degradation of intracellular components through the lysosomal pathway (31). In this regard, our
unpublished results of cell staining with acridine orange, a lysosomal marker, show an increase of the
fluorescent dye staining in Vy9Vd2 T cells after co-culture with Necl-2" tumor cells but not with
control tumor cells (32). Autophagy is described as a cytoprotective process that plays essential roles
in T cell development, activation and proliferation (31). However, autophagy may also constitute a
lethal mechanism that mediates autophagic cell death under certain conditions (30). Indeed, Li et al.
have shown that growth factor withdrawal induces cell death through an autophagic pathway in
CD4" T cells (33). Inhibitors of autophagy, such as wortmannin, allow to discriminate autophagic cell
death and the cytoprotective autophagy (30, 34). Indeed, in presence of autophagic cell death, a
treatment by these inhibitors decreases the cell death. In contrast, in case of stress-induced cell
death with cytoprotective autophagy, inhibitors of autophagy increase the cell death. In our
experiments, wortmannin reduces CRTAM-mediated cell-death demonstrating the triggering of

autophagic cell death following CRTAM engagement. Additional studies are now needed to
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understand which signals contribute to autophagic cell death of activated Vy9Vd2 T lymphocytes. In
this respect, the molecular events that control signaling through the CRTAM receptor are poorly
understood. The intracytoplasmic tail of CRTAM has three phosphorylation sites and a binding site
that allow recruitment of PDZ-domain proteins, such as Scrib (35). Recent data from Yeh et al. have
shown that the regulation of cell polarity by CRTAM is controlled by Scrib (20). Because Necl-2 is
widely distributed in various tissue types, the CRTAM-Necl-2 interaction could represent a critical
pathway for Vy9Vd2 T cell homeostasis and could serve to limit or terminate an ongoing response by
inducing cell death of activated lymphocytes (36). Inactivation of the TSLC1 gene, which leads to the
suppression of Necl-2 expression, has been frequently described in various human cancers, including
lung, cervical and breast cancers (37). Conversely, Necl-2 was found to be expressed de novo in adult
T leukemia or over-expressed in certain other tumors (38—42). Thus, similar to tumor-associated
molecules, such as FasL or PD-L1, Necl-2 in tumor cells may represent a new tumor counterattack

mechanism to evade immunosurveillance by Vy9Vvd2 T cells (43).

In conclusion, our study reveals that CRTAM, which is transiently expressed in activated Vyovd2 T
cells, appears dispensable for the effector functions of these cells. In addition, our work highlights
that the CRTAM-Necl-2 interaction is critical for the control of Vy9vd2 T cell survival. Ultimately,
Necl-2 expression in tumor cells could be a factor that limits yd T cell-mediated immunosurveillance
against cancer. Therapeutic interventions aiming at reducing Necl-2 induced cell death may be of

major interest to improve Vy9V&2 T cell-based immunotherapy.
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Figure 1. CRTAM is transiently expressed in Vy9Vé2 T cells following PBMC activation. (A) Kinetic
study of CRTAM and CD69 expression in Vy9V62 T cells after PBMC stimulation with 3 uM BrHPP and
culture with IL-2. Double-staining was performed using mAbs against V62, CRTAM (upper panel) or
CD69 (lower panel). The proportion and mean fluorescence intensity (MFI) of CRTAM® or CD69" cells
among V82" cells are indicated in upper-right quadrants. nd: not determined. The data are
representative of 3 independent experiments. (B) Kinetic study of CRTAM expression in naive (CD27"
CD45RA"), central memory (CD27° CD45RA’), effector memory (CD27 CD45RA’) and terminally
differentiated effector memory (TEMRA; CD27 CD45RA") Vy9Vv62 T cell subsets after PBMC
stimulation as in panel A. Analyses were performed using mAbs against V62, CRTAM, CD27 and
CD45RA. The proportions of CRTAM" cells in each subset of V82" cells are presented. The results from

3 independent experiments are shown (mean + SEM).

Figure 2. CRTAM is expressed on phosphoantigen-expanded Vy9Vd2 T cells following exposure to
various stimuli. Phosphoantigen-expanded Vy9Vd2 T cells in a resting state were exposed to various
stimuli. Surface expression of CRTAM was analyzed by flow cytometry using mAbs against pan-yé TCR
and CRTAM. The proportion and MFI of CRTAM" cells in y§* cells are indicated in each quadrant.
Expanded Vy9V&2 T cells were stimulated for 6 hours with: (A) PMA/ionomycin, (B) immobilized anti-
CD3 mAbs, or (C) increasing doses of BrHPP. (D, E) Expanded Vy9Vd2 T cells were co-cultured
overnight with tumor cells untreated (Medium) or pretreated with either zoledronate (Zol),

mevastatin (Meva) or mevastatin plus zoledronate (Zol + Meva) (ratio 1:1). No stim: no stimulation.
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Kinetic study of CRTAM expression was performed in panel B. The data are representative of 3

independent experiments.

Figure 3. CRTAM is associated with the effector functions of Vy9Vd2 T cells. Phosphoantigen-
expanded Vy9VO2 T cells in a resting state were cultured for 10 hours with tumor cells (Raji or HT-29
cells) untreated or pretreated with zoledronate (Zol) (ratio 1:1). No stim: no stimulation. IFN-y
accumulation and CD107 mobilization assays were performed as described in the Materials and
Methods. The proportions of CRTAM" IFN-y* or CRTAM* CD107" cells within the y&" cells are indicated

in each dot plot. The data are representative of 3 independent experiments.

Figure 4. CRTAM is down-regulated in Vy9Vd2 T cells and specifically acquired by Necl-2* tumor
cells. Phosphoantigen-expanded Vy9Vd2 T cells were harvested 24 hours after CD3 stimulation and
then co-cultured with Raji or Daudi cells expressing Necl-2 or not (Control, Ctrl) (ratio 1:1). Kinetic
expression of CRTAM (A) in Vy9Vd2 T cells and (B) in tumor cells was determined by flow cytometry
using mAbs against pan-yd TCR and CRTAM. Before staining, the cells were washed once with ice-
cold PBS containing 0.5 mM EDTA. The percentages of CRTAM" cells (left panels) and the MFI of
CRTAM (right panels) are shown. (C) Membrane cell transfer assay, as described in Materials and
Methods. Vy9Vd2 T cells were labeled with the membrane dye PKH67 before being co-cultured with
Daudi Ctrl (upper panel) or Daudi Necl-2 (lower panel) for 1 hour. The proportions of CRTAM* PKH67"
cells among the Y3 cells (left panel) and tumor cells (right panel) are presented in each dot plot. An
overlay of PKH67 staining in CRTAM" and CRTAM™ Daudi Necl-2 cells is shown. (D) CD3-stimulated

Vy9Vd2 T cells were incubated with Daudi Necl-2, Daudi Ctrl or PMA/lono. After 1 hour, the cells and

117



Travail personnel

supernatants were collected. Cells were labeled for the expression of TCR-y6 and CRTAM (upper
panels). Daudi Necl-2 cells were incubated with supernatants from different conditions for 1 hour
and labeled with mAbs against CRTAM (lower panels). For each condition, the percentages and MFI

of CRTAM" cells among the lymphocytes or tumor cells are indicated in the top right of each dot plot.

Figure 5. CRTAM-Necl-2 interaction does not alter in vitro Vy9V&2 T cell effector functions. (A, B, C)
Cytotoxicity assays performed with a standard >'Cr release assay. (A) Expanded Vy9Vd2 T cells were
harvested 24 hours after CD3 stimulation and then co-cultured with target cells previously labeled
with °'Cr at various effector: target ratio (E:T ratio) for 4 hours. The target cells were tumors cells
expressing Necl-2 or not (Ctrl). (B) P815 cells were incubated with anti-CRTAM (10 pg/ml) and/or
anti-pan-y8 TCR (1 pg/ml) or 1gG1 isotype mAbs (1 pg/ml) for 30 minutes before labeling with *'Cr.
P815 cells were then co-cultured with expanded Vy9Vé2 T cells pre-stimulated with immobilized anti-
CD3 mAbs as described in panel A. (C) Expanded Vy9V62 T cells in a resting state were co-cultured for
4 hours with target cells previously labeled with >'Cr (E:T ratio 1:1). Target cells were Raji cells
expressing Necl-2* or not (Ctrl) that were untreated or pretreated with zoledronate (Zol). (D)
Phosphoantigen-expanded Vy9Vvd2 T cells in a resting state were cultured for 6 hours with
zoledronate-pretreated tumor cells (Raji or Daudi) expressing Necl-2 or not (Ctrl). The IFN-y
accumulation assay was performed as described in Materials and Methods. The percentages of
CRTAM™ IFN-y" cells are indicated in each dot plot along with the MFI values. In panels A, B and C, the
results are from 5, 3 and 2 independent experiments (mean + SEM), respectively. In panel D, the data

are representative of 3 independent experiments.
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Figure 6. The CRTAM-Necl-2 cell-cell interaction induces Vy9V62 T cell death. (A, B)
Phosphoantigen-expanded Vy9Vvd2 T cells in a resting state were co-cultured for 4 hours with
zoledronate-pretreated tumor cells (Raji or Daudi) expressing Necl-2 or not (Ctrl) (ratio 1:1). The
measurement of Vy9Vé62 T cell death was performed as described in the Materials and Methods.
Increases in Annexin-V MFIl in CRTAM® or CRTAM y&' T cells are shown (A MFI = Annexin-V MFI with
Necl-2* tumor cells — Annexin-V MFI with Ctrl tumor cells). The results are from at least 3
independent experiments (mean = SEM). (C) Similar experiments were performed in the presence of
blocking recombinant human CRTAM/Fc chimera (hCRTAM) or control recombinant human 1gG1/Fc
chimera (rhigFc), as described in Materials and Methods. HuH7, HepG2 and RPMI 8226 tumor cell
lines naturally expressing Necl-2 were used. The percentage of Annexin-V staining inhibition in
CRTAM"yd' T cells due to the blocking hCRTAM was calculated according to the formula: [(Annexin-V
MFI with rhigFc-pretreated target — Annexin-V MFI with hCRTAM-pretreated target) / Annexin-V MFI
with rhigFc-pretreated target] x 100. (D) Expanded Vy9Vd2 T cells were harvested 24 hours after CD3
stimulation and then co-cultured with P815 cells at an E:T ratio of 1:1 for 4 hours. P815 cells were
pre-incubated with anti-CRTAM (10 pg/ml) and/or anti-pan-y6 TCR (1 pg/ml) mAbs or control isotype
for 30 minutes. Increases in Annexin-V MFI in CRTAM" or CRTAM' y&" T cells with mAbs are shown (A
MFI = Annexin-V MFI with mAbs — Annexin-V MFI with control isotype). (E) Expanded Vy9Vvd2 T cells
were untreated or pretreated with 100 uM z-vad, 100 puM necrostatin-1 (NEC-1) or 200 nM
wortmannin before being co-cultured with Daudi Ctrl (white bars) or Necl-2 (black bars) for 4 hours.
Decreases in Annexin-V MFI in CRTAM" y&" with treatments are shown (A MFI = Annexin-V MFI with
untreated Vy9Vo2 T cells — Annexin-V MFI with pretreated Vy9Vd2 T cells). In panels C, D and E, the

results are from 3 independent experiments (mean + SEM).
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Dessarthe et al. Figure 2
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Dessarthe et al. Figure 3
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Dessarthe et al. Figure 4
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Dessarthe et al. Figure 5
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Dessarthe et al. Figure 6
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Dessarthe et al. Supplemental Figure S1
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11.1.2. Annexe de lI'article de theése

Le principe de la lyse redirigée

Anti-CRTAM

F’-\ '7/1»‘" antibodies

P315

CD16 l

.ﬂCRTAM

Lymphocyte T &

Crosslinking
of CRTAM

Principe de I'engagement de CRTAM par les cellules P815. Les cellules P815 expriment la molécule
CD16, un récepteur pour le fragment Fc des anticorps. L'incubation de P815 avec un anticorps anti-
CRTAM conduit a la fixation de cet anticorps qui conserve sa partie spécifique libre pour une
interaction. Les lymphocytes T y6 exprimant CRTAM peuvent ainsi se retrouver liés au P815. La

cytotoxicité induite par I’engagement de CRTAM est mesurée par la technique du relargage du °'Cr.

127



Travail personnel

I.2. Etudes complémentaires

11.2.1. Matériels et méthodes

1.2.1.1. Dosage ELISA de CRTAM dans les surnageants de culture
Les lymphocytes T Vy9V62 ont été soit traités par PMA/ionomycine, ou soit co-

cultivés pendant 1 heure avec des cellules tumorales (Daudi), prétraitées ou non par
zoledronate et exprimant ou non Necl-2. Ensuite, les surnageants de culture ont été
récupérés et la molécule CRTAM a été dosée a I'aide du kit DuoSet ELISA human CRTAM de

chez R&D Systems (Lille, France) selon le protocole fourni par le fabricant.

1.2.1.2. Trogocytose des cellules tumorales par les lymphocytes T Vy9Vé2

Les lymphocytes T Vy9Vd2 ont été stimulés par I'anticorps anti-CD3 et resuspendus
dans du milieu complet. Les cellules tumorales Daudi et Raji, exprimant ou non Necl-2, ont
été colorés au PKH67 (Sigma Aldrich) selon le protocole du fabricant et co-cultivées avec les
lymphocytes T Vy9V62 pendant différents temps (2, 5, 10, 30, 60 et 120 minutes) dans du
milieu complet a 37°C. Ensuite, les cellules ont été marquées par les anticorps conjugués
anti-CRTAM et I'anti-TCR V&2 ; puis elles ont été lavées trois fois avec du PBS froid contenant

0,5 mM d’EDTA avant analyse au cytometre en flux.

1.2.1.3. Mesure de la mort des cellules NK induite par I’interaction
CRTAM/Necl-2

Les cellules NK ont été préparées par tri a I'aide de billes magnétiques (NK cell
Isolation kit I, Miltenyi Biotec, France) a partir de PBMCs de donneurs sains. Ensuite, les
cellules NK ont été stimulées avec de la PMA/ionomycine pendant 4 heures a 37°C. Aprés un
lavage avec du milieu complet, les cellules NK ont été co-incubées avec des cellules
tumorales Daudi, exprimant ou non Necl-2, pendant 4 heures a 37°C. Les cellules ont été
marquées avec des anticorps conjugués anti-CD56 (BD biosciences) et anti-CRTAM. Apres
deux lavages au PBS froid, les cellules ont été marquées avec I'annexine-V selon le protocole

du fabricant et analysées par cytométrie en flux.
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11.2.1.4. Mobilisation de CD107

Les lymphocytes T Vy9V62 ont été co-cultivés a 37°C pendant 6 heures avec les
lignées Daudi ou Raji, Necl-2" ou témoin (Ctrl) au ratio effecteur/cible 1:1, dans du milieu
contenant un anticorps conjugué anti-CD107 ou son isotype correspondant. De la monensine
(3 uM, Sigma Aldrich) a été ajoutée aprés 1 heure de co-culture. Les cellules ont ensuite été

marquées par I'anticorps conjugué anti-TCR V62 et analysées par cytométrie en flux.

11.2.1.5. Coloration des mitochondries au DIOC6

Les lymphocytes T Vy9V62 ont été colorés avec le colorant DIOC6 (100 nM, Sigma
Aldrich) pendant 30 minutes a 37°C. Apres deux lavages en PBS, ils ont été co-cultivés a 37°C
avec des cellules tumorales de la lignée Daudi, Necl-2" ou témoin (Ctrl), pendant 4 heures.
Les cellules ont ensuite été marquées avec des anticorps conjugués anti-TCR y6 et anti-

CRTAM avant d’étre analysées par cytométrie en flux.

11.2.1.6. Construction de la lignée Daudi Necl-2-eGFP

Les cellules tumorales Daudi Necl-2eGFP (green fluorescent protein) ont été
construites de la méme facon que les lignées Daudi Necl-2 et Raji Necl-2 (voir matériels et
méthodes de I'article soumis). Un vecteur onco-rétroviral codant la molécule de fusion Necl-
2-eGFP a été utilisé. Apres transduction, les cellules Daudi Necl-2-eGFP ont été triées par

cytométrie en flux.
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11.2.2. Résultats

11.2.2.1. Dosage de CRTAM soluble dans les surnageants de culture de
lymphocytes T Vy9Vé2

L’observation de la présence de CRTAM sur les cellules tumorales Necl-2* nous a
amené a poser la question d’'une sécrétion par les lymphocytes T Vy9V62 d’une forme
soluble de CRTAM ou du clivage potentiel de la forme membranaire sur ces cellules. Pour
répondre a cette question, nous avons dosé CRTAM dans les surnageants de culture
réalisées dans différentes conditions: lymphocytes T Vy9V62 seuls ou stimulés a la
PMA/ionomycine, ou co-cultivés avec des cellules Daudi témoin (Ctrl) ou Daudi Necl-2*

(Figure 28).
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Figure 28 : Dosage de CRTAM dans les surnageants de culture. Les lymphocytes T Vy9V62 pré-
stimulés par anticorps anti-CD3 ont été incubés seuls ou avec de la PMA/ionomycine ou co-cultivés
avec des cellules Daudi témoins (ctrl), ou Daudi Necl-2". Aprés 1 heure, les surnageants ont été
collectés et CRTAM a été dosée par technique ELISA. La concentration en CRTAM est indiquée en
pg/ml. La figure est représentative des résultats obtenus sur deux essais.

Le dosage montre une présence de CRTAM dans tous les surnageants de culture que
les lymphocytes T Vy9V&2 soient co-cultivés ou non avec des cellules tumorales. Néanmoins,
comme montré dans la figure 4D de I'article en révision, I'incubation de cellules tumorales

exprimant Necl-2 avec des surnageants contenant la molécule CRTAM n’aboutit pas a une
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détection de CRTAM a la surface des cellules tumorales Necl-2" par cytométrie en flux. Ces
résultats suggerent la nécessité d’'un contact effecteur-cible cellulaire pour que les cellules

tumorales Necl-2" expriment CRTAM.

1.2.2.2. Trogocytose des cellules tumorales par les lymphocytes T Vy9Vé2

Nos observations ont indiqué que les cellules tumorales Necl-2* récupéraient CRTAM,
exprimé par les lymphocytes T Vy9V62, en parallele de fragments membranaires.
Classiquement, ce sont les lymphocytes T Vy9V&2 qui « trogocytent » les cellules tumorales.
Il était donc intéressant de documenter I'impact de l'interaction CRTAM/Necl-2 sur le
transfert membranaire dans le sens des cellules tumorales vers les lymphocytes T Vy9Vé2.
Pour ce faire, les lignées tumorales Daudi et Raji, exprimant ou non Necl-2, ont été
marquées au PKH67 et mises en contact pendant différents temps (2, 5, 10, 30, 60 et 120
minutes) avec des lymphocytes T Vy9V62 pré-stimulés par anticorps anti-CD3 pour induire
I’expression de CRTAM par les lymphocytes T Vy9V82. Les résultats obtenus indiguent que la
trogocytose augmente au cours du temps pour I'ensemble des conditions testées (Figure
29). En I'absence de pré-traitement par le zoledronate, la trogocytose des lymphocytes T
Vy9V52 est plus importante sur la lignée Raji Necl-2" que sur la lignée Raji témoin (Ctrl). Sur
la lignée Daudi qui est reconnue par les lymphocytes T Vy9V62, aucune différence n’est
observée avec la condition témoin. A ce stade de nos expériences, nous avons émis
I’'hypothese que la molécule d’adhérence Necl-2 pouvait favoriser l'interaction cellulaire
avec le lymphocyte T Vy9V62 et donc des échanges membranaires avec une lignée peu ou
non reconnue telle que la lignée Raji. Dans le cas d’une lignée bien reconnue comme Daudi,
les interactions cellulaires, et donc les échanges membranaires, seraient déja optimums et la

présence de Necl-2 n’aurait de ce fait aucun effet additionnel.

Pour étayer cette hypothese, les mémes essais ont été reproduits avec les cellules
Raji en rajoutant la condition de pré-traitement de ces cellules avec du zoledronate, ce qui a
pour effet d’amplifier la reconnaissance de ces cellules par les lymphocytes T Vy9V62. Nous
avons confirmé que le niveau de reconnaissance de la cellule cible impactait la capacité des

lymphocytes T Vy9Vv62 CRTAM™ a trogocyter les cellules tumorales (Figure 29). En effet, la
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trogocytose des lymphocytes T Vy9V62 ne varie plus entre la condition témoin et Necl-2*
lorsque les Raji étaient pré-traitées au zoledronate. Ces résultats démontrent que
I'interaction CRTAM avec son ligand Necl-2 augmente la capacité a trogocyter des

lymphocytes T Vy9V62 si la cellule tumorale est faiblement ou pas reconnue.
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Figure 29 : Trogocytose des cellules tumorales par les lymphocytes T Vy9Vé2. Les lignées Daudi et
Raji, pré-traitées ou non au zoledronate, ont été colorées au PKH67 et mises en contact pendant
différents temps avec des lymphocytes T Vy9V62 pré-stimulés par un anticorps anti-CD3. Apres
marquage du TCR V62 et de CRTAM, les cellules ont été analysées par cytométrie en flux. Les
résultats présentent le pourcentage de cellules V62" CRTAM" ayant incorporé du PKH67. La figure est
représentative des résultats obtenus sur deux essais.

11.2.2.3. l’interaction CRTAM/Necl-2 ne modifie pas les fonctions effectrices
des lymphocytes T Vy9Vé2

Nous n’avons observé aucun impact de l'interaction CRTAM/Necl-2 sur la production
d’IFN-y et la cytotoxicité des lymphocytes T Vy9V2. Pour conforter ces résultats, nous avons
mesuré l'impact de cette interaction sur l'activité de dégranulation des lymphocytes T
Vy9V62. Pour ce faire, nous avons effectué un marquage du CD107a sur les lymphocytes T
Vy9V62 apres co-culture avec des cellules tumorales Daudi et Raji exprimant ou non Necl-2
et pré-traitées au zoledronate pour induire I'expression de CRTAM par les lymphocytes T

Vy9V62 au cours du test. Nos résultats ne montrent aucune différence entre les conditions
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cellules Necl-2" et témoins (Figure 30). Ceci indique que CRTAM n’intervient pas dans
I'activité sécrétoire des lymphocytes T Vy9V62. D‘un point de vue général, ces résultats

confirment que CRTAM n’est pas un récepteur activateur des lymphocytes T Vy9Vd2.

Rayji ctrl Zol Raji Necl-2 Zol Daudi ctrl Zol Daudi Necl-2 Zol

TCR V&2

Figure 30 : Mobilisation du CD107 par les lymphocytes T Vy9V62 aprés contact avec une cible
tumorale. Les lymphocytes T Vy9V82 ont été co-cultivés pendant 6 heures avec les lignées Daudi ou
Raji Necl-2" ou témoin (Ctrl) et pré-traitées au zoledronate. La co-culture a eu lieu en présence de
monensine et d’anticorps anti-CD107a. Les cellules ont ensuite été marquées par un anticorps anti-
TCR V82 avant lecture au cytométre en flux. Les pourcentages de cellules TCRV62" CD107a" sont
indiqués dans chaque dot plot accompagnés des valeurs de MFI.

11.2.2.4. Effet-dose de la wortmannine sur la mort induite par l'interaction

CRTAM/Necl-2

La wortmannine, un inhibiteur de I'autophagie, a pour effet de réduire la mort des
lymphocytes T Vy9V52 médiée par CRTAM. Dans les expériences de I'article en révision, une
seule dose de wortmannine a été montrée, mais des expériences d’effet-dose ont été
réalisées. Les lymphocytes T Vy9V62 ont été traités avec des doses croissantes de
wortmannine avant d’étre co-incubés avec les lignées Daudi, Necl-2* ou témoin (Ctrl).
L’analyse du marquage annexine-V des cellules Vy9V&82® CRTAM® dans ces conditions
indiguent une inhibition de la mort dépendante de la dose de wortmannine. Ces résultats

confirment la nature autophagique de la mort la mort des lymphocytes T Vy9V62 (Figure 31).
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Figure 31 : Effet-dose de la wortmannine sur la mort médiée par CRTAM. Les lymphocytes T Vy9V62
ont été préalablement traités avec différentes doses de wortmannine : 10, 100, 200 et 500 nM
pendant 1 heure. Ensuite, ils ont été co-incubés avec des cellules Daudi exprimant Necl-2 ou non
pendant 4 heures a 37°C. Puis, les cellules ont été marquées par un anti-TCR y§, un anti-CRTAM et
I’annexine-V avant lecture au cytométre en flux. L'inhibition de la mort des lymphocytes T y&*
CRTAM" par la wortmannine est exprimée de la facon suivante: AMFI = MFI annexine-V des
lymphocytes T Vy9V82 CRTAM® non traités - MFI annexine-V des lymphocytes T y§ CRTAM" traités.
Cet essai a été effectué deux fois sur deux donneurs différents. Le graphique est représentatif des
résultats obtenus sur les deux essais.

11.2.2.5. L’interaction CRTAM/Necl-2 induit de I'autophagie dans les
lymphocytes T Vy9Vé2

Les essais avec les inhibiteurs de mort cellulaire indiquent que le mécanisme impliqué
dans la mort des lymphocytes T Vy9V62 suite a I'interaction CRTAM/Necl-2 est de type mort
autophagique. Afin de conforter ce résultat, nous avons évalué la présence de lysosomes et
d’autolysosomes dans les lymphocytes T Vy9V62 (Figure 32). Ceux-ci ont été pré-stimulés
par anticorps anti-CD3 ; puis mis en contact avec des cellules Daudi exprimant ou non Necl-
2. Ensuite, les cellules ont été colorées a I'acridine orange et analysées par cytométrie en
flux. L'analyse des cellules effectuée dans la fenétre des lymphocytes montre une présence
plus importante de lysosomes et d’autolysosomes dans les lymphocytes co-cultivés avec des
cellules tumorales Necl-2" en comparaison avec la condition témoin (Figure 32). Cette

observation montre que I'autophagie dans les lymphocytes T Vy9V62 est augmentée en cas
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d’interaction CRTAM/Necl-2. Ce résultat est en accord avec I'inhibition de la mort cellulaire

en présence de wortmannine.
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Figure 32 : Coloration des lysosomes/autolysosomes a I'acridine orange. Aprés stimulation par un
anticorps anti-CD3, les lymphocytes T Vy9V62 ont été co-incubés avec des cellules Daudi exprimant
ou non Necl-2 pendant 4h. Ensuite, les cellules ont été colorées a I'acridine orange avant analyse par
cytométrie en flux. Les histogrammes représentent le marquage acridine orange dans les populations
correspondant a la taille et la structure des lymphocytes dans les conditions de co-culture avec Daudi
témoin (Ctrl) ou Daudi Necl-2*.

11.2.2.6. L'interaction CRTAM-Necl-2 n’augmente pas la perméabilisation des
mitochondries dans les lymphocytes T Vy9Vé2

Les lymphocytes T Vy9V62 meurent par autophagie mais ce mécanisme de mort n’est
peut-étre pas le seul impliqué. Dans notre étude, I'inhibiteur d’apoptose Z-VAD n’a pas eu
d’effet sur la mort des lymphocytes T Vy9V62. Par cette méthode, nous avons écarté un
mécanisme d’apoptose dépendante des caspases. Toutefois, une autre voie d’apoptose
indépendante des caspases est décrite. Celle-ci passe par la perméabilisation de la
mitochondrie et le relargage de la molécule AIF et de I'endonucléase G qui enclenchent
I’apoptose en entrant dans le noyau. C’est pourquoi, nous avons étudié la perméabilisation
de la mitochondrie lors du contact entre les lymphocytes T Vy9V82 CRTAM" et les cellules

tumorales Necl-2*. Pour ce faire, les lymphocytes T Vy9V82 pré-stimulés par un anticorps
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anti-CD3 ont été marqués avec un colorant fluorescent des mitochondries, le DIOC6, puis
mis en contact avec des cellules Daudi exprimant Necl-2 ou non. En absence d’apoptose, le
colorant reste a lintérieur des mitochondries. A l'inverse, le colorant quitte les
mitochondries si celles-ci sont perméabilisées lors d’'un processus d’apoptose. Il en résulte
une diminution de la fluorescence dans les cellules. Nos résultats ne montrent pas de
marquage plus faible au DIOC6 lorsque les lymphocytes sont co-cultivés avec des cellules
tumorales Necl-2" par rapport a la condition témoin (Figure 33). Ces observations ne vont
pas le sens d’une contribution d’un mécanisme d’apoptose indépendant des caspases dans

la mort des lymphocytes T Vy9Vé2 induite par 'engagement de CRTAM.
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Figure 33 : Impact de CRTAM/Necl-2 sur la dépolarisation de la membrane mitochondriale. Les
lymphocytes T Vy9V52 ont été pré-stimulés par anticorps anti-CD3, colorés au DIOC6, puis co-cultivés
avec des cellules Daudi Necl-2" ou Necl-2" (Ctrl) pendant 4 heures. Les cellules ont ensuite été
marquées avec un anticorps anti-CRTAM, puis analysées par cytométrie en flux. Les histogrammes
montrent le marquage DIOC6 dans les lymphocytes CRTAM® pour chacune des conditions testées.

11.2.2.7. Impact de I'interaction CRTAM/Necl-2 sur la survie des cellules NK
L'interaction CRTAM/Necl-2 provoque la mort des lymphocytes T Vy9V62. Pour savoir

si ce phénomeéne est spécifique de la population lymphocytaire T Vy9V62, nous avons
recherché I'impact de cette interaction sur les cellules NK. Pour ce faire, nous avons utilisé

des cellules NK de donneurs sains stimulées a la PMA/ionomycine pour qu’elles expriment
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CRTAM ; puis nous les avons incubées avec des cellules tumorales Daudi Necl-2" ou témoin.
Apres marquage par l'annexine-V et des anticorps conjugués anti-CD56 et anti-CRTAM, les
cellules ont été analysées par cytométrie en flux. Nous avons observé aucune différence de
niveau d’annexine-V sur les cellules NK (CD56) CRTAM® entre la condition de co-culture avec
les cellules Daudi Necl-2* et Daudi témoin (Figure 34). Ces résultats suggérent que
I'interaction CRTAM/Necl-2 n’induit pas la mort des cellules NK contrairement a ce qui est

observé pour les lymphocytes T Vy9V62.
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Figure 34 : Impact de l'interaction CRTAM/Necl-2 sur la survie des cellules NK. Aprés avoir été
préalablement triées, les cellules NK ont été stimulées a la PMA/ionomycine pendant 4 heures.
Ensuite, elles ont été incubées pendant 4 heures avec les cellules tumorales Daudi exprimant ou non
Necl-2 ; puis marquées par I'anti-CD56, I'anti-CRTAM et I'annexine-V avant analyse au cytomeétre en
flux. Les résultats représentent la superposition du marquage annexine-V parmi les cellules NK
CRTAM" (Figure 34 gauche) ou CRTAM" (Figure 34 droite) dans les conditions de coculture avec les
cellules Daudi Necl-2* ou témoin (Ctrl). Les résultats ont été confirmés a trois reprises sur trois
donneurs différents

11.2.2.8. Etude de I’expression de CRTAM au microscope confocal

Nos résultats indiquent que la molécule CRTAM est transférée sur les cellules
tumorales Necl-2* aprés interaction avec des lymphocytes T Vy9V62 CRTAM'. Nous avons

souhaité étudier ce phénomene par microscopie confocale. Nous disposons de cellules
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Daudi exprimant la protéine de fusion Necl-2-eGFP. L'expression de Necl-2 a été controlée

par microscopie confocale (Figure 35 A) et par cytométrie en flux (Figure 35 B).

] Daudi Necl-2 eGFP

= Daudi Ctrl

—
Events o

Necl-2 eGFP m—

Figure 35 : Expression de Necl-2-eGFP par les cellules Daudi transfectées. (A) Image de microscopie
confocale d’une cellule Daudi Necl-2-eGFP". (B) Mesure de la fluorescence conférée par I’eGFP dans
les cellules transduites ou non (Ctrl) par un vecteur codant Necl-2 eGFP.

Des cellules Daudi Necl-2-eGFP et des lymphocytes T Vy9V62 pré-activés par des
anticorps anti-CD3 ont été co-cultivés sur lames de polylysine. Ensuite, les cellules ont été
marqués avec des anticorps anti-CRTAM et anti-TCR yd avant d’étre analysées au
microscope confocal. Nous avons vérifié que les marquages CRTAM et TCR y6 étaient
négatifs sur les cellules Daudi Necl-2-eGFP" (Figure 36). Les lymphocytes T seuls non pré-
stimulés par anti-CD3 n’expriment que le TCR ; tandis que les lymphocytes T seuls pré-
stimulés par anti-CD3 expriment également CRTAM (Figure 36). Apres co-culture avec les
cellules Daudi Necl-2-eGFP*, Necl-2 est observée a la surface des lymphocytes T Vy9V62
(Figure 36). Lors du contact entre un lymphocyte T CRTAM" et une cellule tumorale Necl-2%,
une zone d’adhérence se forme dans laquelle les molécules Necl-2 et CRTAM sont co-
localisées. Suite a ce contact, certaines Daudi Necl-2eGFP" expriment CRTAM. Par contre,

nous n’avons pas détecté des molécules TCR yb sur les cellules tumorales.
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Figure 36 : Analyse au microscope confocal. Des cellules Daudi Necl-2-eGFP et des lymphocytes T
Vy9V62 pré-activés ont été co-cultivés sur des lames de polylysine pendant 45 minutes a 37°C.
Ensuite, les cellules ont été marquées avec des anticorps anti-TCR y6 (colonne du milieu) et anti-
CRTAM (colonne de droite) ; puis analysées au microscope confocal. Chaque ligne correspond a une
condition testée.
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Ces premiers résultats confirment [I'existence d’un transfert de CRTAM du
lymphocyte T Vy9V62 vers la cellule tumorale. Toutefois, dans ces essais préliminaires, nous
n’avons pas la condition ou les lymphocytes T sont co-incubés avec les cellules tumorales
témoins n’exprimant pas Necl-2. Ces observations devront étre confirmées pour mieux

préciser le transfert de CRTAM au microscope confocal.
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lll. CONCLUSION-DISCUSSION

L'immunothérapie est une alternative thérapeutique des cancers porteuse d’espoir. La
thérapie adoptive utilisant les lymphocytes T Vy9V42 présente I'avantage de ne pas altérer
le tissu sain et de présenter peu d’effets secondaires (99, 111, 113). In vitro, les lymphocytes
T Vy9V82 reconnaissent et éliminent un grand nombre de lignées tumorales tant d’origine
hématopoiétique comme les myélomes et les lymphomes, que de lignées tumorales solides
comme les mélanomes, les neuroblastomes, les tumeurs coliques, du sein, de la prostate,
des ovaires et du rein (111). De plus, les lymphocytes T Vy9V&2 sont capables d’infiltrer le
tissu tumoral. Ces deux arguments font des lymphocytes T Vy9V62 des candidats
intéressants pour une thérapie par transfert adoptif (111). Pour optimiser I'immunothérapie
cellulaire, il apparait essentiel de bien caractériser les mécanismes de reconnaissance des
cellules tumorales par les cellules effectrices. Il a été décrit que la reconnaissance des
cellules tumorales par les lymphocytes T Vy9V62 peut nécessiter des récepteurs activateurs
interagissant avec leurs ligands et activant les capacités cytolytiques de la cellule effectrice.
Récemment, notre équipe a démontré que le récepteur activateur DNAM-1/CD226 favorise
I’élimination des cellules tumorales qui expriment le ligand Necl-5. CRTAM est également un
récepteur capable d’interagir avec des nectines. Dans le but de mieux comprendre les
mécanismes de reconnaissance des lymphocytes T Vy9Vd2 et afin d’améliorer leur
application en immunothérapie, nous avons étudié le réle de CRTAM dans la biologie des

lymphocytes T Vy9V62.
CRTAM et I'activation lymphocytaire

L’expression de CRTAM a été décrite dans plusieurs types de cellules effectrices telles
que les cellules NK, les cellules NKT et les lymphocytes T CD8". Connue pour é&tre une
molécule d’adhérence, CRTAM joue un role dans la fonctionnalité de ces cellules lorsqu’elles
sont activées. Dans notre étude, nous montrons que les lymphocytes T Vy9V62 peuvent

exprimer CRTAM apres activation suite a une stimulation spécifique du TCR que ce soit a
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I'aide d’un phosphoantigene soluble ou que ce soit par contact avec des lignées tumorales
immunogenes. CRTAM est également inductible par d’autres stimulations comme
I'engagement de CD3 par un Ac spécifiqgue ou encore par l'action conjuguée de la

PMA/ionomycine. Ces premiers résultats nous indiqguent que CRTAM est un marqueur

phénotypique d’activation. Nous avons pu vérifier que cette expression concerne I'ensemble

des phénotypes naifs, central mémoire (CM) et effecteur mémoire (Tem et Temra).

Il faut noter cependant que I'ensemble des lymphocytes T Vy9V62 se différencient en
effecteurs mémoires lors de leur expansion in vitro suite a une stimulation par un
phosphoantigene et de I'lL-2. L’ensemble de nos expériences a été réalisé avec ce type de
cellules. lls se caractérisent par leur forte capacité a sécréter des cytokines, ce qui est en
accord avec nos résultats montrant que les lymphocytes T Vy9V62 sécrétent de I'lFN-y aprés
stimulation. Nous avons observé dans notre étude que la tres grande majorité des cellules,
qui produisaient de I'IFN-y exprimaient aussi CRTAM. Ce marqueur est donc associé a

I'activation et a la fonctionnalité des lymphocytes T Vy9V62.

Nous avons observé que I'expression de CRTAM est transitoire et tardive a la différence

de celle du marqueur d’activation CD69. Il faut attendre 24h apres activation pour que
CRTAM soit exprimée de maniere optimale par les lymphocytes T Vy9V62. De plus, son
expression diminue au cours du temps pour revenir a un niveau basal. Ces résultats
indiquent que CRTAM exprimée par les lymphocytes T Vy9V52 activés pourrait avoir un réle
tardif. Cette molécule étant impliquée dans I'adhérence, il serait intéressant de savoir si son
absence aux stades précoces d’activation est favorable a la migration lymphocytaire jusqu’au
site de l'inflammation. Nous verrons plus loin que la présence de CRTAM a des stades
avancés de la différenciation pourrait étre un facteur de régulation de la réponse

immunitaire. Suite a un second contact avec l'antigene, I'expression de CRTAM est

réinductible sur des lymphocytes T Vy9V62 amplifiés.

Dans la littérature, il a été rapporté que l'interaction CRTAM avec son ligand Necl-2 est

responsable de 'augmentation de la cytotoxicité des cellules NK et de la sécrétion d’IFN-y
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par les lymphocytes T CD8". Ces données bibliographiques suggérent que CRTAM pourrait
également jouer un role dans la fonctionnalité des lymphocytes T Vy9V62. Notre travail a
montré que l'interaction CRTAM/Necl-2 n’a pas d’impact sur I'activité cytotoxique et sur la
production et la sécrétion d’IFN-y des lymphocytes T Vy9V62. A défaut d’étre un récepteur
activateur, CRTAM aurait pu favoriser 'activité cytolytique en favorisant 'adhérence des
lymphocytes T Vy9V62 aux cellules tumorales et donc a leur reconnaissance et leur
élimination. Néanmoins, nous avons montré dans nos essais de lyse redirigée que le co-

engagement de CRTAM et du TCR n’augmente pas |'effet de la reconnaissance par le TCR.

Nous avons effectué les essais de cytotoxicité en stimulant les lymphocytes T Vy9Vb2 soit
par un anticorps anti-CD3 ou soit par contact avec des cellules tumorales pré-traitées au
zoledronate. Nous avons obtenu les mémes résultats dans les deux cas. Il faut rapprocher
nos résultats d’une étude menée chez la souris qui rapporte que CRTAM n’avait pas d’'impact
sur la cytotoxicité des cellules NK a la différence de ce qui a été rapporté chez I'homme (132,
193). L'ensemble de ces résultats montre que les conséquences fonctionnelles de

I’engagement de CRTAM dépendent du type de cellule effectrice et de son espéce d’origine.
CRTAM et la trogocytose

De maniere intéressante, nous montrons que les lymphocytes T Vy9V62 perdent
I’expression de CRTAM aprés contact avec des cellules Necl-2* mais pas avec les cellules
Necl-2". C'est l'interaction de CRTAM avec son ligand Necl-2 qui entraine cette down-
régulation de CRTAM. Dans ces mémes conditions, seules les cellules tumorales Necl-2*
expriment de novo et de maniere concomitante la molécule CRTAM. Ces résultats ont été
obtenus avec la lignée Daudi, qui est reconnue par les lymphocytes T Vy9V62, et la lignée

Raji qui ne I'est pas. Cette observation suggere I'existence d’un transfert intercellulaire qui

s’effectue du lymphocyte T Vy9VH2 vers la cellule tumorale et n‘impliguant pas le TCR. Nos

données indigquent que le processus impliqgué dans le transfert de CRTAM possede trois

caractéristiques :
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- Il est rapide car CRTAM est détectée a la surface des cellules tumorales au bout

de 5 minutes de co-culture avec les lymphocytes T Vy9V&2 (voir article).

- Ce processus n’est pas di a un clivage de CRTAM a la surface des lymphocytes T
Vy9V82 ni a sa sécrétion parce que nous n’avons pas observé sa présence de novo
sur les cellules tumorales aprés incubation de ces cellules en présence du
surnageant de lymphocytes T Vy9V62 activés et préalablement cocultivés avec

des cellules tumorales Necl-2* (voir résultats complémentaires).

- Il passe, au moins en partie, par un transfert de membrane car les cellules
tumorales Necl-2" récupérent des éléments membranaires de la cellule effectrice
conjointement a la récupération de CRTAM. De plus, toutes les cellules tumorales
qui récupérent des fragments de membrane ont également récupéré CRTAM, ce
qui permet de penser que le mécanisme impliqué est la trogocytose. Le transfert
des fragments membranaires a été étudié apres marquage des lymphocytes T

Vy9Vé2 avec un colorant fluorescent, le PKH67.

Le transfert de molécules entre une cellule effectrice et une cellule tumorale a déja été
largement décrit. Peu de données existent pour un transfert de molécule de surface depuis
la cellule effectrice vers la cellule tumorale. Ceux concernant des récepteurs inhibiteurs ou le
récepteur activateur NKG2D ont été rapportés entre des cellules NK et des cellules
tumorales (119, 120, 242). Nous devons cependant signaler que I'expression de CRTAM sur
les cellules tumorales ne semble pas toujours associée a un marquage PKH67 clairement
positif et par conséquent a un transfert de membrane venant du lymphocyte (Figure 4 de
I'article en révision). Il est possible que les fragments de membranes soient trop « dilués »
dans les cellules tumorales de grande taille et que dans ce cas, une différence de signal de
fluorescence en PKH67 soit difficilement détectable en cytométrie. Toutefois, il n’est pas
exclu que d’autres mécanismes que la trogocytose soient impliqués dans le transfert
intercellulaire de CRTAM. Il est permis d’évoquer par exemple des échanges intercellulaires

de type nanotube (119), ou encore que les molécules CRTAM pourraient étre « arrachées »
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de la surface des lymphocytes T Vy9V62 et étre spécifiquement acquises par les cellules
tumorales suite a linteraction CRTAM/Necl-2 (119). Ce mécanisme est appelé le
« uprooting » et n’a jamais été observé en pratique bien qu’il soit théoriquement possible
(119). Une meilleure connaissance du transfert de CRTAM demandera des études
complémentaires. Des études de time lapse sur 1 heure pourraient étre envisagées afin
d’examiner si des nanotubes se forment entre les cellules tumorales et les lymphocytes T
Vy9Vb62. De méme, cette méthode pourrait étre utilisée pour évaluer le transfert de CRTAM
sur les cellules tumorales. Les cellules Daudi témoin qui ont été transduites de la méme
fagon que les Daudi Necl-2-eGFP mais avec un vecteur sans le gene Necl-2 pourraient servir
de témoin. Des essais pourraient également étre menés sur la lignée Raji, lignée non

reconnue par les lymphocytes T Vy9V62.

Des essais préliminaires d’analyse par microscopie confocale montrent un transfert de
CRTAM du lymphocyte T Vy9V82 vers la cible tumorale Necl-2* mais pas de transfert du TCR

v6. Ces observations suggerent que le transfert de CRTAM est spécifique. Plusieurs travaux

ont décrit I'existence de transfert spécifique de protéines membranaires par trogocytose
(243, 244). Néanmoins, des essais sont encore nécessaires pour conforter cette spécificité du

transfert de CRTAM.
CRTAM et la survie cellulaire

A cOté de ces aspects d’échanges moléculaires au sein de la synapse entre lymphocytes T
Vy9V82 CRTAM® et cellules tumorales Necl-2, notre travail révéle une autre originalité :
CRTAM est impliquée dans la survie des lymphocytes T Vy9Vé2. En effet, le contact entre les
lymphocytes T Vy9V82 CRTAM® et les cellules tumorales Necl-2" conduit & I'laugmentation du
nombre de lymphocytes engagés dans un processus de mort cellulaire. Le nombre de
lymphocyte T Vy9V562 annexine-V*" augmente en présence de cibles tumorales Necl-2". Cette
mort cellulaire est inhibée en empéchant I'interaction CRTAM/Necl-2 a I'aide d’'une molécule
CRTAM soluble dans des contextes de co-culture avec des lignées exprimant naturellement

Necl-2 ou apres transduction. La mort cellulaire est donc liée a cette interaction. Plusieurs
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hypothéses pourraient expliquer la mort des lymphocytes T Vy9V62 suite a I'engagement de
CRTAM avec Necl-2. La premiere est que CRTAM est le récepteur qui médie le signal de
mort. La deuxieme hypothese est que le signaling est médié par Necl-2 qui active des
mécanismes de défense de la cellule tumorale contre le lymphocyte (comme par exemple :
le relargage de Fas-L ou TRAIL) et provoque alors sa mort. La troisieme hypothése est que
I'interaction CRTAM/Necl-2 favorise I'engagement spécifique d’'une molécule tierce capable
de médier un signal de mort dans le lymphocyte. Cependant, I'induction de la mort des
lymphocytes T Vy9V62 dans nos essais d’engagement de CRTAM, a l'aide d’anticorps

spécifiques « coatés » sur des cellules P815, démontre que CRTAM est bien la molécule de

surface qui enclenche directement ce processus de mort et réfute les deux derniéres

hypotheéses.

Nous avons cherché a préciser quel était le mécanisme de mort médié par I'engagement
de CRTAM. Trois principaux types de mort cellulaire programmée ont été distingués :
I'apoptose, la mort autophagique et la nécrose régulée ou nécroptose. Il existe des
inhibiteurs pour chacun de ces mécanismes de mort. Les inhibiteurs de I'apoptose et de la
nécroptose n’ont pas diminué la mort cellulaire des lymphocytes T Vy9Vd2 induite par
I'interaction CRTAM-Necl-2. Par contre, I'inhibiteur de l'autophagie, la wortmannine, a
réduit cet effet. Bien que I'autophagie ait été longtemps considérée comme un mécanisme
de la survie des cellules a des stress cellulaires comme par exemple le manque de
nutriments, il a été récemment établi que ce mécanisme pouvait également étre un
mécanisme de mort cellulaire (autophagic cell death) (200, 227). L’explication d’un tel
paradoxe est que l'autophagie excessive conduirait a une déplétion en organites cellulaires
qui serait létale (220). La mort autophagique est décrite comme étant caspase indépendante
(200). Dans nos expériences, I'inhibiteur de caspases Z-VAD n’a pas affecté la mort cellulaire
observée. Dans le cas ou une cellule meurt en montrant des signes d’autophagie et que
cette mort est inhibée par les inhibiteurs de caspases, il est permis de conclure que
I'autophagie accompagne une mort cellulaire de type apoptose. Ce mécanisme étant dédié a

la protection de la cellule, I'inhibition des mécanismes autophagiques amplifie la mort. Par
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contre, lorsque la cellule meurt véritablement par un mécanisme d’autophagie, son
inhibition par des inhibiteurs des voies autophagiques réduit le nombre de cellules en mort

cellulaire. Nos résultats sont en faveur d’une mort autophagique des lymphocytes T Vy9V52

induite_par linteraction CRTAM avec son ligand Necl-2. Il faut noter cependant que

I'inhibition de I'autophagie n’a pas affecté la totalité des cellules en voie de mort. Cette
observation pourrait étre due a un mécanisme additionnel d’apoptose caspases
indépendante. Rappelons que des molécules mitochondriales comme la molécule AIF
peuvent enclencher de I'apoptose caspase indépendante en quittant la mitochondrie. A
défaut d’inhibiteur pour ce type d’apoptose, nous avons coloré au DIOC6 les mitochondries
de nos cellules afin de voir si I'impact de l'interaction CRTAM-Necl-2 diminuait leur
coloration a cause d’une dépolarisation membranaire. Nous observons qu’il n’y a pas de
perte notable du colorant dans les mitochondries aprés contact avec des cellules tumorales
Necl-2*. Cette observation nous conforte dans la conclusion que I'interaction CRTAM/Necl-2
conduit a de I'autophagie. Ce mécanisme est connu pour inhiber I'apoptose sous toutes ses
formes. Par exemple, la mitophagie sélective des mitochondries anormales est responsable
de inhibition de I'apoptose médiée par la perméabilisation de la membrane mitochondriale
(220). Nos résultats nous permettent de conclure que linteraction CRTAM/Necl-2
n’enclenche pas une mort apoptotique indépendante des caspases. Quant a la réduction
incomplete de la mort cellulaire, elle peut s’expliquer par les limites des molécules
inhibitrices utilisées. A la vue de nos résultats, nous pouvons conclure que la mort
autophagique est le seul mécanisme que nous avons pu caractériser comme impliqué dans la

mort médiée par CRTAM.
Necl-2 : une molécule favorisant I’échappement tumoral ?

Notre étude montre que l'expression de Necl-2 par les cellules tumorales serait
défavorable a une réponse des lymphocytes T Vy9V62 de longue durée. Necl-2 jouerait un
role proche de celui de PD-L1 ou de Fas-L, qui est d’éliminer la cellule effectrice (22), et
serait un nouveau mécanisme de « contre-attaque » de la cellule tumorale. Cette conclusion

est en accord avec certaines données de la littérature rapportées dans notre introduction et
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gui montrent que Necl-2 est associée a un mauvais pronostic. En effet, dans les cas des
leucémies a cellules T de I'adulte et dans la leucémie myéloide aigue, I'expression de Necl-2
est associée aux stades invasifs (161, 183). De méme, dans les tumeurs solides, Necl-2 est
surexprimée dans lI'adénocarcinome du poumon et le mesotheliome malin (185, 186). Un
contrble sévere de la réponse immunitaire dans ces tumeurs pourrait étre impliqué dans la
gravité de la maladie. Il faut noter cependant que les cellules NK qui expriment CRTAM ne
meurent pas suite a leur interaction avec des cellules tumorales exprimant Necl-2. La voie de
signalisation de CRTAM étant inconnue, il est possible que les cellules NK n’expriment pas
tous les partenaires intracellulaires de CRTAM impliqués dans l'induction de la mort
autophagique que nous avons observée pour les lymphocytes T Vy9V62. La région
cytoplasmique de CRTAM est composée de trois sites putatifs de phosphorylation et un site
de liaison PDZ qui lie la protéine Scrib. Des études récentes indiquent que Scrib est
impliquée dans la régulation de la polarité cellulaire (198), mais aucune donnée ne vient
étayer le réle des autres régions intracytoplasmiques. Il est permis de penser que la région
PDZ de CRTAM possede d’autres partenaires moléculaires. Pour le vérifier, il faudrait étudier
plus en détail son interactome en effectuant des essais de co-immunoprécipitation par

exemple.

Bien que I'ensemble de ces données laisse a penser que l'interaction CRTAM/Necl-2
participerait a un mécanisme d’échappement tumoral a la défense immunitaire médiée par
les lymphocytes T Vy9Vé2, cet effet reste a démontrer in vivo. En effet, il est envisageable
que des cellules tumorales qui expriment Necl-2, bien que déléteres a I'égard des
lymphocytes T Vy9Vé2, deviennent particulierement sensibles aux cellules NK et
n’échappent donc pas totalement a la réponse anti-tumorale innée (132). La balance entre
réponse favorable des cellules NK versus réponse défavorable des lymphocytes T Vy9Vd2
dépendra probablement de la capacité d’infiltration du tissu tumoral de chacun de ces deux
types d’effecteurs et aussi du type histologique de cancer. Des cellules tumorales exprimant
Necl-2 pourront étre particulierement ciblées dans un microenvironnement riche en cellule

NK et inversement si les cellules effectrices dominantes sont les lymphocytes T Vy9V62. Pour
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mieux comprendre I'impact de I'interaction CRTAM/Necl-2, il serait intéressant de travailler
avec un modele animal permettant d’obtenir des données in vivo. L'utilisation de souris
immunodéficientes (NOD-SCID par exemple) greffées avec une lignée tumorale humaine
exprimant ou non Necl-2 représente un modele intéressant. Il serait envisageable d’injecter
des lymphocytes T Vy9V52 activés in vivo ou activés in vitro avec un phosphoantigene ; puis
de suivre I'évolution de la tumeur et la réponse lymphocytaire (infiltration de la tumeur et

mort lymphocytaire) en fonction de I'expression de Necl-2.

Dans cette thése, I'impact des autres ligands de Necl-2 n’a pas été étudié. Necl-2
interagit avec Necl-1 et Nectine-3 et pourraient entrer en concurrence avec CRTAM pour
adhérer a Necl-2. La mort autophagique étant liée a un excés d’autophagie, il est possible
que les cellules NK expriment en parallele de CRTAM les autres ligands de Necl-2 afin de
moduler I'impact de linteraction CRTAM/Necl-2. Pour tester cette hypothese, il serait
intéressant de comparer I'expression de Necl-1 et de Nectine-3 entre les lymphocytes T

Vy9V62 et les cellules NK.
Impact de la trogocytose des lymphocytes T Vy9V82 par les cellules tumorales Necl-2*

Un des résultats le plus étonnant que nous ayons observé dans ce travail est le
phénomeéne de trogocytose par les cellules tumorales Necl-2". La récupération de CRTAM a
partir des lymphocytes T Vy9V82 CRTAM® leur confére probablement la capacité a interagir
davantage avec des cellules exprimant Necl-2. On peut supposer que l'interaction CRTAM-
Necl-2 entre lymphocytes T Vy9Vé2 et cellules tumorales puisse se trouver en concurrence
avec linteraction entre deux cellules tumorales. Rappelons que la trogocytose est
généralement non spécifique et que les cellules tumorales peuvent par ce procédé récupérer
d’autres molécules que CRTAM. Il est envisageable que l'interaction avec CRTAM soit une
étape d’amorce et que sa récupération soit neutre pour la cellule tumorale. Par contre, une
cellule cancéreuse pourrait tirer bénéfice de la récupération de molécules de surface a partir
des cellules effectrices comme par exemple des ligands de récepteurs inhibiteurs qui leur

permettraient de ne pas étre reconnue comme du non-soi. Nous n’avons pas recherché ces
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molécules dans notre travail. Par contre, nous avons montré que l'interaction CRTAM/Necl-2
peut favoriser la trogocytose des cellules tumorales par les lymphocytes T Vy9Vé2 lorsque
celles-ci ne sont pas ou sont faiblement reconnues. Ce phénomene pourrait avoir plusieurs
conséquences. D‘une part, il pourrait permettre aux lymphocytes T Vy9V62 de devenir des
cellules présentatrices d’antigéne capable de stimuler d’autres cellules effectrices. D’autre
part, ils pourraient permettre une récupération des ligands de récepteurs activateurs par les

lymphocytes T Vy9V562 favorisant une lyse fratricide.

L'importance des nectines et des necls dans 'immunothérapie ciblant les lymphocytes T

VyoVvs2

L'immunothérapie des cancers basée sur le ciblage des lymphocytes T Vy9Vé2 a déja fait
I'objet d’essais cliniques (102, 113, 115, 116). Les protocoles utilisés consistent a injecter un
phosphantigene ou un aminobisphosphonate chez les patients ou bien a réaliser le transfert
adoptif des lymphocytes T Vy9V62 soumis a une expansion préalable ex vivo. Dans ces essais
cliniques, peu d’intérét a été porté aux marqueurs tumoraux tels que PD-L1 et Fas-L
susceptibles d’expliquer un échappement tumoral. Les résultats de notre étude indiquent
gue Necl-2 pourrait se révéler un marqueur histologique de mauvais pronostic et pose la
guestion de Necl-2 dans la contribution aux échecs thérapeutiques lors d’une
immunothérapie ciblant les lymphocytes T Vy9V62. Dans ce cas, la recherche d’antagonistes
et/ou d’inhibiteurs de I'expression de Necl-2 sur des cellules tumorales pourrait aider a
optimiser les stratégies d'immunothérapies reposant sur les lymphocytes T Vy9V62. Le role
de Necl-2 doit étre davantage documenté in vivo. De facon plus générale, le role des
nectines et necls nécessite d’étre mieux évalué. En effet, il est décrit que de nombreux
récepteurs portés par les cellules effectrices, tels que DNAM-1, CRTAM et tactile,
reconnaissent ce type de molécule (128). Par ailleurs, plusieurs études ont montré que
certaines nectines et necls pouvaient étre associées a des fonctions suppressives de tumeur
alors que d’autres au contraire ont montré leur pouvoir oncogénique (161, 183-186). Par
exemple, Nectine-2, Nectine-4, et Necl-5 favorisent la prolifération et I'invasion tumorale,

contrairement a la protéine Necl-1 (136). Nectine-4 est décrite comme un antigene associé
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aux tumeurs dans le cas du cancer du sein, du poumon et de l'ovaire (245, 246). Cette
nectine existe sous une forme clivée qui sert de marqueur sérique dans le diagnostic de ces
maladies (136, 245, 246). D’autres membres de la famille des nectines comme Nectine-1 et
Necl-3 n’ont pas été étudiées a ce jour dans le cadre du cancer et pourraient représenter de
nouveaux marqueurs pour améliorer le diagnostic et le pronostic de ces maladies. Les
nectines surexprimées dans les cancers représentent des cibles candidates pour les
biothérapies. Par exemple, le développement d’anticorps anti-Nectine-4 et Necl-5 pourrait
étre envisagé. L'impact de Necl-2 sur les lymphocytes T Vy9V62, révélé par notre étude,
montre que I'expression des nectines par les tumeurs est a prendre en compte pour mieux
appréhender les relations hote-tumeur et par la méme le développement des stratégies

d’'immunothérapies.
L’amélioration des protocoles d’immunothérapie par transfert de lymphocytes T Vy9Vé2

Le microenvironnement des cellules tumorales est capable de développer des
mécanismes de résistance a l'immunité. Notre équipe a montré récemment qu’un
traitement au zoledronate pouvait reverser |'effet immunosuppresseur de 'ascite en cas de

cancer de l'ovaire (17).

L'immunothérapie pourrait étre améliorée en augmentant le nombre d’acteurs
biologiques et moléculaires dans les protocoles cliniques. C’est le cas de certaines approches
qui font appel a des cellules effectrices, telles que les cellules NK et les lymphocytes T
Vy9V&2 associés a des anticorps monoclonaux (111). Dans ce type d’approche, les cellules
NK ou les lymphocytes T Vy9Vé2 fixent la région Fc des anticorps, a la condition d’exprimer
CD16/FCRylll, et effectuent de ’ADCC. Il faut rappeler a ce sujet que la capacité cytotoxique
des cellules NK peut étre augmentée par leur interaction avec les lymphocytes T Vy9Vé2
(112). Mieux comprendre la communication entre cellules effectrices est une voie
intéressante pour améliorer l'immunothérapie anti-cancéreuse. A ce jour, toutes les
approches sont unicellulaires et nous pensons que des approches immunothérapeutiques

combinées pourraient s’avérer plus efficaces.
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