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Résumé

Le cancer du sein représente un probleme majeur de santé publique. Les efforts déployés pour définir
de nouvelles stratégies thérapeutiques ont mis en lumiere les mécanismes développés par la tumeur
pour inhiber I'instauration d’une réponse immune adaptative efficace. La tumeur favorise la mise en
place d’une immunosubversion, caractérisée par la forte infiltration par les Treg (T CD4 FoxP3"). Les Treg
jouent un réle central dans les mécanismes de controle de réactions pro-inflammatoires et protegent
contre le développement de pathologies auto-immunes. Notre équipe a montré que les Treg CCR4" du
sang sont spécifiguement recrutés dans la tumeur de sein via la chimiokine CCL22, ils expriment
fortement le récepteur de co-stimulation ICOS, proliferent in situ, exercent un important pouvoir
suppresseur et leur présence est associées a un impact péjoratif sur la survie des patientes. D’autre part,
plusieurs publications récentes démontrent un réle des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) dans
I'induction de Treg chez I'lhomme et la souris. Or tout comme pour les Treg, la présence de pDC dans la

masse tumorale est associée a un mauvais pronostic pour la survie des patientes dans le cancer du Sein.

Durant ma these, nous avons obtenue des données, démontrant la sécretion de CCL22 par les cellules
tumorales suite a I'activation des NK et des macrophages. De plus, des facteurs solubles sécrétés dans
I’environnement tumoral inhibent la fonction clef des pDC i.e leur sécrétion d’IFN-co.. Cette déficience
pour la production d’IFN-o. favorise fortement leur capacité a induire I'expansion de Treg FoxP3" et de T
CD4 producteurs d’IL-10. L'utilisation de I’Ac bloquant anti-ICOS a démontré le réle essentiel d’ICOS
dans la prolifération des Treg et I'induction de T CD4 sécréteurs d’IL-10 par les pDC dans les tumeurs. En
accord avec le role délétére des T CD4 ICOS", la présence de cellules ICOS" est associée & une réduction
de la survie des patientes. Au final, les modeles in vitro que nous avons développé nous ont permis de
proposer I’Ac anti-ICOS en tant que candidat médicament pour reverser 'immunosuppression dans le

cancer du sein

Les travaux présentés dans ce manuscrit apportent de nouvelles données s’intégrant dans la recherche
en immunothérapie anti-tumorale. Le blocage du recrutement des Treg via des inhibiteurs de CCR4, la
réactivation des pDC par I'utilisation de ligands de TLR, la caractérisation des facteurs solubles
responsables de I'altération des pDC dans les tumeurs ou le ciblage de I'interaction ICOS/ICOS-L, sont
autant de stratégies thérapeutiques potentielles pour reverser cette immunosuppression. Aujourd’hui,
notre équipe évalue la pertinence de ces stratégies par I'utilisation d’un modele précliniques de tumeur

mammaire reproduisant la pathologie humaine.
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Avant-propos

Le cancer du sein est une maladie néoplasique d’origine essentiellement épithéliale et constitue
la principale cause de mortalité par cancer chez la femme. L'avancement des connaissances en
immunologie permet aujourd’hui d’envisager de nouvelles voies thérapeutiques basées sur la

modulation de la réponse immune anti tumorale.

Le systeme immunitaire est capable de produire des réponses spécifiques dirigées contre des
antigénes (Ag) étrangers. Les effecteurs cellulaires de I'immunité innée tels que les cellules
natural killer (NK) et les cellules présentatrices d’Ag (CPAg) répondent aux signaux activateurs
portés par les pathogenes, lors d’'une infection virale, ou libérés suite a des dommages
tissulaires. Les CPAg telles que les macrophages et les cellules dendritiques (DC) induisent
également I'immunité adaptative en activant les lymphocytes B et les lymphocytes T CD4 et CDS.
Ces cellules portent la spécificité de la réponse immune a I’encontre d’un Ag donné grace a la
grande diversité de leur récepteur antigénique (TCR et BCR respectivement pour les
lymphocytes T et B). Ainsi les lymphocytes T/B permettent une action spécifique et constituent
également la mémoire immunitaire, offrant une protection plus efficace lors d’une seconde
rencontre avec le méme pathogene. Parmi les cellules T CD4, une population de cellules T
immuno-suppressive, les Lymphocytes T régulateurs (Treg) a fait I'objet de trés nombreuses
investigations car ils sont essentiels dans la tolérance vis-a-vis des Ag du « soi » évitant le

développement de maladies auto-immunes.

En introduction, nous verrons que i) le cancer du sein est une pathologie ayant une forte
incidence sur le systeme immunitaire des patientes ii) conjointement a I'évolution de la
pathologie, le systeme immunitaire des patientes détecte les cellules transformées mais
présente des altérations importantes traduisant la subversion de la réponse immune anti-
tumorale. L'étude des nombreux modéles animaux a permis de suggérer que rétablir I'immunité
anti-tumorale permettrait d’améliorer le pronostic des patientes, donnant naissance a la notion
d’'immunothérapie anticancéreuse. L'impact sur le pronostic vital des patientes, et le pouvoir
immuno-suppresseur des Treg dans les tumeurs de sein, suggerent qu’éradiquer les Treg

pourrait permettre de restaurer une immunité anti-tumorale.

Le projet développé durant ma thése sera exposé a la fin de I'introduction. Il porte sur I'étude
des mécanismes du recrutement des Treg, et de leur relation avec une sous-population de

CPAg : les DC plasmacytoides (pDC) dans la masse tumorale.




1 Le cancer du sein : une maladie a forte incidence

Le cancer est a l'origine de 13% de la mortalité mondiale avec 7,6 millions de décés en 2008
selon 'OMS. On observe une grande disparité de la prévalence des décés par cancer dans le
monde, les pays a revenu faible totalisant 70% des cas. Selon les projections, le nombre de déces
annuel associés au cancer devrait augmenter pour atteindre 12 millions de cas en 2030. Les
analyses sur la période 2004-2008 montrent que le cancer représente la premiére cause de
mortalité prématurée en France. En 2011, le nombre de nouveaux cas de cancer diagnostiqués
en France métropolitaine est estimé a 365.500 pour I'ensemble de la population, avec
respectivement 207.000 hommes et 158.500 femmes diagnostiqués. Les données
d’épidémiologie du cancer sont issues du fichier national dans lequel sont déclarées
obligatoirement les causes médicales de déces. Il est géré par le Centre d’épidémiologie sur les

causes médicales de déces de I'Inserm (CépiDc-Inserm).
1.1 Epidémiologie et classification du cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme a I’échelle mondiale avec une
prévalence dans le monde, pour 100 000 femmes de 99,7 cas (soit 0.99%0) et un taux de

mortalité de 16 cas (soit 0.16%o) par an.

1.1.1  Epidémiologie

En France, durant I'année 2011, on estime a 53.000 le nombre de nouveaux cas de cancers du
sein et 11.500 déces. L’age moyen au diagnostic était de 61 ans et I'age médian des déces était
de 71 ans sur la période 2004-2008 avec une survie relative de 99,7% a 1 an et de 85% 5 ans

apres le diagnostic.

On constate que le nombre de nouveaux cas annuels augmente constamment en France mais
on observe une diminution de la mortalité au cours de la derniere décennie, en particulier chez
les patientes jeunes ou d’age moyen. Les deux principaux facteurs permettant d’expliquer ces
tendances inverses seraient 'amélioration du diagnostic précoce et une prise en charge plus
efficace qui repose sur la classification des différents sous-types tumoraux, permettant de

définir les thérapeutiques les plus adaptées pour chaque type de cancer du sein.

Les facteurs de risque non génétiques identifiés dans le cancer du sein sont: des premiéres

menstruations précoces et/ou une ménopause tardive, I'absence de grossesse ou une premiere




grossesse tardive (apres 28 ans), I'utilisation de traitement hormonal de substitution apres la

ménopause et I'obésité (Danaei et al., 2005; Lacey, Jr. et al., 2009).

Les facteurs de risque d’origine génétique a forte pénétrance tels que les mutations des locus
BRCA1, BRCA2 et les mutations de p53 permettent d’expliquer les syndromes familiaux associés
au cancer du sein. Cependant, les syndromes familiaux sont tres minoritaires (10% des cas) par
rapport au nombre de cas de cancer du sein se développant chez des patientes ne présentant

pas facteurs de risque génétique héréditaires connus.

1.1.2 Classification anatomo-pathologique

Le terme « tumeur » désigne I'ensemble des néoplasies conduisant a une augmentation du
volume d’un tissu. Parmi les tumeurs on distingue les lésions bénignes qui présentes une
croissance lente, sont bien délimitées, contiennent une faible densité cellulaire et ne présentent
pas de modifications cellulaires importantes. Par opposition la présence d’'une tumeur maligne
et désignée sous le terme de « cancer », elle est caractérisée par une forte activité mitotiques,
des contours mal définis et une forte densité cellulaire. Les cellules cancéreuses présentent de
nombreuses altérations a I'échelle moléculaire et perdent leur caractéristiques de cellules
différenciées, permettant de les distinguer du tissu d’ont-elles sont originaires. Les tumeurs
malignes peuvent présenter une forte agressivité définie par le pouvoir métastatique de la
|ésion. La classification anatomo-pathologique repose sur les caractéristiques histologiques de la
Iésion néoplasique ainsi que sur les modifications moléculaires qu’elle présente. Cette étape est

indispensable a la prise en charge des patientes et permet d’orienter le traitement.

1.1.2.1 Bréve description anatomique du sein

Le sein est composé d’une glande mammaire, elle-méme constituée de 15 a 20 compartiments
séparés par du tissu graisseux et du tissu de soutien. Chacun des compartiments est structuré en
lobules (tissu conjonctif intra-lobulaire, 10 a 100 acini associés aux canaux intra-lobulaires), qui
débouchent sur les canaux galactophores se terminant par les sinus galactophores. Initié des les
premieres semaines de la vie foetale, le développement anatomique de la glande mammaire suit
les étapes hormonales de la vie de la femme : puberté, grossesse, allaitement, sevrage,
ménopause. Le tissu glandulaire et les lobules se développent et se différencient sous I'action
des cestrogenes et de la progestérone. Le parenchyme de soutien se développe au fur et a

mesure des cycles menstruels et subit une congestion d’origine hormonale, en fin de cycle.

Les fonctions sécrétrices du sein sont acquises uniquement au cours de la grossesse et durant la

lactation. A la ménopause, I'évolution du statut hormonal de la femme est associée a une
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réduction de la glande mammaire. La relation des cellules épithéliales mammaires avec le
systeme hormonal permet une évolution de la glande mammaire tout au long de la vie, qui peut

étre associée a la susceptibilité de cet organe a donner naissance a des lésions cancéreuses.

Le tissu mammaire comporte également un réseau sanguin et lymphatique, les ganglions
lymphatiques drainant le sein sont situés au niveau de I'aisselle (creux axillaire) au-dessus de la

clavicule, sous la clavicule, a I'intérieur du thorax et autour du sternum.

1.1.2.2 Notion de classification histologique des cancers du sein

Le cancer du sein est a 99% d’origine épithéliale donnant ainsi naissance a des carcinomes. Par
opposition, les sarcomes du sein originaires du tissu conjonctif ne représentent que 1% des cas.
La classification des carcinomes a été établie par 'OMS en 1981 puis révisée en 2003. Les
tumeurs sont classées en tenant compte de la diversité des cellules transformées qui les
constituent. L’examen anatomopathologique permet [identification du type de Iésion
majoritaire (50 a 90% de la masse tumorale) et des types associés pouvant ne représenter que
10% des cellules transformées, sur la base des caractéristiques morphologiques et moléculaires.
Les lésions néoplasiques qui apparaissent au niveau des canaux galactophores ou des lobules
sont désignés respectivement sous les termes de carcinomes canalaires (2/3 des cas) ou
lobulaires (1/3 des cas). Les carcinomes non infiltrants ou in situ n’ont pas envahi le tissu
conjonctif et sont associés a un bon pronostic par comparaison avec les carcinomes infiltrants
pour lesquels on observe une perforation de la lame basale de I'épithélium de la glande
mammaire, associée a la présence de cellules tumorales dans le tissu conjonctif sous-jacent. 20 a
30% des patientes atteintes de carcinome lobulaire in situ voient leur pathologie évoluer en
cancer infiltrant. De méme |'apparition d’un carcinome canalaire in situ est associée a un risque
multiplié par 8 ou 10 de développer un cancer infiltrant par comparaison avec le reste de la
population. Il est donc nécessaire de classer les carcinomes du sein non infiltrants pour
déterminer le risque que la maladie évolue vers un carcinome infiltrant, définissant ainsi la prise

en charge thérapeutique (Quinn et al., 1997).

De facon plus générale, les tumeurs de sein sont aussi classées suivant le degré de
différenciation des cellules transformées par la classification de Scarff-Bloom-Richardson (SBR).
Elle tient compte de I'aspect glandulaire différencié (la présence de tubes), de I'anisocaryose
(diversité de la taille des noyaux dans les cellules de la Iésion) et du nombre de cellules en

mitose, 'ensemble définissant un grade SBR de la tumeur coté de 1 a 3.
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Figure 1 : Les carcinomes du sein les plus fréquents et lien avec le pronostic sur la base des exarmens
histologiques en anatomopathologie et de labiologie moléculaire.

A) Analyse de I'expression des récepteurs hormonaux ER et PgR par marquage IHC, 20% des cancers du sein
opérés ont perdu I'expression de ER et PgR. B) L'analyse du transcriptome des cellules tumorales permet
d’identifier les tumeurs luminales A et B qui expriment généralement ER et/ou PR. Les tumeurs luminales B
expriment fortement les genes liés a la prolifération cellulaire, et I'expression de Ki67 est plus forte dans les
tumeurs luminales B que dans les tumeurs luminales A par IHC. L’analyse du transcriptome n’étant pas utilisée en
routine, I'identification des tumeurs luminales n’est pas réalisée en clinique. C) L'absence d’expression de ER et
PgR et I'absence d'expression de Her2 défini les tumeurs triples négatives (TN) au sein desquelles on identifie les
tumeurs Claudine Low qui contrairement aux tumeurs basales, montrent une diminution de I'expression des
molécules d’adhésion (claudines, cytokératines et connexines) par analyse transcriptomique. Parmi les cellules
tumorales n’exprimant pas ER et/ou PgR, certaines montrent une expression forte de Her2 par IHC définissant les
tumeurs Her2 amplifié. Dans le cas d’un résultat douteux, le nombre de copies du géne her2 est analysé par
hybridation in situ avec des sondes fluorescentes (FISH) en routine. Trois type de carcinomes sont identifiés en
clinique: Luminal, TN et Her2 amplifié.

ER: récepteur aux (Estrogenes; PgR: Récepteur de la Progestérone; Ki67: marqueur de prolifération présent dans
les cellules en phase S, G1, G2 et M et absent en phase GO du cycle cellulaire. Her2: Récepteur des facteurs de
croissance épidermique; TN: tumeurs triples négatives (ER"8, PRneg, Her2Neg), *** |3 classification en fonction du
pronostique ne tient pas compte ici de I'impact du Trastuzumab (thérapeutique ciblée pour les tumeurs Her2
amplifiées) quiaugmente lasurvie des patientes Her2 amplifié.

Enfin, la classification TNM tient compte de la taille de la tumeur, de I'envahissement des

ganglions lymphatiques par les cellules tumorales ainsi que de la présence de métastases.




L'ensemble de ces classifications donne des informations sur le pronostic des patientes,
permettant de définir la prise en charge en termes de chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie.
Toutefois une des principales difficultés dans la mise en place de ces analyses
anatomopathologiques réside dans la standardisation des méthodes d’analyse lors de la

détermination du grade histologique des tumeurs (Douglas-Jones et al., 2000).
1.1.2.3 Classification moléculaire des cancers du sein

La classification moléculaire des cancers du sein permet d’affiner le pronostic en donnant, pour
chaque patiente, un facteur prédictif de la réponse a une chimiothérapie donnée, en
déterminant la pertinence d’un traitement néo-adjuvant ou enfin en proposant des thérapies
ciblées. Cette classification vise a accroitre I'efficacité du traitement pour chaque patiente et a
réduire les effets secondaires (Hayes, 2005; Lonning et al., 2007; Mauriac et al., 2005). Les
travaux de Perou et coll basés sur I'analyse des patrons d’expression de 1753 genes (Perou et al.,
2000), complétés en 2007 par Andre et coll ont permis d’identifier quatre sous-types
moléculaires de cancer du sein (Luminal A, Luminal B, Her2 amplifié et Basal), reposant entre
autres sur I'expression des récepteurs aux cestrogenes et des cytokératines (Andre et al., 2007).
Plus récemment, les tumeurs de sein dites « Claudin Low » définissent un cinquieme groupe
caractérisé par la faible expression des molécules intervenant dans les jonctions serrées et
d’autres molécules d’adhésion telles que les Claudines 3, 4, 7, I'Occludine, et la E-cadhérine
(Herschkowitz et al., 2007) et sont associées a une plus forte résistance aux traitements par
chimiothérapie et radiothérapie que les tumeurs de type basal (Weigelt et al., 2010). Dans la
continuité de ces travaux de nombreux efforts sont réalisés pour affiner les prises de décision

guidées par la classification (Kerlikowske, 2010; Nagao et al., 2012). (Figure 1)
1.2 Prise en charge thérapeutique du cancer du sein

Les chimiothérapies classiquement utilisées sont : i) Les agents intercalants de I’ADN ii) Les anti-

métabolites, iii) Les agents alkylants, iv) Les anti-microtubules (Tableau 1).

Dans le cas ou les cellules tumorales expriment les récepteurs hormonaux (ER ou PgR) un

traitement par hormonothérapie est prescrit.

Dans le cas ou les cellules tumorales expriment I'oncogéne HER2/Neu, un traitement ciblant la
molécule HER2/Neu (Anticorps, trastuzumab) ou inhibant son activité tyrosine kinase (TKI,

Lapatinib) est prescrit. (Tableau 1)
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Tableau 1: principales molécules utilisées en chimiothérapie et hormonothérapie du cancerdusein

m

Agentsintercalants de I’ADN Antracyclines Adriamycine (doxorubicine)
Anthracenesdiones Epirubicine
Pirarubicine

Mitoxntrone

Anti-métabolites Antifoliques Méthotrexate
Antipyrimidiques 5-Fluorouracile
Gemcitabine
Capécitabine

Alkylants Oxaphosphorines Endoxan (Cyclophosphamide)
Dérivésdu plantine Mitomycine C
Cisplatine
Carboplatine
Anti-microtubulaires Taxanes Docétaxel/ Paclitaxel
Vinca alkaloides Vincristine
Thérapie ciblée anti HER2 Anticorps anti HER2 Trastuzumab
Inhibiteur tyrosine kinase Lapatinib
Hormonothérapie Anti-Aromatases Aromasine, Arimidex, Femara
Antagoniste des récepteurs aux Tamoxiféne
(Estrogenes

La résection de la tumeur par chirurgie peut étre plus ou moins conservatrice en fonction du
diagnostic. La prise de décision est réalisée sur la base des résultats d’imagerie
(mammographies/IRM/scanners), des biopsies et tient compte du type histologique de la
tumeur et des antécédents de la patiente. Dans le cas des carcinomes in situ, une chirurgie
conservatrice peut étre réalisée et est accompagnée par le prélevement d’un ganglion drainant
(ganglion sentinelle) qui sera utilisé pour confirmer qu’il n'y a pas d’envahissement
ganglionnaire par des métastases. La patiente sera alors traitée par radiothérapie. Dans la
majorité des cas de cancers du sein invasifs, une ablation des ganglions axillaires associée a la
mastectomie est préconisée. Dans certains cas, une chimiothérapie néo-adjuvante (avant
ablation) permet de réduire le volume tumoral et ainsi de pratiquer une chirurgie conservatrice.
Suite a la chirurgie, un traitement par chimiothérapie adjuvante et/ou hormonothérapie est

fréquemment proposé généralement accompagnée par une radiothérapie.

La prise de décision suite au diagnostic est une étape clef dans la prise en charge des patientes.
Grace a l|’évolution des techniques de dépistage, de diagnostic et au développement de
thérapeutiques ciblées tel que le Trastuzumab, qui ont permis d’améliorer considérablement la
prise en charge des patientes ces 20 derniéres années, le taux de survie est aujourd’hui de 77%,

10 ans aprés le diagnostic. (Figure 2)
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Figure 2: Importance du diagnostic dans la prise en charge
Le processus de prise en charge des patientes atteintes de cancerdu sein intégre les paramétres de la patiente (age,
statuthormonal, antécédents...) et les parameétres histologiques de lalésion (expression des récepteurs hormonaux,
amplification de Her2, prolifération des cellules transformées), permettant de proposer une thérapie adaptée. Les
effets secondaires des chimiothérapies sontimportants, éviter I'utilisation de ces drogues dans les cas ou la chirurgie
etla radiothérapie seraient suffisantes pourraitaméliorerla prise en charge de la patiente. o Le développementde

nouveaux outils de diagnostic offrantune meilleur évaluation du pronostic pourrait permettre de mieux sélectionner

les patientes n’ayant pas besoin de chimiothérapie.
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1.3 Le cancer face au systeme immunitaire

En 2000 Hanahan et Weinberg ont publié une revue décrivant six compétences que les cellules
tumorales doivent acquérir au cours de la transformation pour donner naissance a un cancer.
Dans ce modele, la cellule tumorale doit i) étre auto-suffisante dans la production des signaux de
croissance dont elle a besoin ii) étre insensible aux signaux inhibiteurs de croissance, iii)
échapper aux programmes apoptotiques, iv) ne pas avoir de limite réplicative, v) pouvoir induire

I'angiogeneése, et vi) disséminer sous forme de métastase. (Figure 3)

autosuffisante dansla production des Insensibilité aux signaux
inhibiteurs de croissance

signaux de croissance
Métabolisme supportant ‘ * * @Echapper alasurveillance
A, ™ " Le

la forte activité proliférative du systéme immunitaire
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apoptotiques

N
b

sz =
43

induction d’une réponse
pro-inflammatoire

A

instabilité génétiq

disséminer sous forme de
métastase

induire I'angiogéneése

Adapté d’aprés Hanahan et Weinberg, Hallmarks of Cancer: The Next Generation Cell 2011

Figure 3: Les caractéristiques acquises par les cellules transformées indispensables au développement du
cancer

Les cellules tumorales accumulent des altérations moléculaires au cours de la transformation. Le
développement de la pathologie et associé a I'acquisition de nouvelles fonctions leur conférant:

une autosuffisance vis-a-vis des facteurs de croissance, un métabolisme leur permettant de supporter une forte
activité mitotique, une absence de limite réplicative, la sécrétion de facteurs favorisant I'angiogénése et la
capacité de quitter le site d’initiation de la tumeur conduisanta la formation de métastases a distance.
L’évolution du cancerestaussiliée a une perte des fonctions cellulaires conduisant a:

Une insensibilité au signaux inhibiteurs de croissance, une instabilité génétique et I'altération des programmes
apoptotiques.

L’'induction d'une réponse inflammatoire peut étre associée a une augmentation de I'agressivité de la lésion
ainsi qu’a une plus forte angiogénese et la plasticité des cellules tumorales sous la pression du systeme
immunitaire conduit également a I'émergence de clones tumoraux échappant a la destruction par les cellules
immunes (Imuno-Editing des tumeurs).

L’ensemble de ces caractéristiques distingue les cellules tumorales des cellules saines et participe a I'agressivité
et a I'évolution de la pathologie. Ces compétences acquises par les cellules transformées sont des évenements
clefs dans I'apparition du cancer, le développement de drogues permettant d’interférer avec ces mécanismes
etagissanten synergie permetun ciblage préférentiel des cellulestumorales.
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Cette revue a récemment été révisée par ces mémes auteurs en ajoutant 4 nouvelles
caractéristiques qui incluent i) I'exploitation de voies métaboliques permettant de supporter la
forte activité proliférative des cellules transformées, ii) l'instabilité génétique des clones
tumorauy, iii) I'induction d’une réponse pro-inflammatoire au cours du développement tumoral
et iv) la capacité des cellules tumorales a échapper a la surveillance du systeme immunitaire

(Figure 3).

1.3.1 Concept d’immuno-surveillance : Le systéme immunitaire détecte les cellules transformées

L'immunogénicité des tumeurs spontanées a été longuement discutée au cours des années 1970
- 1990. En effet, les cellules transformées dérivent des cellules normales du patient. Ainsi les
clones tumoraux pourraient ne pas présenter suffisamment de différences avec les cellules

normales du « soi » pour étre reconnus et ciblés par le systeme immunitaire

1.3.1.1 L’immuno-surveillance et pouvoir immunogéne des tumeurs

L'importance du systéme immunitaire face au développement tumoral dans un modéle murin
syngénique a été illustrée pour la premiere fois par Foley en 1953 (FOLEY, 1953). Dans ce
modele, des sarcomes et carcinomes induits chez la souris par des carcinogénes chimiques ont
été transplantées dans des souris receveuses de souche parentale (tumeurs syngéniques). Aprés
résection de la tumeur, une deuxiéme greffe de la méme tumeur chez ces animaux est
systématiquement rejetée traduisant une réponse immunitaire anti-tumorale et suggérant

I’existence d’une réaction de type vaccinale, développée suite a la premiére transplantation.

Chez la souris, I'importance de la réponse immunitaire adaptative dans le controle de la
croissance tumorale a été clairement démontrée par le groupe de Robert D. Schreiber, montrant
que les tumeurs induites chimiquement se développent plus vite dans les souris immuno-
déficientes (Shankaran et al., 2001) et que les cellules T CD4, CD8 et I'interféron-gamma (IFN-y)
retardent I'apparition de tumeurs murines induites chimiquement et conduisent a une réduction

de I'immunogénicité de ces tumeurs (Koebel et al., 2007).

Chez 'homme, le concept d'immuno-surveillance a été abordé par Doll et coll. en 1970
rapportant I'augmentation de la fréquence d’apparition de certains cancers chez les personnes
atteintes de syndromes d’'immuno-déficience (ataxie-télangectasique, Wiskott-Aldrich et
Chediak-Higashi) (Doll and Kinlen, 1970) , et dans le cas du VIH (Clifford et al., 2005). Ces
données concordent avec le fait que des patients ayant subi des transplantations et traités par
immuno-suppresseurs pour éviter le rejet de greffe présentent une incidence accrue du nombre

de cancers.
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En 1979 Sannet et coll. ont observé I'existence d’une réponse immune anti-tumorale dans le
sang de patientes atteintes de cancers du sein localisé et métastatique, révélée par I'activation
des cellules immunitaires en présence d’extraits protéiques de carcinome mammaire suite a
I"apparition de lésions bénignes, ce qui renforce le concept d'immuno-surveillance du cancer du

sein (Sanner et al., 1979).

L'existence d’une cytotoxicité a médiation cellulaire ainsi que d’'une apoptose de cellules
tumorales mammaires autologues ou allogéniques induite par le complément, traduisent la
présence d’anticorps (Ac) dirigés contre des Ag tumoraux dans le sang de patientes atteintes de
cancer du sein (Della et al.,, 1973). La premiere identification d’'un Ag tumoral ciblé par les
lymphocytes T CD8 cytotoxiques (van der Bruggen et al., 1991) a conduit a l'identification d’ Ag
tumoraux issus des mutations somatiques dans les tumeurs de sein et d’autres cancers, pouvant
étre pris en charge comme des Ag étrangers par le systeme immunitaire (Kan et al., 2010; Purev
et al., 2004; Sjoblom et al., 2006). La détermination de leur pouvoir immunogéne fait I'objet de
nombreux travaux (Cheever et al., 2009; Ercan et al., 2012; Gilboa, 1999; Kan et al., 2010). Ces
données montrent que les mutations de NY-ESO-1, RAS, p53 et HER2/Neu, trés fréquentes dans
le cancer du sein sont clairement reconnues par le systtme immunitaire. La réponse T CD8
spécifique d’Ag tumoraux a été associée a un bon pronostic dans différents types de cancers
dont les carcinomes du sein, (Mahmoud et al., 2012; Beckhove et al., 2004) et fait appel a

I'activation des cellules T CD4 effectrices (Gnjatic et al., 2006).

1.3.1.2 Les effecteurs du systeme immunitaire s’infiltrent et réagissent dans la masse

tumorale

Les tumeurs de sein sont infiltrées de maniére quasiment systématique par des leucocytes
(CD45) incluant des cellules de I'immunité innée telles que des NK, des CPAg (CD1a) et des
cellules exprimant les complexes majeurs d’histocompatibilité de (CMH) de type | et Il ainsi que
par les cellules de la réponse adaptative (lymphocytes T CD4 et CD8) (Georgiannos et al., 2003).
En 1999 Leek et coll. ont montré que l'infiltration de la masse tumorale par des macrophages
était associée a une nécrose importante des cellules tumorales mais aussi a une vascularisation
plus importante de la tumeur ainsi qu’a une réduction de la survie sans rechute (SSR) et de la
survie globale (SG) des patientes atteintes de cancer du sein (Leek et al., 1999). L’analyse de
I’expression de CD3, CD8, CD45RO (cellules T mémoires) CD68 (macrophages) et CD20 (cellules
B) par immuno-histochimie (IHC) sur coupe de tumeurs de sein a montré une corrélation
statistique entre la présence de macrophages (CD68") et la densité en vaisseaux sanguins dans la

masse tumorale (Lee et al., 1997). Dans le cancer du sein, I'infiltration par les DC augmente avec
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le grade SBR de la tumeur (Treilleux et al., 2004). Les CPAg intra-tumorales présentent un état de
maturation variable selon leur localisation dans la masse tumorale sur la base de I’expression
des molécules de co-stimulation CD80, CD86, CD83 et du CMH-II (Lespagnard et al., 1999;
Coventry and Morton, 2003; Bell et al., 1999). La quantité de cellules immunes, la proportion
entre cellules T CD4 et T CD8 et leur état d’activation, mesuré de fagon indirecte par I’expression
de CD25, la chaine o du récepteur a l'interleukine -2 (IL-2), varie en fonction de I'invasion ou non
des ganglions drainants par des cellules tumorales (Georgiannos et al., 2003), de I’expression des
récepteurs ER et PgR et des Ag tumoraux (p53 muté, Her2/NEU et MUC1) (McDermott et al.,
2002). Ces résultats suggérent trés fortement qu’une réponse immune a lieu au sein de la masse
tumorale (Lespagnard et al., 1999; Coventry and Morton, 2003; Bell et al., 1999), ce qui
concorde avec le concept d'immuno-surveillance dans le cas du cancer du sein. L'importance de
molécules activatrices des cellules innées du systéeme immunitaire a été mise en avant au cours
des derniéres années, dans le cas du cancer du sein. L'expression de HMGB1, RAGE, B-
défensines (Gambichler et al., 2006), NKG2D-L (de Kruijf et al., 2012), HSP (heat shock proteins)
(Calderwood, 2012) ou d’alarmines tel que I’ATP (Aymeric et al., 2010) dans les tumeurs de sein
est associée a I'activation des cellules de I'immunité innée (macrophages, cellules NK et DC) dans
la masse tumorale (Sims et al., 2010). Cette activation de la réponse innée peut alors conduire
au déclenchement d’une réponse adaptative spécifique des Ag tumoraux via les cellules B et les
T CD4 et CD8. Cependant, la présence de cellules immunes activées dans la masse tumorale
n’est pas toujours associée a un bon pronostic pour les patientes, suggérant qu’en dépit de la
présence d’Ag tumoraux et de l'activation du systeme immunitaire, des mécanismes

d’échappement se mettent en place limitant I'efficacité de I'immuno-surveillance.

1.3.2  Concept d’échappement a 'immuno-surveillance et principes d’ immunothérapie

Les évidences montrant que les Iésions néoplasiques, sont détectées par le systeme immunitaire
sont aujourd’hui bien établies, suggérant que le développement tumoral est associé a des
mécanismes d’échappement au controle du systeme immunitaire. Ceci ouvre la porte vers de
nouvelles stratégies thérapeutiques visant a restaurer ou accroitre la réponse immune anti-

tumorale : I'immunothérapie.

1.3.2.1 Concept d« immuno-editing » dans [|’échappement tumoral au systéme

immunitaire

L’ensemble des données obtenues dans les modeles animaux a permis I'émergence du concept

d’« immuno-editing » des tumeurs au cours duquel les cellules transformées sont sélectionnées
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sous la pression du systéme immunitaire pour devenir immuno-résistantes (Schreiber et al.,

2011; Dunn et al., 2004).
L'immuno-editing des tumeurs se traduit en trois phases :

- I’éradication des cellules tumorales par le systeme immunitaire
- la stabilisation de la Iésion tumorale sous la pression immune
- I'échappement au contréle du systeme immunitaire associé a |'aggravation de la

pathologie

Les souris immuno-déficientes traitées par un carcinogene chimique développent plus de
tumeurs et les tumeurs qui se développent dans les animaux ayant un systeme immunitaire
fonctionnel sont plus faiblement immunogéniques (Dunn et al., 2002) Ceci révéele que le systeme
immunitaire a pour réle de réduire I'apparition et le développement de lésions néoplasiques
induites par un carcinogéne. De plus, I'induction via un carcinogéne chimique (3’-méthyl-
cholanthréne) de sarcomes faiblement prolifératifs montre que le systéme immunitaire de I'hote
limite la croissance tumorale donnant lieu a un état d’équilibre durant lequel, sous le controle
des NK, des T CD4 et CD8, ainsi que des cytokines IFN-y et IL-12 (Koebel et al., 2007), les cellules
transformées existent mais proliferent peu démontrant le réle primordial de la réponse
adaptative pour contrbler le développement tumoral. Ces résultats suggerent donc fortement
que les cellules tumorales expriment des Ag reconnus par les cellules de I'immunité adaptative,

permettant le contréle du développement tumoral.

Les souris transgéniques portant la forme activée de la protéine RASG12D Flox-STOP-Flox et
I'insertion de deux sites flox de part et d’autre du géne p53 développent, suite a I'infection des
cellules pulmonaires par un lentivirus codant pour la cre recombinase, des cancers du poumon
tres similaires a la pathologie humaine. L’ajout de la séquence codant pour I'épitope SIYRYYGL
du peptide OVA dans le lentivirus induit I'expression de cet Ag dans les cellules tumorales. Ceci
conduit a un retard dans le développement tumoral comparé a des tumeurs n’exprimant pas
I’épitope SIYRYYGL. D’autre part, I'expression de cet épitope favorise I'émergence de cellules T
CD8 spécifiques qui sont incapables d’inhiber totalement I"apparition de tumeurs (perte de
sécrétion de TNF-o par les T CD8 au cours de la progression) suggérant que ces cellules sont
altérées conjointement au développement tumoral. De fagon intéressant, le transfert adoptif de
ces tumeurs dans des souris saines conduit a une perte de I'épitope SIYRYYGL dans les cellules

tumorales. Ceci montre que I'expression de I’Ag par les tumeurs transplantées est associée au
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développement d’une réponse T CD8 fonctionnelle dans les souris receveuses, la simple perte de

I’Ag permettant la croissance tumorale (DuPage et al., 2011).

Deux mécanismes conduisant a I’échappement tumoral co-existent: i) la perte ou la
modification des Ag tumoraux ou de leur présentation, permettant aux cellules transformées de
ne plus étre ciblées par la réponse adaptative (Khong et al., 2004) et ii) I'induction par les cellules
tumorales, dans le micro-environnement tumoral, d’une réponse immune de type tolérogene
décrite des 1976 dans des modeéles murins (Fujimoto et al., 1976b; Fujimoto et al., 1976a),
aujourd’hui présentée sous le terme d’immuno-subversion tumorale. L'immuno-subversion
implique des sous-populations cellulaires et des facteurs solubles responsables de la tolérance

immune (Meloni et al., 2006).
1.3.2.2 Altération du systéme immunitaire en périphérie

Le développement de |ésions néoplasiques peut étre associé a une diminution du nombre de
lymphocytes dans le sang des patientes (Harris et al., 1975; Babusikova et al., 1976). Blake-
Mortimer et coll. ont montré en 2004 que le nombre de cellules T CD8 présentes dans le sang
est associé a un bon pronostic pour les patientes atteintes de cancer du sein de haut grade dans
la classification TNM (Blake-Mortimer et al., 2004). Dans différentes pathologies tumorales
solides dont le cancer du sein métastatique, la lymphopénie (réduction du nombre de
lymphocytes circulants dans le sang) apparalt comme un facteur indépendant de mauvais
pronostique (qui reste significatif en analyse multivariée aprés intégration dans le modéle de
I’ensemble des facteurs pronostics clinico-biologiques significatifs) (Ray-Coquard et al., 2009).
Plus récemment notre équipe a montré, dans le cancer du sein métastatique, que la prise en
compte de la réduction de diversité des recombinaisons V(D)) définissant I'étendue du
répertoire T (divpénie), associée a la lymphopénie, permet de discriminer plus finement un
groupe de patientes lympho-divpéniques qui ne répond pas aux traitements de chimiothérapie
et décédent trés rapidement. Il est nécessaire de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour ces patientes (Manuel et al.,, 2012). D’autre part la présence de cellules
myéloides possédant une activité immuno-suppressive sur les T CD4 in vitro a été observée dans
le sang de patientes atteintes de cancer du sein (Diaz-Montero et al., 2009). Ces cellules sont
identifiées chez I'homme sous le terme de cellules suppressives dérivées de
monocyte/neutrophiles (MDSC pour Myeloid Derived Suppressive Cells) et expriment un

phénotype de progéniteurs myéloides CD14"®CD33"HLA-DR"*® (Diaz-Montero et al., 2009).

1.3.2.3 Les enjeux de I'immunothérapie dans le cancer
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Les stratégies d'immunothérapie du cancer se sont développées sur la base de ces observations
en visant deux objectifs : i) augmenter/induire I'activation des cellules immunes vis a vis des Ag

tumoraux et ii) contrer I'immuno-subversion induite par la tumeur et son micro-environnement.

De nombreux efforts ont donc été réalisés dans le développement de drogues permettant de
modifier les propriétés des DC, de stratégies vaccinales contre les Ag tumoraux ainsi que dans
I'utilisation d’Ac ciblant spécifiquement les cellules ou les molécules impliquées dans I'inhibition
de la réponse immune. Une immunothérapie efficace devrait permettre |’éradication de la
tumeur mais aussi lI'induction d’une protection a long terme des patientes contre les rechutes et
la dissémination métastatique des tumeurs de sein (Rosenberg, 2001; Dougan and Dranoff,

2009).

Parmi les stratégies développées aujourd’hui pour augmenter I'action anti-tumorale des cellules
immunes on retrouve : i) 'utilisation de chimiothérapie induisant une mort immunogéne des
cellules transformées telles que de faibles doses de cyclophosphamide (Schiavoni et al., 2011;
Sistigu et al., 2011), ii) Le développement d’Ac ciblant les cellules tumorales et ayant des
propriétés immuno-stimulatrices tel que le trastuzumab (Nuti et al., 2011) iii) L'utilisation de
cytokines permettant la stimulation des cellules immunes, comme le traitement par IFN-a+IL-2
(Tonini et al., 1998) ou IL-12 (Bekaii-Saab et al., 2009) iv) I'administration de ligands des
récepteurs de reconnaissance des pathogenes (PRR) exprimés par les CPAg tels que le CpG-ODN,

un ligand du Toll-Like-Receptor (TLR9) (Xiong et al., 2008).

De nombreux efforts ont été réalisés dans le développement de stratégies vaccinales contre les
peptides tumoraux. L'injection d’Ag tumoraux autologues en présence de différents adjuvants
ou de molécules chimériques d’Ag tumoraux couplées a des drogues activatrices de I'immunité
telles que NVA-Bn-HER-2 sont un champ d’investigation important (Mandl et al.,, 2012). De
méme, |'utilisation de DC autologues chargées in vitro avec des peptides tumoraux est en cours

d’évaluation dans des protocoles cliniques depuis plusieurs années (Baek et al., 2011).

Parmi les stratégies développées pour éradiquer I'immuno-subversion associée au
développement tumoral on peut noter: i) le blocage des récepteurs et ligands impliqués dans
I'immuno-suppression tel que CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4) (Weber et al., 2012) ou
PD-1 et PD-L1 (Brahmer et al., 2012; Topalian et al., 2012), ii) I'induction de la résistance des
cellules immunes effectrices vis-a-vis des Treg ou iii) I’éradication spécifique des Treg associés
aux tumeurs (TA-Treg). Chez 'homme, dans le cas du mélanome, I'utilisation de I’Ac anti CTLA-4

a été la premiere démonstration, que modifier la réponse immune peut permettre d’augmenter
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la survie des patients cancéreux, validant en situation clinique que I'immunothérapie peut étre
bénéfique dans le traitement du cancer. Ces stratégies visant a lever I'immuno-suppression

seront évoquées plus en détail en partie 4.3 et dans la discussion.

Conclusion partie | : Le cancer du sein représente un probléme majeur de santé publique car
c’est une pathologie trés répandue dans la population mondiale qui constitue la premiére cause
de mortalité par cancer chez la femme. Le cancer du sein est aussi une maladie impactant le
systeme immunitaire, qui détecte et réagit face au développement tumoral. L'immuno-
subversion associée au développement du cancer du sein permet de dégager de nouvelles
variables pronostiques et ouvre la possibilité d’agir sur le systéme immunitaire pour augmenter
la réponse anti-tumorale chez les patientes. Comprendre les mécanismes d’induction de la
tolérance immunitaire est indispensable pour identifier de nouvelles approches

d’'immunothérapie.
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2 Origine et diversité des cellules T immuno-
suppressives : Les Treg « gardiens du soi »

Parmi les cellules T CD4 effectrices, on distingue aujourd’hui 6 type de polarisation
auxiliaires/effecteurs (Thl, Th2, Th9, Th17, Th22, Tfh) et trois types de cellules polarisées
immuno-suppressives (Treg, Trl et Th3). De plus, Il existe plusieurs sous-populations de cellules
T (CD3") suppressives ne provenant pas de la polarisation de lymphocytes T CD4 (T CD8 et NKT).
La diversité des cellules T effectrices permet d’adapter la réponse immunitaire en fonction de la
nature du pathogéne/signal de danger détecté. Ainsi la réponse T effectrice va impliquer de
facon différentielle les sous-populations de cellules T effectrices lors d’une réponse anti-virale,
contre un parasite extracellulaire ou vis-a-vis des cellules cancéreuses. L'amplification et
I'inhibition des différentes sous-populations de cellules T effectrices les unes par rapport aux
autres permettent une plasticité et une régulation tres fine de la réponse immune. Les cellules T
immuno-suppressives présentent, elles aussi, une diversité garantissant un controle de la
réponse immune dans divers contextes inflammatoires ou homéostatiques/physiologiques tels
que le contréle de la flore bactérienne intestinale, la grossesse, |'abolition des réponses auto-
immunes et la tolérance orale. Pour caractériser de nouvelles cibles permettant d’accroitre la
réponse immune anti-tumorale, nous devons étre capables d’identifier les sous-populations de

cellules T pouvant étre impliquées dans la tolérance vis-a-vis des Ag tumoraux.
2.1 Caractéristiques des cellules T CD4 immuno-suppressives

Le concept de cellules immuno-suppressives d’origine thymique remonte a 1970 ou Gershon et
Condo (Gershon and Kondo, 1970) ont observé, lors de I'immunisation de souris contre des
globules rouges de mouton, l'induction d’'une réponse immuno-suppressive médiée par les
cellules provenant du thymus. La présence de cellules d’origine thymique lors de la premiere
immunisation, conduit a une réduction de la réponse humorale lors d’'une seconde injection de
globules rouges de mouton. Ce résultat démontre que les thymocytes participent a la fois a
I"amplification de la réponse humorale et a son contrdle par des mécanismes de suppression non
définis. Pendant les 25 années suivantes, |'existence de cellules T immuno-suppressives a été
démontrée dans différents modeéles (Powell et al., 1982; Morrissey et al., 1993; Powrie et al.,
1993; Chen et al., 1994; Taguchi and Nishizuka, 1981) mais ce n’est qu’en 1995 que Sakaguchi et

coll. ont identifié les Treg en tant que sous-population particuliere de T CD4 exprimant CD25
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(Sakaguchi et al., 1995). Les Treg représentent 5 a 10% des lymphocytes T CD4 chez la souris et 1
a 5 % chez 'homme (Suri-Payer et al., 1998). Dés les premiers jours de la vie extra-utérine, les
Treg se développent et protegent I'individu contre les pathologies auto-immune induites par des
lymphocytes T auto-réactifs périphériques ayant résisté a la sélection négative dans le thymus a
la fin de I'ontogénese des lymphocytes T CD4 et CD8 (Sakaguchi et al., 2001; Baecher-Allan et al.,
2001). Les Treg peuvent étre amplifiés in vitro apres purification par I'association du signal CD3
(signal du TCR), d’un signal de co-stimulation (CD28) et de fortes doses d’IL-2, tout en conservant
leurs capacités suppressives sur la prolifération des autres cellules T CD4 mémoires ou naives du
sang périphérique chez I’homme (Levings et al., 2001b). Moduler les proportions et les fonctions
des Treg CD25" devient alors une nouvelle stratégie thérapeutique pour le traitement des
pathologies auto-immunes (Shevach, 2000) ou les protocoles de transplantation pour empécher

le rejet de greffe (Joffre et al., 2008).

2.1.1 Découverte des cellules Treq FoxP3’

Aujourd’hui, I'expression du facteur de transcription FoxP3 (winged helix/forkhead box protein
3) est le meilleur marqueur pour identifier les Treg chez I’homme et la souris. Des mutations du
geéne foxp3 situé sur le chromosome X ont été décrites en 2001 par Bennet et coll. pour leur
implication dans le syndrome familial IPEX (Immunodysregulation polyendocrinopathy
enteropathy X-linked syndrome) (Bennett et al., 2001). L'IPEX, est le corollaire humain du
syndrome scurfy chez la souris. En 2001, Brunkow et coll. ont démontré que les souris scurfy
portent une mutation dans I'exon 8 du géne FoxP3 et que la transfection du gene FoxP3 sauvage
dans les embryons de souris scurfy permet de supprimer la pathologie. Ils ont également
observé que le nombre de cellules T ainsi que le rapport T CD8/T CD4 sont trés fortement réduits
dans les animaux surexprimant FoxP3 (Brunkow et al., 2001). En 2003, Fontenot et coll. ont
démontré que le syndrome scurfy est associé a une perte des Treg CD25" et que I'injection de
Treg CD25" chez ces animaux permet de soigner la maladie (Fontenot et al., 2003). D’autre part,
I’expression ectopique de FoxP3 dans les cellules T CD4 normales conduit a I'acquisition de
fonctions régulatrices (Hori et al., 2003). Cependant, comme pour beaucoup d’autres marqueurs
cellulaires exprimés par les Treg, une expression faible de FoxP3 peut étre observée sur des

cellules T CD4 effectrices suite a leur activation (Walker et al., 2003). (Tableau 2)

Des données récentes précisent que I'expression de FoxP3 est majoritairement cytoplasmique
dans les cellules effectrices alors qu’elle est principalement nucléaire dans les Treg. Ces
différences de localisation entre cellules T effectrices et Treg reposent sur I'existence, chez

I'homme, de 3 isoformes de FoxP3 sélectivement exprimées dans les sous-populations T CD4
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(Magg et al., 2012). Les trois variants : FoxP3 non épissé, FoxP3A2 et FOxP3A2A7 sont exprimés
par les Treg (CD127°“/"6CD25%). Suite 3 la co-stimulation de CD3 et de CD28, les Treg
surexpriment FoxP3A2 dix fois plus fortement que les T CD4 CD25"# dans les mémes conditions
(Kaur et al., 2010). L’exon 2 encode pour un domaine qui permet l'interaction avec le facteur de
transcription ROR-yT ce qui inhibe la sécrétion d’IL-17 (Ichiyama et al., 2008). L’exon 7 constitue
une partie du domaine Leucine Zipper permettant l'interaction avec I’ADN, des mutations de
cette séquence ont été identifiées dans I'lPEX (Ziegler, 2007). L'isoforme A2A7 n’entraine pas

I’acquisition de la fonction suppressive lorsqu’elle est surexprimée dans des T CD4 CD25"#

par
transfection. De plus, elle est capable de supprimer I'expression de CD25 et CTLA-4 induite par
les formes FoxP3 non épissées et FOxP3A2. Cela suggére que I'isoforme A2A7 pourrait avoir un
impact dominant négatif sur les autres isoformes (Mailer et al., 2009). Dans les travaux que nous
avons réalisé, nous avons identifié les Treg parmi les cellules T CD4, sur la base de leur
expression de FoxP3, et/ou de leur forte expression de CD25, associée a une trés faible

expression de la chaine o du récepteur a I'lL-7 (CD127).
2.1.1.1 Genes cibles de FoxP3

La protéine FoxP3 a été identifiée, chez la souris scurfy, en tant que facteur de transcription
inhibant les génes impliqués dans I'activation des cellules T par compétition avec le facteur de
transcription NFAT induit apres engagement du TCR (Schubert et al., 2001; Gavin et al., 2006)
(Figure 4). Des publications plus récentes montrent que FoxP3 interagit avec les facteurs de
transcription AML1 (acute myeloid leukaemia 1)/Runx1 (Runt-related transcription factor 1) et
NFAT (Wu et al., 2006) ce qui bloque la transcription de leurs génes cibles, tels que IL-2, IL-4, IL-
17, IL-21, IFN-y, TNF-a, GM-CSF, CD127 et la cyclic nucleotide phosphodiesterase 3B qui dégrade
I’AMPc intracellulaire (favorisant I'accumulation d’AMPc dans le cytoplasme) (Figure 4). En
paralléle, FoxP3 induit I'expression membranaire de molécules telles que CD25, CTLA-4 et GITR
(glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor) (Gavin et al., 2006; Coffer and Burgering,
2004; Ono et al., 2007). Une approche par « ChIP-on—chip » (chromosome immuno-précipitation
suivie d’'une analyse par puce a ADN) a permis l'identification des cibles directes de FoxP3 par
fixation sur I’ADN. Par ailleurs, I'analyse transcriptionnelle d’hybridomes T murins exprimant ou
non Foxp3 a montré que les génes cibles de FoxP3 sont pour la plupart associés a la signalisation
du TCR (Marson et al., 2007). FoxP3 est exprimé tres précocement et de facon continue dans les
Treg. Il bloque la transcription de PTPN22 codant une phosphatase (Lyp) qui régule
négativement la signalisation du TCR par la déphosphorylation de ZAP70, et de Lck (Marson

2007 et Vang T. 2005 Nat gen), ceci donnant aux Treg un seuil d’activation du TCR plus sensible
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que les autres cellules T (Figure 4). Ainsi, a I'état basal (non activé), I'expression de FoxP3 ne
change que trés faiblement les profils d’expression génique alors qu’apres activation, il module
I’expression de 1% des genes (entre 700 et 1100 messagers) dans les cellules T murines (Marson

et al., 2007).
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Adapté d’apres Marson et coll, Foxp3 occupancy and regulation of key target genes during Tcell
stimulation Nature 2007

Figure 4: FoxP3 module les génesimportant dans la réponse des cellules T CD4 aprés engagementdu TCR
FoxP3 interagit directement avec NFA-T, un facteur de transcription intervenant en aval de la signalisation du
TCR modifiant de fagon importante la réponse des cellules T lors de I'activation. L’interaction entre FoxP3 et
NFA-T conduit a une forte modification du programme de transcription en aval de I'activation du TCR. Ceci est
associé a l'inhibition de genes eux aussi importants dans la transduction et la régulation du signal tels que
ptpn22, jak2 et zap70. FoxP3 inhibe également I'expression de cytokines induites suite a I'engagement du TCR
i.e. IL-2. D’autre part, FoxP3 induit I'expression de certains genes dont irf8. L’expression de FoxP3 par la cellule
Tmodule fortement saréponse lors de I'activation par I'engagement du TCR.

L’expression ectopique de FoxP3 dans des cellules T CD4 est également associée a des
modifications du profil d’expression des miRNA et I'élimination de DICER (ARNase Ill impliquée
dans la fonctionnalité des miRNA) spécifiqguement dans les cellules T CD4 conduit a une forte
réduction des Treg et a un syndrome auto-immun (Cobb et al., 2006) montrant I'importance des
miRNA dans la biologie de ces cellules. Seul 2/3 des modifications transcriptionelles identifiées

dans les Treg purifiés sont retrouvées dans les cellules T CD4 non Treg transfectées par FoxP3
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(Hill et al., 2007). Cette donnée suggere que d’autres facteurs régulant la transcription sont
impliqués dans les fonctions Treg. Ainsi en 2010 Ouyang et coll. ont montré que les facteurs de
transcription FOXO1 et FOXO2 exprimés par les cellules T sont importants dans I’'homéostasie
des Treg. lls participent a I'induction, par fixation sur son promoteur, du géne foxp3 lui-méme
(Ouyang and Li, 2011). Les Treg issus de souris FOX01/3 muté expriment de plus faible niveaux
de FoxP3, produisent apres réactivation in vitro de I'lIFN-y et de I'lL-17 et sont incapables de
réverser les syndromes auto-immuns des souris scurfy dans un modeéle de chimére de moelle

osseuse (Ouyang and Li, 2011).
2.1.1.2 Génération thymique des Treg

Les premieres caractérisations des Treg ont clairement montré leur développement dans le
thymus. Les travaux réalisés par le groupe de N. Le Douarin en 1987 portant sur le
développement de I'embryon de poulet ont montré que la greffe de cellules épithéliales
thymique dans des embryons allogéniques permet de tolérer la greffe parallele du bourgeon
donnant naissance a l'aile lorsqu’il provient du méme donneur (Ohki et al.,, 1987). Cette
observation démontra formellement que les cellules thymiques sont capables d’induire la
tolérance des auto-Ag ou des Ag allogéniques une fois transplanté dans un animal receveur.
Plus tard, Asano et coll. en 1999 ont montré que I'absence de Treg (T CD4 CD25") dans les souris
ayant subi une thymectomie néo-natale, conduit a I'apparition de maladies auto-immunes, qui
peuvent étre inhibée par injection de cellules CD25" provenant d’animaux adultes non
thymectomisés (Asano et al., 1996), démontrant I'origine thymique des Treg CD25" chez la jeune
souris. Puis, Fontenot et coll. ont observé que |'expression de FoxP3 est induite sur une sous-
population de cellules T dans la zone médullaire thymique (Fontenot et al., 2005). En somme,
Les Treg CD25'FoxP3* provenant de souris adultes sont capables de se substituer aux Treg
d’origine thymique et de transmettre la tolérance dans les animaux thymectomisés, en
suppriment l'apparition de maladies auto-immunes, dés lors que I'ensemble des auto-Ag

exprimés par le receveur sont également présent chez le donneur.

Dans le thymus, les cellules épithéliales corticales (c-TEC) sont impliquées dans la sélection
positive des cellules T au stade double positif (DP: CD8'CD4") via la présentation d’auto-Ag sur
leurs CMH de classe Il (Laufer et al., 1996). Les cellules T CD4 simple positives (SP) subissent
ensuite la sélection négative qui conduit a la déplétion et/ou a I'anergie des cellules auto-
réactives. Cette étape de sélection négative permet donc d’induire la tolérance par déplétion
des cellules T auto-réactives et fait appel aux CPAg thymique d’origine hématopoiétique et aux

TEC médullaires (m-TEC). Des expériences de souris chimériques ont permis de montrer que
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I’expression du CMH-de classe Il sur les CPAg thymiques est indispensable pour une déplétion
correcte des cellules T auto-réactives (van Meerwijk et al., 1997). Ce mécanisme de déplétion
des cellules T auto-réactives dans le thymus par les CPAg est également réalisé en partie par les
MTEC qui induisent I'anergie des cellules T auto-reactives et explique pourquoi les souris
thymectomisées développent des maladies auto-immunes par absence d’élimination des clones
T auto-réactifs. Cependant, les mécanisme de dépletion des T auto-réactifs n’explique pas la
transmissibilité de la tolérance comme le montre le blocage du développement de maladies
auto-immunes par la transplantation de splénocytes ou le transfert de Treg dans les souris

thymectomisées.

Ces données suggérent que I'expression d’auto-Ag dans le thymus permet I'induction de Treg
spécifiques supprimant les maladies auto-immunes. L’analyse de la diversité des TCR de la sous-
population FoxP3* dans le thymus a montré que les Treg possédent un répertoire diversifié mais
qui ne se superpose pas totalement avec celui des autres cellules T CD4, suggérant un biais dans
les étapes de sélection. Les observations de Hsieh et coll. démontrent que les Treg (FoxP3") dans
le thymus présentent un répertoire fortement similaire a celui des Treg du sang contrairement
aux autres cellules T CD4 dont le répertoire TCR est plus vaste dans le thymus que dans le sang.
De plus, le répertoire des Treg est similaire a celui des cellules T activées auto-réactives dans les
souris délétés pour le géne FoxP3 (Hsieh et al., 2006). En accord avec une plus forte affinité du
répertoire TCR des Treg pour les Auto-Ag, Moran et coll. ont montré en 2011 que l'intensité de
transduction du signal TCR est plus élevée dans les Treg que dans les autres cellules T thymiques
(Moran et al., 2011). Le mécanisme de génération des Treg implique alors les étapes de sélection
positive et négative des cellules T, les Treg répondraient différemment a ce processus par
rapport aux cellules T non Treg. L'expression d’un ligand de TCR connue (fusion du CMH-
Il/peptide connu), spécifiguement dans les c-TEC, conduit a I'émergence de Treg spécifiques de
ce ligand de TCR alors que les cellules T non Treg sont délétées. Cette donnée montre la capacité
des c-TEC a présenter des Ag permettant la génération de Treg auto-réactifs qui ne seront pas
perdus durant I'étape de sélection négative (Ribot et al., 2007). Cependant, I'utilisation de
modeles chimériques permettant une expression des CMH-II spécifiquement dans les CPAg
thymique d’origine hématopoiétique a permis de montrer que les Treg conservent leur
répertoire auto-réactif méme s’ils subissent une sélection négative via les CPAg thymiques
identique a celle des autres cellules T CD4 (Romagnoli et al., 2005b). Les Treg présentant une
affinité plus élevée que les autres cellules T pour les auto-Ag ne sont pas délétées par les mTEC
ce qui pourrait expliquer pourquoi leur répertoire est plus affin pour les auto-Ag (Romagnoli et

al., 2005a). L’environnement permettant I'induction de Treg et impliquant I'expression d’auto-
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Ag par les c-TEC et la relation entre les Treg et les mTEC suppose |'existence de niche favorisant
I'induction des Treg. L’expression des ligands de CD28 et de CD152/PDL-1 (programmed death
ligand -1) par les CPAg et les m-TEC ainsi que la présence des cytokines IL-2, IL-15 et TGF-J3 dans
la zone médullaire du thymus conditionnent I'émergence de cellules exprimant FoxP3 (Burchill
et al., 2007; Grewal and Flavell, 1998; Lio and Hsieh, 2008; Liu et al., 2008; Spence and Green,
2008) bien que la source des cytokines ne soit pas encore identifiée. La relation entre les Treg et
la niche permettant leur induction dans le thymus ne sera pas présentée dans ce document
(Romagnoli et al., 2012). Les Treg sont identifiables dés I'étape de sélection négative. En effet,
des cellules T au stade DP exprimant FoxP3 et exercant un pouvoir suppresseur sur les autres
populations de cellules T ont été identifiées chez 'homme (Nunes-Cabaco et al., 2011). Au final,
pour chaque cellule T CD4 auto-réactive pouvant émerger malgré la sélection négative, il
existerait au moins un Treg spécifique permettant de bloquer I'induction de pathologies auto-

immunes (Hsieh et al., 2012; Jordan et al., 2001).
2.1.1.3 Les Treg FoxP3" d’origine non thymique

L’expression de FoxP3 n’est pas restreinte aux Treg originaires du thymus. Le TGF-B, I'IL-2 mais
aussi I'lL-10 (Perez et al., 2008) peuvent participer a I'’émergence de cellules CD4'CD25"
exprimant FoxP3 et présentant une activité suppressive in vitro et in vivo en périphérie, a partir
de cellules T CD4 naives. On distingue ainsi les Treg induits (iTreg) des Treg naturels d’origine
thymique (nTreg) (Chen et al., 2003; Fu et al., 2004; Knoechel et al., 2005; Levings et al.,
2001a)parmi I’'ensemble des cellules T CD4 exprimant fortement FoxP3. Un des principaux sites
d’induction des iTreg est I'intestin (Mucida et al., 2005), I'administration d’ovalbumine (OVA) par
voie orale mais aussi la flore bactérienne et les Ag présents dans la nourriture favorisant
I'apparition d’iTreg spécifiques. De méme, Curotto de Lafaille et coll. ont mis en évidence
I'induction d’iTreg dans des modeéles d’inflammation chronique (Curotto de Lafaille et al., 2008).
Contrairement aux nTreg, les iTreg sont issus de cellules T CD4 naives et peuvent présenter un
chevauchement complet de leur répertoire TCR avec les autres T CD4 (Sun et al., 2007). L’état de
méthylation du gene foxp3 est une différence essentielle entre nTreg et iTreg. Une région
nommée TSDR (Treg cell-specific demethylated region) est totalement déméthylée dans les
nTreg alors qu’elle ne I'est que partiellement dans les iTreg. Dans les nTreg, la zone non codante
CNS-2 du gene foxp3 proche du promoteur est déméthylée, permettant le maintien de son
expression par les facteurs de transcription AP-1, NFA-T et Foxp3 lui-méme. Contrairement aux
nTreg, les iTreg induits a partir de cellules T naives en présence de TGF-B présentent une

méthylation de la région CNS-2, I’expression de FoxP3 est donc sous la dépendance de SMAD3
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qui interagie avec la région CNS-1, soulignant le réle important du TGF-§ dans I'induction de ces
iTreg (Figure 5).
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Figure 5: Principaux sites de méthylation régulant I'expression de FoxP3 dans les Treg dans la région TSS
(transcriptional start site) et le promoteur du géne foxp3

La modification épigénétique de la région TSDR (Treg cell-specific demetylated region) du géne foxp3 module
la stabilité de son expression dans les cellules T en conditionnant I'accessibilité des sites d’interaction avec les
facteurs de transcription inducteurs et inhibiteurs de I'expression de FoxP3 suite a I'engagement du TCR. Les
nTreg présentent une déméthylation importante de la région CNS-2 contrairement aux iTreg induits par le
TGF-B, cette déméthylation de la région CNS-2 permet la stabilisation de Iexpression de FoxP3
spécifiquement dansles nTreg.

CNS: séquences non codantes en aval du promoteur du géne foxp3. La liste des facteurs de transcription
interagissant avec les séquences CNS et le promoteur est indiquée. Les facteurs de transcription en noir sont
inducteurs alors que ceux en rouge sontinhibiteurs.

La déméthylation de I’ADN est une modification épi-génétique héritable de la cellule mére a la
cellule fille. Cette différence entre nTreg et iTreg est a mettre en perspective avec la notion de
plasticité des Treg. Ainsi les nTreg maintiennent leur fonction suppressive au cours des
générations alors que les iTreg voient leur pouvoir suppresseur disparaitre s’ils sont cultivés en
absence de TGF-J (Floess et al., 2007; Miyao et al., 2012; Zheng et al., 2010). Cette instabilité
des iTreg limite leur utilisation pour contréler les réactions a I'encontre des Ag de I’'hdte, lors de
transfert de moelle allogénique chez la souris (rejet de I’hote par le greffon suite au transfert de
moelle (GvHD)) (Beres et al., 2011). Durant ces derniéres années de nombreux efforts ont donc
été réalisés pour identifier des marqueurs sélectivement exprimés par les iTreg et les nTreg
permettant de les différencier. En 2010 Thornton et coll. ont montré que le facteur de
transcription Helios (famille Ikaros) est exprimé par des cellules T au stade DP dans 100% des
précurseurs de nTreg Foxp3® dans le thymus. De plus, 70% des cellules FoxP3" expriment Helios

dans les ganglions lymphatiques alors qu’il est absent dans les iTreg humains induits in vitro par
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le TGF-B et in vivo lors d’expériences de tolérisation par voie orale chez la souris (Thornton et al.,

2010).

Tableau 2: Principaux marqueurs exprimés par les Treg

FoxP3

Helios

CD25

ICOS

CTLA-4

PD-1

4.1BB

GITR

0OX40

CD39

CD103

GARP

BDCA-4
Neuropiline

Facteur de transcription

Facteurde transcription

Chaine a durécepteural’lL-2

Récepteurde co-stimulation
famille de CD28
Ligand ICOS-L

Récepteurde co-stimulation
famille de CD28
Ligand CD80/CD86

Récepteurde co-stimulation
famille de CD28
Ligand PD-L1 et PD-L2

Récepteurde co-stimulation
famille des TNF récepteurs
Ligand 4.1BB-L

Récepteurde co-stimulation
famille des TNF récepteurs
Ligand GITR-L

Récepteurde co-stimulation
famille des TNF récepteurs
Ligand OX40-L

Ecto-nucléotidase triphosphate
diphosphohydrolase 1: dégrade I'ATP
et|’ADP extracellulaire en AMP

Intégrine o.E

Glucoproteine-Arepetitions
predominant protein: fixation du TGF-
f intervientdansla conversion de
pro-TGF-f3 en TGF-f3 actif

Co-récepteur membranaire
intervenant dans la signalisation du
VEGF et de la sémaphorine-3

Exprimé parles nTreg,
iTreg mais aussi par
certaines cellules T CD8
suppressives

Exprimé essentiellement
parles nTreget une
fractiondesiTreg

Exprimé parles nTreg, les
iTreg, lescellules T
activées etles monocytes

Exprimé parles nTrega
I'état basal et les cellules
Tactivées

Exprimé parles Treg, une
sous-population de
cellules T CD4 et CD8
activée etles CPAg

Exprimé parles Treg, une
fractiondescellules T
CD4 activées et une sous-
population de CPAg

Exprimé en membrane
parles Treg

Exprimé essentiellement
parles nTreg

Fontenot 2003

Thorton 2010

Sakaguchi1995

1to 2008

Chen 1998

Raimondi 2004

McHugh 2002

McHugh 2002

McHugh 2002

Mandapathil
2009

Lehmann 2002

Tran 2009

Hill 2007
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Ces résultats tres encourageants ont récemment été contredits par Gottschalk et coll. qui ont
observé que les iTreg induits in vivo peuvent aussi exprimer Helios invalidant son utilisation pour
identifier les nTreg (Gottschalk et al., 2012). La méme année Zabransky et coll. ont montré que
I’'expression d’Helios par les Treg correle avec la surexpression de CD103 (intégrine oE) et de
GITR associée a un pouvoir suppresseur exacerbé (Zabransky et al., 2012). Une comparaison du
profil transcriptomique entre nTreg et cellules T CD4 transfectées avec le gene foxp3 suggere
une expression spécifique de la Neuropiline 1 (BDCA-4) par les nTreg (Hill et al., 2007). D’autre
part, BDCA-4 est constitutivement exprimée par les nTreg alors que son expression est perdue
sur les cellules T CD4 naives suite a I'engagement du TCR (Bruder et al., 2004). Les Treg présents
dans l'intestin ainsi que les iTreg qui se développent parmi les cellules T CD4 naives transférées
dans un hoéte autologue n’expriment pas BDCA-4. Ces observations suggérent que BDCA-4
pourrait n’étre exprimé que par les nTreg parmi les cellules FoxP3*. Cependant, I’expression de
BDCA-4 peut étre induite sur des Treg BDCA-4"% lors de leur activation en présence de TGF-
[ démontrant que dans certains contextes BDCA-4 pourrait étre induit sur les iTreg
(Papatriantafyllou, 2012). L'ensemble de ces données ne permettent donc pas de conclure
formellement sur I'existence de marqueurs permettant de différencier les iTreg des nTreg mais
fait émerger une nouvelle sous-population de cellules Treg Helios'CD103" & fort pouvoir

suppresseur (Tableau 2).

2.1.2 Diversité des sous-populations de cellules T CD4 immuno-suppressives autres que les Treg

classiques (FoxP3'cD25" cD127°")

Les Treg CD4'FoxP3" sont présents naturellement dans le sang circulant, les organes lymphoides
et de nombreux tissus, ou ils inhibent le développement des réactions auto-immunes. Durant la
réponse adaptative, les mécanismes de polarisation et d’activation des lymphocytes T peuvent
conduire a I'émergence d’autres cellules T immuno-suppressives participant au controle des

réponses pro-inflammatoires mais n’exprimant pas FoxP3.
2.1.2.1 Les lymphocytes Trl

Les cellules Trl sont caractérisées par une forte sécrétion d’IL-10. Initialement identifiées chez
la souris (Groux et al., 1997), elles sont capables d’inhiber la réponse T Ag spécifique. En plus de
fortes quantités d’IL-10, elles produisent de I'IL-5 et de faibles quantités d’IFN-y, de TGF-§} et
d’IL-2 mais pas d’IL-4. La sécrétion d’IL-10 est le principal médiateur du pouvoir suppresseur des
Trl sur les autres populations T et provoque leur propre anergie. Ces cellules sont induites lors
de I'activation de T CD4 naives en présence d’IL-10 (Groux, 2003). L’IL-27 sécrétée par les DC a

été récemment impliquée dans leur induction, via I'inhibition des génes associés au phénotype
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Th17 (Pot et al.,, 2011). Cette action d’IL-27 est augmentée en présence d’IL-21 et est
dépendante de I'expression de la molécule ICOS (inducible co-stimulatory molecule) (Pot et al.,
2009). D’autre part, I'engagement de GITR, CTLA-4 ou PD-1 peut favoriser leur induction (Fujio et
al., 2010).

2.1.2.2 Les lymphocytes Th3

Les lymphocytes Th3 sont des cellules T CD4 immuno-suppressives induites dans I'intestin, en
présence de TGF-f et suite a I'engagement de leur TCR, a partir de T CD4 naifs. Ces cellules sont
caractérisées par une forte production de TGF-J3 et sont impliquées dans la tolérance orale par
I'induction d’iTreg lors de I'activation de cellules T CD4 naives par leur Ag cible en absence
d’inflammation. Les Th3 produisent de faibles quantités d’IL-10 et d’IL-4 mais ne produisent ni IL-
2 ni IFN-y et de fait, sont capables de supprimer les réponses Th1l et Th2 (Chen et al., 1994; Faria
and Weiner, 2005; Fukaura et al., 1996; Weiner et al., 2011). Carrier et coll. ont montré que les
cellules Th3 seraient impliquées dans la génération de iTreg via leur importante sécrétion de

TGF-p (Carrier et al., 2007a; Carrier et al., 2007b) .
2.1.2.3 Les lymphocytes Th17 immuno-suppresseurs

Les cellules Th17 sont caractérisées pour leur expression de ROR-yT, RORc, CCR6 et IL-17. Les
cellules Th17 induites in vitro en présence d’IL-183, IL-6 et IL-23 ainsi que les cellules productrices
d’IL-17 dans le sang de donneurs sains contiennent une sous-population capable de supprimer la
sécrétion d’'IFN-y, la prolifération et I’activité cytotoxique des cellules T CD8 (Beriou et al., 2009;
Zhao et al., 2012). Chez ’homme, les Treg FoxP3* sont composés de deux sous-populations sur la
base de I'expression ou non du CMH de classe Il HLA-DR. Une fraction des Treg HLA-DR"®
expriment IL-17, RORc et CCR6 mais ne produisent pas d’IFN—y. Ces cellules exercent un pouvoir
suppresseur important sur les autres cellules T lorsqu’elles sont activées par un engagement du
TCR avec un Ag de faible affinité (Beriou et al., 2009). Cependant I'expression de CCR6, leur
sécrétion d’IL-17, I'expression de RORc et la co-expression de FoxP3 leur confére un phénotype
de cellules Th17 suppressives (Beriou et al., 2010). D’autre part, il a été montré que lors de co-
culture de cellules T CD4 CD25"® avec des CPAg, une population de cellules FoxP3" IL-17"
présentant un pouvoir suppresseur était induite. Ces cellules co-expriment FoxP3, IL-17, RORy-T,
Runx-1 et Runx3 et leur induction est potentialisée en présence d’IL-1B. Les cellules FoxP3" IL-17"
pourraient alors provenir d’'une population de iTreg exprimant un phénotype Th17, dés lors il ne

s’agirait pas de cellules Th17 a proprement parler mais plutot d’une plasticité des iTreg (Li et al.,

2012b).
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Chez la souris, une publication récente (Chalmin et al., 2012) démontre que les cellules Th17
suppressives peuvent étre caractérisées par la co-expression de CD39 et CD73 qui leur permet
tout comme les Treg, de générer de I'’Adénosine (Ado) immuno-suppressive a partir d’ATP,

induisant I'anergie des autres cellules T CD4 (voire la partie 2.3).

2.1.3 Les autres cellules T immuno-suppressives

L’exposition chronique de cellules T CD8 a leur Ag spécifique conduit a I'émergence de cellules
en différenciation tardive faiblement prolifératives ayant perdu I'expression de CD28. Parmi ces
cellules on observe une sous-population exprimant FoxP3 qui présente une réduction de
capacité a produire Granzyme B, des cytokines (IL-2, IL-10, IFN-y) et exprime fortement les génes
anti-apoptotiques de la famille Bcl2 (Koch et al., 2008; Vlad et al., 2010). Ces cellules peuvent
étre induites par des CPAg chez la souris (Gilliet and Liu, 2002). Il existe une seconde sous-
population de cellules T CD8'CD28 immuno-suppressives qui n’exprime pas FoxP3 mais qui est
caractérisée par une forte sécrétion d’IL-10. A I'instar des cellules Tr1, ces cellules sont induites
en présence d’'IL-10 et d’IL-2 et expriment GITR et CD103 (Fenoglio et al., 2008; Filaci et al.,
2007). Enfin, une sous-population de cellules CD8'CD28 CD57" a été décrite chez des patients
porteurs du VIH ou ayant regu une transplantation de moelle osseuse (Frassanito et al., 1995;

Strioga et al., 2011; Wang et al., 1995).

Dans le sang et les ganglions, 1 3 4 % des CD3" sont doubles négatifs (CD4 CD8) et expriment un
TCRao/P. Ces cellules sécretent de fortes quantités d’IFN-y, pas ou trés peu d’IL-2 et des quantités
marginales d’IL-5, IL-4 et IL-10 (Fischer et al., 2005). Elles montrent, chez ’lhomme et la souris, un
important pouvoir suppresseur sur les populations T CD4 et T CD8 ainsi que sur les CPAg. Chez
I’'homme, le mécanisme de suppression de ces cellules n’est pas encore clairement identifié et
pourrait passer par une compétition entre cellules doubles négatives et effecteurs T lors de la

présentation antigénique par les CPAg (Juvet and Zhang, 2012).

Les lymphocytes T /3 représentent une sous-population de cellules T exprimant les genes
codant pour les chaines y et d du TCR. Ces cellules sont présentes dans le derme, I'épithélium
intestinal, le foie, la rate, le thymus et le sang (Bonneville et al., 2010; Hayes, 2005). Un nombre
croissant d’études chez la souris a montré que ces cellules, bien que généralement associées a
I'immunité, peuvent présenter des fonctions immuno-régulatrices par i) la lyse des macrophages
activés (Dalton et al., 2004), ii) la sécrétion de TGF-[3 et d’IL-10 (Ashour and Niederkorn, 2006;
Bhagat et al., 2008; Kapp et al., 2004) ou iii) I'induction d’apoptose des cellules T CD4 et CD8
activées (Bhagat et al., 2008; Vincent et al., 1996).
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Enfin, les cellules NKT co-expriment un TCR et des marqueurs de NK, ils représentent 40% des
cellules CD3" dans la moelle osseuse et sont divisés en 2 sous-populations. La sous-population
iNKT (invariant NKT) possédant un répertoire TCR trés restreint qui reconnait les phospholipides
présenté par le CD1d et une sous-population de type 2 qui exprime un répertoire TCR normal.
Ces cellules peuvent produire des réponses de type Thl et Th2 mais sont également impliquées
dans des mécanismes de suppression via la sécrétion d’IL-10 et d’IL-4 et participent a I'activation

des Treg (Sonoda et al., 1999).
2.2 Mécanismes de suppression associés aux Treg

La localisation des Treg a proximité de leurs cellules cibles, sur le site d’inflammation et dans les
zones d’activation/polarisation de la réponse immunitaire adaptative est une condition
indispensable a leur pouvoir suppresseur. En effet, les Treg agissent sur les autres cellules T, les
cellules NK et les CPAg par des mécanismes impliquant conjointement le contact cellulaire, des

facteurs solubles et des modifications du micro-environnement.

2.2.1 Le recrutement des Treq est une condition d leur fonction suppressive

De facon générale, les Treg peuvent exprimer des molécules d’adhésion telles que les intégrines
04PB7, aEP7 (Stassen et al., 2004), les L, P et E sélectines (Zhang et al., 2009) ainsi que des
récepteurs de chimiokines (CCR2, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CXCR3, CXCR4 et CXCR5)
(Hoerning et al., 2012; Zhang et al., 2009; Zou et al., 2004)leur permettant d’étre recrutés au site
d’inflammation et dans les ganglions. Chez I'adulte, 80% des nTreg expriment fortement CCR4,
récepteur des chimiokines MDC/CCL22 et TARC/CCL17 (Grindebacke et al., 2009). Donc, CCL22
joue un role particulier sur les nTreg car, les iTreg tout comme les T effecteurs, sont induits a
partir de T CD4 naifs qui migrent dans les ganglions en réponse a CCR7 avant d’étre polarisés en
iTreg FoxP3" CCR4". Ainsi les nTreg sont la principale sous-population de T CD4 recrutés dans la

peau inflammée sans avoir préalablement été polarisés dans un organe lymphoide secondaire.

La transfection d’un vecteur viral de CCL22, dans ces cellules B du pancréas, chez la souris NOD
(non-obese diabetic mice) conduit au recrutement des Treg et permet de bloquer I'apparition du
diabete auto-immun chez ces animaux (Grindebacke et al., 2009; Montane et al., 2011). Dans un
modele murin de colite inflammatoire, 'importance du recrutement des Treg par CCL22 dans les
ganglions mésentériques a été montrée par transfert adoptif de Treg invalidés pour le gene
CCR4, conduisant a une perte de l'effet bénéfique des Treg dans la pathologie (Yuan et al.,

2007). Le développement d’un antagoniste de CCR4 a permis de montrer que l'inhibition du
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recrutement des Treg et des Th2 en réponse a CCL22/CCL17 augmente la réponse vaccinale in

vitro et in vivo (Bayry et al., 2008; Davies et al., 2009).

Cependant, le trafic des Treg vers les ganglions est aussi primordial car une délétion du
récepteur CCR7 conduit a une forte réduction de leur activité suppressive in vivo (Ding et al.,
2012). L’absence d’expression de CCR7 n’inhibe pas le recrutement des Treg dans les tissus lors
de greffe de peau chez la souris, mais réduit fortement leur capacité a prévenir le rejet de greffe.
Paradoxalement, la délétion de CCR4 dans les Treg est associée a une réduction de leur
recrutement dans le greffon et conduit a une tres forte réduction de leur nombre dans les
ganglions drainant qui est associée a une perte de leur effet protecteur pour la greffe. Ainsi les
Treg migrent successivement du sang vers le greffon puis vers le ganglion drainant (Zhang et al.,
2009). Ces données montrent que le recrutement des Treg dans les ganglions est aussi
important que leur recrutement sur le site d’inflammation pour protéger les souris contre le

rejet de greffe.

2.2.2 Mécanismes de suppression par facteurs solubles

Les Treg interagissent avec leur environnement par des médiateurs solubles via la séquestration,
la sécrétion et la dégradation de cytokines ou métabolites importants dans la réponse immune

(Figure 6).
2.2.2.1 Séquestration de I'IL-2

Le premier mécanisme de suppression associé au Treg est leur forte avidité pour I'lL-2 due a leur
surexpression de CD25, conduisant a une diminution des taux de cette cytokine dans le micro-
environnement (Pandiyan et al., 2007). L'IL-2 étant trés importante pour la prolifération et
I"activation des cellules T CD4 et CD8 ainsi que I’activation des NK, ce mécanisme peut avoir un

impact sur les réponses innées et adaptatives.
2.2.2.2 Sécrétion d’IL-35

Les travaux de Collison et coll. en 2007 ont montré la sécrétion d’IL-35 par les Treg chez la souris.
Cette cytokine, de la famille de I'lL-12, est un hétéro-dimére composé du fragment Ebi3
(structurellement tres proche de IL-12p40) et d’'IL-12p35. Le transfert adoptif de Treg délétés
pour les génes ebi3 ou il-12/p35 ne permet pas de supprimer la prolifération de cellules T dans
un modele d’'IBD (inflammatory Bowel disease) montrant que cette cytokine joue un role
important dans le pouvoir suppresseur des Treg sur les autres cellules T (Collison et al., 2007).

Des travaux récents montrent que si les Treg humains ne produisent pas d’IL-35 de facon
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constitutive (Bardel et al., 2008), sa sécrétion peut étre induite apreés activation, ce qui provoque
alors la sécrétion d’IL-35 par des cellules T CD4 naives chez ’lhomme et chez la souris, conduisant
a I'apparition d’une nouvelle sous-population de cellules T immuno-suppressives n’exprimant

pas FoxP3 mais productrice d’IL-35 (Collison et al., 2010).
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Figure 6: Principaux mécanismes de suppression par facteurs solubles associés aux Treg

Les Treg suppriment I'activation des cellules T effectrices, des cellules NK ainsi que les propriétés stimulatrices des
CPAg via la sécrétion de cytokines inhibitrices (IL-10, IL-35), la consommation de I'IL-2 et la dégradation de I'ATP
extracellulaire en adénosine (Ado) immunosuppressive.

Le récepteur de IL-35 est composé des chaines IL-12RP2 et gp130. Il existe sous deux formes sur

les cellules T CD4, une forme hétéro-dimérique impliquant les deux chaines ou une forme homo-
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dimérique de chaque chaine. De fagon intéressante, seule I'expression de la forme homo-
dimérique a la surface des cellules T CD4 induit leur inhibition fonctionnelle en présence d’IL-35,
alors que l'expression de la forme hétéro-dimérique est associée a leur propre capacité a

produire de I'lL-35 (Collison et al., 2012).
2.2.2.3 Sécrétion d’IL-10

Les Treg peuvent sécréter de fortes concentrations d’IL-10 (Gavin et al., 2007), la sécrétion d’IL-
10 par les Treg est dépendante de I'activation de STATS induite par I'lL-2 (Tsuji-Takayama et al.,
2008). L’IL-10 est une cytokine fortement immuno-suppressive, qui chez 'homme inhibe la
prolifération et la sécrétion d’IL-2, de GM-CSF (Granulocyte-Monocyte- colony stimulating
factor), de TNF-o. et d’IFN-y par les cellules T lors de culture avec des DC (Caux et al., 1994). De
plus, I'lL-10 agit sur les CPAg (monocytes, DC) en réduisant leur capacité a initier une réponse T
adaptative via I'inhibition de I'expression des molécules de CMH-II (Boks et al., 2012) et de leur
capacité a produire des cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 et TNF-a) ce qui
conduit a la polarisation des cellules T vers une réponse immuno-suppressive (Hedrich and
Bream, 2010). Toutefois, la sécrétion d’IL-10 par les Treg n’est pas directement liée a
I’expression de FoxP3, et elle peut étre produite par de nombreux autres types cellulaires (DC,
monocytes, Lymphocytes B, cellules T non Treg). La sécrétion d’IL-10 par les T CD4 favorise
I’émergence d’autres cellules T CD4 elles-mémes productrices d’IL-10 permettant de réduire la

colite inflammatoire chez la souris (Groux et al., 1997; Hofmann et al., 2012; Sabat et al., 2010).
2.2.2.4 Dégradation de I’ATP extracellulaire et synthése d’Adénosine

CD39 (Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1) est exprimée par une sous-
population de Treg chez I'homme et la souris. Cette enzyme dégrade I'ATP et I’ADP
extracellulaires en AMP ce qui constitue un facteur de survie important pour ces cellules qui sont
fortement sensibles a I'apoptose induite par I’ATP extracellulaire via le récepteur P2X7
(Borsellino et al., 2007). Chez la souris, les Treg co-expriment CD39 et CD73 (ecto-5'-
nucleotidase) favorisant la dégradation de I'ATP et de I’ADP extracellulaire en AMP par CD39
puis CD73 génere de I’Adénosine (Ado) en dégradant I’AMP (Borsellino et al., 2007; Deaglio et
al.,, 2007). Via son récepteur A2a couplé a une protéine Gs exprimé par les cellules T, ’Ado
extracellulaire générée par la co-expression de CD39 et CD73 sur les Treg active I’Adenylate
Cyclase et induit une augmentation de la concentration d’AMPc dans les cellules ce qui inhibe la
sécrétion d’IL-2 et d’IFN-y ainsi que la prolifération des cellules T CD4 et CD8 (Linden, 2011). De

plus, Ado induit la sécrétion d’IL-10 et de VEGF par les monocytes/macrophages via le récepteur
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A2b (Takahashi et al., 2007) et inhibe la sécrétion d’IL-12 et d’IL-6 ainsi que I'expression du CMH-
Il et des ligands de co-stimulation CD80/CD86 via les récepteurs A2a et A2b par les CPAg (Wilson
et al., 2009), favorisant ainsi I'induction d’une réponse T de type tolérogene. Des données
récentes chez 'homme suggerent que les Treg humains eux aussi co expriment CD39 et CD73

(Mandapathil et al., 2010) (Figure 6).

2.2.3 Meécanismes contacts dépendants

Les mécanismes de suppression des Treg par contact cellulaire sont orientés de facon tres
spécifique a I'encontre de cellules cibles ce qui conduit a I'inhibition, I'anergie ou la mort de ces

dernieres (Figure 7).
2.2.3.1 CTLA-4

En 1995 Krummel et coll. ont montré que CTLA-4 exprimé par les cellules T avait un effet inverse
a celui de CD28 en réduisant la prolifération des cellules T CD4 murines in vitro (Krummel and
Allison, 1995). Dés 1996 le blocage de CTLA-4 a été proposé comme une stratégie permettant
d’accroitre la réponse immune anti-tumorale dans le cadre d’expériences in vivo chez la souris
(Leach et al., 1996). L’engagement, a la surface des CPAg, des ligands de co-stimulation (CD80 et
CD86) par CTLA-4 conduit a la perte de leur expression, réduisant les capacités immuno-
stimulatrices de ces cellules. Ainsi les souris déficientes pour CTLA-4 développent des maladies
auto-immunes et ce phénomene est réversé par la déplétion des T CD4 mais aussi par l'injection
de la chimere CTLA-4-lg (Tivol et al., 1997). Néanmoins, si CTLA-4 n’est pas sélectivement
exprimé par les Treg, contrairement aux autres cellules T qui expriment cette molécule apres
activation du TCR, les nTreg I'expriment en absence de signaux d’activation. Une délétion de
CTLA-4 spécifiquement sur les Treg conduit a un syndrome lympho-prolifératif |étal chez la
souris(Wing et al., 2008). Cependant, la fonction suppressive de CTLA-4 n’est pas exclusivement
imputable aux Treg car le transfert de cellules T CD4 non Treg de phénotype sauvage dans des
souris CTLA-4 ko permet d’inhiber le syndrome auto-immun révélant un mécanisme de trans-
régulation par les T CD4 non Treg. Ces études montrent que le pouvoir suppresseur de CTLA-4
est essentiellement associé a l'inhibition de I'interaction entre CD28 et CD80/86 (Walker and
Sansom, 2011). En somme, I'essentiel de la fonction suppressive de CTLA-4 est extrinseque dans
le sens ou il agit sur les cellules cibles (les CPAg) et non directement sur les cellules qui
I’'expriment (les Treg et les autres T CD4). Cependant, une fonction intrinseque de CTLA-4 est
encore débattue dans la littérature car il induirait une plus forte sécrétion de TGF-f par les Treg.

D’autre part, I'engagement de CD80/CD86 par CTLA-4 serait associé a une plus forte production
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de lindoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) par les DC plasmacytoides (pDC), favorisant une

polarisation immuno-suppressive des cellules T (partie 3.1.1.1) (Walker and Sansom, 2011).
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Figure 7: Principaux mécanismes de suppression par contact cellulaire associés aux Treg.

Lalocalisation des Treg a proximité de leur cellules cibles permet I'induction d’apoptose descellules Teffectrices, des
NK etdes CPAg par des mécanismes impliquant 'expression de Granzyme et Perforine ou lavoie FAS/FAS-L. Les Treg
sontaussicapables de modulerles fonction des CPAgvia leur expression de CTLA-4, LAG-3etle transfertd’AMPc. Le
transfertd’AMPcconduit également aune anergie des cellules Teffectrices. L’expression de GARP permet la capture
de la forme pro-active du TGF-3 (pro TGF-f: TGF-B+LAP) conduisant ala formation d’un réservoirsurla membrane
desTreg. Le complexe GARP/LAP/TGF-f3 constitue une plateforme permettant laconversion du pro-TGF-f3, parles
intégrines avp6et avB8, en TGF-f bio-actif ayant un effetimmunosuppresseursurles cellulesT, les NK etles CPAg.
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2.2.3.2 Réle du TGF-f3

Le TGF-f est produit sous une forme immature (Pro-TGF-B). Le pro-TGF-3 et composé du
domaine bioactif du TGF-f3 associé a un domaine protéique nommé LAP (latency-associated
peptide) qui empéche son accessibilité. Le pro-TGF-f est présent sous forme soluble dans le
sérum ou séquestré dans la matrice extracellulaire par les protéines LTBPR (latent TGF-B-binding
proteins). Trés récemment, I'expression de la protéine GARP (glycoprotein A repetitions
predominant) a été identifiée sur les Treg et les plaquettes (Tran et al., 2009). Cette protéine
interagit avec LAP, I'ensemble formant un réservoir et une plateforme permettant I'accessibilité
du pro-TGF-f aux intégrines avp6 et avP8, qui permet la libération de la forme active du TGF-f
via I'élimination de LAP (Annes et al., 2004). Ainsi les Treg LAP® représentent une sous-
population pouvant jouer un rble immuno-suppresseur via le TGF-f (Chen et al., 2008).
L'expression du TGF-f3 et de GARP par les Treg leur permet d’inhiber les cellules T effectrices,
d’orienter les DC vers I'induction de réponses inhibitrices et de favoriser I'expression de FoxP3
par les cellules T naives. Cependant, de récentes observations suggerent que, chez la souris, les
Treg peuvent aussi participer a l'induction de cellules de type Th1l7 par un mécanisme
dépendant de TGF- (Song et al., 2012). Le TGF-f présente une trés forte activité immuno-
suppressive sur les cellules NK (Ghiringhelli et al., 2005), inhibe les cellules T CD8 cytotoxiques
chez la souris (Chen et al., 2005) et Th1 chez I’'homme et la souris (DiPaolo et al., 2005; Shen et
al., 2011). De plus, il a clairement été démontré chez la souris que I'expression du TGF-3 par les

Treg participe a I'induction de FoxP3 dans les cellules T naives (Zheng et al., 2010).
2.2.3.3 LAG-3

LAG-3 (lymphocyte activation gene 3, CD223) est un membre de la superfamille des
immunoglobulines incluant CD4. LAG-3 interagit avec le CMH de classe Il avec une affinité
supérieure a celle du CD4. L'expression de LAG-3 n’est pas restreinte aux Treg. Il est induit sur
I'ensemble des cellules T CD4 apreés activation, sur les lymphocytes B, les NK ainsi que sur les
pDC (Sierro et al.,, 2011). L’engagement de LAG-3 inhibe le flux calcique en aval du TCR réduisant
la prolifération et la secrétion de cytokines (Hannier et al., 1998). A l'instar de CTLA-4 I'impact
immuno-suppresseur de LAG-3 n’est pas totalement imputable aux Treg. Cependant, LAG-3 est
impliqué dans l'induction d’'un phénotype semi-mature des DC en co-culture avec des Treg
(Bayry et al.,, 2007). De plus, Workman et coll. en 2009 ont démontré, chez la souris, que
I’expression de LAG-3 sur les pDC régule négativement leur homéostasie et leur activation
démontrant que I'impact immuno-suppresseur de LAG-3 dépasse les fonctions biologiques des

Treg (Workman et al., 2009).
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2.2.3.4 Transfert d’AMPc

Nous avons vu que l'expression de FoxP3 dans les Treg conduit a une inhibition de la
transduction du géne codant pour la cyclic nucleotide phosphodiesterase 3B une enzyme qui
permet la dégradation de I'AMPc intracellulaire (Gavin et al., 2007), ceci provoque son
accumulation dans le cytoplasme des Treg. Or ’AMPc intracellulaire est un puissant inhibiteur de
la synthése de cytokines (en particulier IL-2) et de la prolifération cellulaire (Bodor et al., 2001)
via le répresseur de transcription ICER (inducible cAMP early repressor). Bopp et coll. ont mis en
évidence I'augmentation de la concentration intracellulaire d’AMPc dans les T CD4 non Treg lors
de tests de suppression in vitro (co-culture de T CD4 avec des Treg). Cette accumulation d’AMPc
est dépendante des jonctions gap comme le montre I'addition d’inhibiteurs de type connexine
(analogue GAP27) (Bopp et al., 2010). Ce mécanisme est d’autant plus important qu’il est
également observé lors d’interactions entre Treg et DC et conduit a une réduction de
I'expression des molécules de co-stimulation CD80/86 et une augmentation de la molécule de
co-stimulation négative B7-H3 (Fassbender et al., 2010). Ainsi le transfert d’AMPc des Treg vers
leurs cellules cibles impacte fortement la réponse adaptive en inhibant les cellules T mais aussi le
potentiel activateur des DC. L'inhibition de I'adénylate cyclase, I'enzyme qui convertit I’AMP en
AMPc conduit a une perte du pouvoir suppresseur des Treg et de leur état anergique

(Fassbender et al., 2010; Klein and Jovanovic, 2012).
2.2.3.5 Suppression par cytoxicité

Les Treg humains expriment Granzyme A, Granzyme B et perforine apres activation (Cao et al.,
2007; Grossman et al., 2004) . Ces deux molécules jouent un role clef dans la réponse
cytotoxique des lymphocytes T CD8 (Krahenbuhl et al., 1988). Cependant |’expression de
Granzyme A/B par les Treg activés leur permet de lyser les cellules T CD4 et CD8 ainsi que les
monocytes (CD14%) (Grossman et al., 2004). L’utilisation de souris KO pour le géne codant la
Granzyme B a montré, lors de tests de suppression in vitro, que cette molécule participe au
pouvoir suppresseur des Treg, en induisant la mort des cellules T effectrices (Gondek et al.,
2005). En 2006 Qin et coll. ont démontré, in vivo chez la souris, que ce mécanisme serait
important dans le contréle de I'immunité par un clone de Treg (Qin et al.,, 2006). Plus
récemment, des modeles chimériques de souris ont permis de mettre en évidence que
I’'expression de Granzyme B dans les Treg est nécessaire pour contrbler I'induction d’une
I'inflammation pulmonaire lors d’infection par RSV (respiratory syncytial virus) (Loebbermann et

al., 2012).
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Conclusion partie Il : Les nTreg sont les « gardiens du soi » car ils présentent un répertoire TCR
orienté vers les Ag autologues et expriment Foxp3, ce qui leur confére un pouvoir suppresseur a
I’état basal (sans activation) d0 a leur expression constitutive de molécules impliquées dans
I'immuno-suppression telles que CTLA-4. Leur activation par les CPAg augmente
considérablement leur pouvoir suppresseur via l'induction de molécules tel que LAG-3,
perforine, granzyme A/B et la sécrétion de cytokines inhibitrices (TGF-, IL-10, IL-35). L’action
suppressive des Treg passe par l'inhibition des autres cellules T CD4 et CD8 mais également des
cellules de I'immunité innée (CPAg et cellules NK). Les nTreg sont indispensables pour la
prévention des maladies auto-immunes et leur pouvoir suppresseur joue également un role
dans le contréle des réactions pro-inflammatoires déja engagées. Les fonctions suppressives des
Treg passent par des modifications (apoptose, anergie, inhibition des ligands de co-stimulation,
production de cytokines inhibitrices et séquestration de I'lL-2) modifiant les propriétés et la
survie de leurs cellules cibles. Les nTreg sont recrutés du sang vers les sites d’inflammation via,
entre autres, I'expression de CCR4, ils reconnaissent des peptides autologues mais également
des Ag étrangers et contrdlent ainsi I'activation des autres cellules T et des CPAg. L'action des
nTreg sur les CPAg modifie la polarisation des autres cellules T et peut favoriser la polarisation
des T naifs vers une réponse tolérogéne via l'induction d’iTreg, de Trl et de T CD8 suppresseurs,
possédant un répertoire TCR qui n’est pas orienté vers les auto-Ag, susceptible de se superposer

totalement avec celui des cellules T effectrices.
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3 L’environnement et les CPAg dans la biologie des
cellules T immuno-suppressives

L’environnement, la nature des signaux activateurs ainsi que les caractéristiques propres a
chaque sous-population de CPAg ont un impact majeur sur le développement de la réponse

immuno-suppressive.
3.1 Facteurs importants dans I’émergence et la fonctionnalité des Treg

Des facteurs solubles ainsi que les ligands de co-stimulation sont importants dans
I"augmentation ou la réduction de la prolifération, de la survie et du pouvoir suppresseur des

iTreg et des nTreg.

3.1.1 Facteurs environnementaux favorisant 'amplification des Treq

Les modeles murins KO pour les genes de I'lL-2, I'lL-15 et I'lL-2R- (CD122) ont permis de
démontrer la fonction redondante mais indispensable de L’'IL-2 et I'IL-15 pour l'induction de
nTreg via la signalisation de CD122 qui aboutit a I'activation de STAT-5 possédant 11 sites de
fixation sur le promoteur de FoxP3 (Burchill et al., 2007). Le TGF-3, n’est pas indispensable dans
les mécanismes d’induction des nTreg. Cependant, la déméthylation dans les iTreg, de la zone
non codante (CNS-1) de foxp3 proche du promoteur permet son expression sous la dépendance
de SMAD3, soulignant le rdéle important du TGF- dans l'induction de ces iTreg. En effet,
contrairement aux nTreg, les iTreg présentent une méthylation de la zone CNS-2 empéchant la
stabilisation de I'expression de FoxP3 dans ces cellules (Janson et al., 2008; Maruyama et al.,
2011). De plus, la translocation du facteur de transcription SMAD3 dans le noyau, qui inhibe la
transcription de la chaine o du récepteur a I'lL-6 (CD126), la synthése d’IL-2 et permet de
stabiliser I'expression de FoxP3 dans les iTreg par déméthylation de la zone CNS-3 via la
signalisation de TGF-BRII (Zhou et al., 2008; Regateiro et al., 2011). A I'instar du TGF-B, I’'Acide
rétinoique (AR) produit par la retinal dehydrogenase (pouvant étre exprimée par les DC
intestinales) est associé a I'induction d’iTreg, via la translocation de SMAD3 (Xiao et al., 2008).
Chez la souris, il a été montré que la sécrétion de TNF-a par les cellules T effectrices favorise les

fonctions suppressives et la prolifération des Treg (Grinberg-Bleyer et al., 2010).

La prostaglandine E-2 (PGE-2), produite par conversion de |’acide arachidonique par COX-2, est
associée a une augmentation de la proportion de cellules FoxP3" lors de I'activation de cellules

naives (enrichissement en iTreg). L'un des mécanismes d’action de PGE-2 passe par
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I'accumulation d’AMPc dans les cellules T. (Kalinski, 2012; Bergmann et al., 2007; Muthuswamy

et al., 2008). Cependant cet enrichissement en Treg ne résulte pas nécessairement d’une plus

forte différenciation des cellules T CD4 naives en iTreg mais pourrait également résulter d'un

effet inhibiteur de PGE-2 sur I'activation et I'amplification des cellules T CD4 non Treg (Tableau

3A).

Tableau 3: Les principaux facteurs modulant la prolifération, lasurvie et les fonctions des Treg

A: Effet positif pour les Treg

IL-2, IL-15

TGF-B

RA (Acide rétinoique)

TNF-ou

Déplétion en tryptophane
(voirréle similaire de
I’Arginase)

PGE-2
(prostaglandine E-2)

B: Effetdélétere pourles Treg

Prolifération et survie

Survie

Stabilisation de FoxP3
Accroissement des fonctions
suppressives

Induit I'activation de SMAD3
mimant partiellementle TGF-3

Survie
Accroissement desfonctions
suppressives

Accroissementde la
proportion de Treg parmi les
cellulesT

Favorise I'induction de iTreg
lors de I'activation de cellules
Tnaives par desDC

Essentiellementles autrescellules T

Cellules T, Macrophages, mDC, cellules de
I'environnement

Produit via la retinal dehydrogenase
exprimée parles DCinterstitielles

Cellules T, Macrophages, mDC, cellules de
I’'environnement

Via 'expression d’IDO parles pDCet les
macrophages et conduisantala production
de kynurénine

Produit de la dégradation de I’'Acide
arachidonique via COX-2 pouvant étre
exprimée parles macrophagesetles
cellules de I'environnement

IL-6 Favorise I'expression de T-bet

IFN-y

Activation de STAT-1

Favorise laréponse inflammatoire

IL-27

Inhibe I'expression de FoxP3 via STAT-3

Produit parles Macrophages et les
mDC

Produit principalement parles cellules
Thletles NK

Produit parles mDC

Peut participera I'induction de cellules Tr1

IL-12 etIL-1B

Inhibition de la prolifération et des

fonctions suppressives

Engagementde
TLR-8

3.1.2

Inhibition de la prolifération et des
fonctions suppressives

Facteurs régulant les fonctions des Treq
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L’IL-6, couplée au signal TCR, conduit a une perte d’expression de FoxP3 et favorise une
orientation vers un phénotype Th17 (Yang et al., 2008). De méme I'lIL-27 inhibe I'expression de
FoxP3 chez la souris sous la dépendance de STAT-3 (Huber et al., 2008). L'IL-27 peut cependant
étre associée a la polarisation de type Trl. L'IL-12 et I'lL-1f3 inhibent également la prolifération et
les fonctions suppressives des Treg (Bertin-Maghit et al., 2011; Tian et al., 2011). L'IFN-y, via
I"activation de STAT-1, conduit a une inhibition de I'expression de FoxP3 dans les iTreg (Chang et

al., 2009).

Les Treg expriment plus fortement les TLR-4, 5, 7 et 8 que les autres cellules T CD4.
L'engagement de TLR-2 par son ligand PAM-3-Cys dans les Treg murins conduit a une
augmentation de leur prolifération associée a une perte de leur pouvoir suppresseur.
L’engagement de TLR-8 sur les Treg humains inhibe nettement leur activité suppressive sans
impacter leur prolifération. L'impact de I’'engagement de TLR-4 par le LPS sur les Treg est encore
sujet a controverse (Caramalho et al., 2003; van Maren et al., 2008). Cependant, I'activation des
Treg en présence d’HSP-60, un ligand naturel de TLR-2, favorise leur activité suppressive et la
sécrétion d’'IL-10 et de TGF-B (Sutmuller et al., 2006). L'engagement de TLR-5 par addition de
flagelline conduit a une augmentation de leur pouvoir suppresseur (Crellin et al., 2005) (Tableau

3 B).

3.1.3 Engagement du TCR et impact des ligands de co-stimulation :

Chez la souris dans les modeles de tolérance orale, I'engagement fort du TCR participe a
I'induction de tolérance par inhibition des T spécifiques et induction de Treg. L’administration
orale d’Ac anti-CD3 agoniste et de pro-insuline recombinante chez la souris, provoque
I'accumulation de Treg dans l'intestin, permettant une réduction du développement du diabéte
auto-immun (Bresson et al., 2006). Le co-engagement du TCR et de CD28 active la
phosphatidylinositol 3-kinase (Pi3K) qui induit la voie Akt-mTOR (cible de la rapamycine). Or la
voie mTOR/AKT inhibe I'expression de FoxP3 dans les cellules T. L’activation des cellules T par
des DC chargées avec une faible quantité d’Ag ou l'activation d’un clone de cellules T possédant
un TCR connu a permis de montrer qu’une faible stimulation du TCR permet d’induire une forte
proportion de Treg car la voie mTOR est alors faiblement activée. Inversement, |'utilisation d’Ag
de forte avidité pour le TCR ou le chargement de DC avec de fortes quantités d’Ag conduit a
I"amplification de cellules de type Th1 suite a I'activation soutenue de la voie mTOR (Turner et
al., 2009). D’autre part, I'engagement du récepteur de la sphingosine-1-phosphate (S1P-1)
conduit également a I'activation de la voie mTOR qui inhibe alors I'expression de FoxP3 par les

cellules T et induit des cellules Thl (Liu et al., 2010). Ainsi l'intensité de la stimulation du TCR
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conduisant a une activation plus ou moins forte de la voie mTOR/Akt conditionne I'expression de

FoxP3 dans les cellules T.

Tableau 4: Les principaux axes de co-stimulation modulantla prolifération, lasurvie et les
fonctionsdes Treg

Récepteur Ligand Impactbiologique
exprimé par
lesTreg
CD28 CD8&0 Activation et prolifération des Treg, fixationde C-  Toutes les CPAg
CD86 Relsur le promoteurde foxP3
Active la voie mTOR/AKT conduisant a I'inhibition
de FoxP3
CTLA-4 CD8&0 Augmentation de lasécrétion du TGF-f3 parles Toutes les CPAg
CD86 Treg
ICOS ICOS-L Induction de cellules Trl et prolifération desTreg  Essentiellementles pDC
Induction des cellules Th17 et Th2 etleslymphocytes B
GITR GITR-L Induit la prolifération des Treg Toutes les CPAg
Réduitla sensibilité des cellules T a la
suppression parles Treg
4.1BB 4.1BB-L Participe a I'activation des cellules T Toutes les CPAg
Ox40 Ox40-L Participe a I'enrichissementen Tregdansla colite  Toutesles CPAg
chezla souris
Réduitla sensibilité des cellules T a la
suppression parles Treg
PD-1 PDL-1et Activité immunosuppressive surles cellules T CPAgcellules
PDL-2 favorable aun enrichissementen Treg épithéliales et
fibroblastes
(ILT27?) B7-H3 Activité immuno-stimulatrice surles cellules T LesmDCet les
parinduction de la sécrétion d’IFN-y Macrophages etcellules
épithéliales
inconnu B7-H4 Activité immunosuppressive surles cellules T Macrophages, cellules

épithéliales etmDC

L’engagement des récepteurs de co-stimulation, CD28, ICOS, B7-H3, B7-H4, CD27, 4.1BB, GITR,
Ox40, PD-1 par leur ligands respectifs sur les Treg permet de moduler leur prolifération,
sécrétion, pouvoir suppresseur et survie. Cependant I'influence de ces signaux sur la biologie des
cellules T est étroitement liée a I'environnement en cytokines et peut induire des effets opposés
en fonction du contexte (Busse et al., 2012a; Griseri et al., 2010; Ito et al., 2008; Shevach and
Stephens, 2006), et de la cellule (CPAg, cellules stromal) qui présente ces ligands. (Tableau 4).
CD28 et ICOS posseédent des fonctions complémentaires et partiellement redondantes
(Mesturini et al., 2006). Chez la souris, la déplétion de CD28 ou d’ICOS conduit a une trés forte

réduction du nombre de cellules T mémoires dans le sang et les organes lymphoides (Mahajan et
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al., 2007). Les principales différences entre ICOS et CD28 seront évoquées plus en détail dans la

discussion (parties 7.3.2 et 8.2.3). (Tableau 4)

Ox40, est un ligand activateur des cellules T et son engagement augmente l'activation de
I'ensemble des cellules dont les Treg dans le modeéle de colite inflammatoire chez la souris
(Griseri et al., 2010). L'activation des Treg par Ox40 permet d’inhiber, dans les réponses
allergiques, la dégranulation des mastocytes chez la souris (Gri et al., 2008). Cependant,
I'engagement d’Ox40 favorise aussi l'activation des autres cellules T et peut les rendre

résistantes a la suppression par les Treg (Vu et al., 2007).

GITR (Liao et al., 2010) et 4.1BB (Elpek et al., 2007) sont également des ligands activateurs des
cellules T et peuvent participer a I'activation des Treg. PD-1 est un récepteur inhibiteur délivrant
un signal négatif aux cellules T. I'engagement de PD-1 sur les Treg induit une inhibition de la
phosphorylation de STAT-5 aboutissant a une perte des Treg ex vivo chez I’homme (Franceschini

et al., 2009).

En somme, les ligands de co-stimulation et I‘engagement du TCR ont un impact direct sur
I'induction, I"activation et I'amplification des Treg. L'impact de chacun de ces récepteurs sur les

cellules T est étroitement lié a I’environnement dans lequel elles se trouvent.
3.2 Les DC: découverte, diversité et ontogénie

En 1868, Paul Langerhans a observé dans la peau, une population cellulaire présentant une
morphologie particuliére, identifiée comme des cellules nerveuses. Les travaux de Birbeck et
coll. dans la peau cent ans plus tard (1960-61) puis ceux de Ralph Steinman et Zanvil Cohn en
1973 dans la rate de souris ont permis I'identification des premiéres DC (Steinman and Cohn,
1973). En 1974, la méme équipe a montré que ces cellules sont d’origine hématopoiétique et
c'est en 1979, que les premieres purifications de DC ont permis leur caractérisation

phénotypique et fonctionnelle.

Les DC sont localisées dans le sang ou dans les tissus ou elles jouent un réle de sentinelle en
capturant les éléments de leur environnement. La détection de pathogenes, conduit a leur
activation, a la sécrétion de cytokines, a leur maturation et a leur migration dans les organes
lymphoides secondaires ou elles vont présenter les Ag a leur surface sous forme de peptides
associés aux molécules du CMH de classe | et de classe Il tout en exprimant les ligands de co-
stimulation. Ceci conféere aux DC la capacité d’activer et de polariser les lymphocytes T naifs et

ainsi d’initier la réponse immune adaptative.
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Dans les tissus, les macrophages (CD68"), les cellules de Langerhans (CD1a® CD207/langérine’) et
les DC interstitielles (DC SIGN/CD209") représentent I'essentiel des CPAg. Dans le sang et les
organes lymphoides, on distingue 2 principales populations de DC: les mDC et les pDC. Les
lymphocytes B font aussi partie des CPAg car ils ont la capacité d’exprimer des molécules de co-
stimulation, de sécréter des cytokines et de présenter les Ag. Les DC peuvent exprimer les
ligands de co-stimulation et sécrétent des cytokines en plus de présenter les Ag sur les CMH-I et
Il. Lorsqu’elles recoivent un signal de danger par I'engagement d’un PRR, les DC subissent une
maturation, perdent leur capacité a internaliser de nouveaux Ag et migrent vers les organes

lymphoides secondaires.

Les sous-populations de DC présentent un spectre de détection de signaux de danger dépendant
de leur expression de PRR incluant les TLR, lectines de type C, les RLR (RIG like receptor) et les

NLR (NOD like receptor). (Tableau 5)

Chez ’'homme, un nombre croissant de publications suggere que des progéniteurs myéloides
mais également lymphoides sont capables de générer les précurseurs des DC (Watowich and Liu,

2010).

Des syndromes d’'immuno-déficience conduisant a des altérations dans la génération des DC ont
été identifiés chez 'homme. Une mutation dans le géne GATA-2 est associée a une perte des
pDC, des mDC (BDCA-1/CD1c+ et BDCA-3/CD141+) qui est accompagnée d’une forte réduction
des cellules NK, monocytes et lymphocytes B dans le sang des patients (Bigley et al., 2011; Vinh
et al.,, 2010). De méme, un syndrome associé a une mutation dans le gene IRF-8 (K108E)
provoque une perte de toutes les sous-populations de DC et une réduction du nombre de
monocytes qui peut étre associée a une hyper-prolifération des précurseurs myéloides. Ces
patients montrent une plus grande susceptibilité aux infections mais également une forte
réduction du nombre de Treg circulants et peuvent développer des Iésions auto-immunes (Vinh
et al.,, 2010; Darrasse-Jeze et al., 2009; Birnberg et al., 2008), suggérant que les DC sont

impliquées dans ’homéostasie des Treg (Vinh et al., 2010; Collin et al., 2011).

3.2.1 Les DC myéloides : principales caractéristiques et origine

Chez I'homme, les mDC représentent la majorité des DC du sang, elles expriment CD11c, CD4 et
le CMH-II mais n’expriment pas les marqueurs de lignage (Lin"®: négative pour CD3, CD14,
CD19, CD56). Les mDC sont constituées de deux sous-populations : Les mDC BDCA-1" (95-97%)
et les mDC BDCA-3" (3-5%) (Vinh et al., 2010; MacDonald et al., 2002). Les mDC BDCA-1" sont les

plus étudiées et possedent les plus fortes capacités activatrices vis-a-vis des lymphocytes T.
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Tableau 5: Principales caractéristiques phénotypiques des sous-populations de CPAg chezI’lhomme

CD11c Intégrine aX: interaction avecle complémentet
phagocytose

CD14 - - + +/- Co-récepteurdesligands de TLR-4

CD16 - - +/- +/- FcyRllla: récepteurdesimmunoglobulinesy

CD68 +/- - - + Glycoprotéine essentiellement endosomale,

famille des scavengerrécepteurs, impliquée dans
la phagocytose et I'activation cellulaire

CD163 +/- - +/- +/- Scavenger récepteur cystein-rich permettant
I'endocytose de I'hémoglobine

CD123 -/+ +++ = - Chaine acdurécepteura l'lL-3

BDCA- + - - - Homologue du CMH-1 permet la présentation des

1/CD1c Ag lipidiques et glyco-lipidiques aux cellules T

BDCA-2 - + - - Lectine de type C(adhésion cellulaire)

BDCA-3 +/- - - - Récepteurde lathrombine (régule lathrombose

parinteraction avec la protéine Cdu complément)

BDCA-4 - + - - Neuropiline |, interagit avecle récepteurdu VEGF
et participe a la migration cellulaire

TLR1 + + + + Glicosylphosphamides (parasites)
Triacyl lipopeptides (bactéries)
Zymosan (levures)

TLR2 + - + + Diacyl lipopeptides (bactéries)
Zymosan (leuvures)

TLR3 + - - + ARN double brin (virus)

TLR4 + = + + LPS (bactéries)

TLR5 + - + + Flagelline (bactéries)

TLR6 + + = + Peptidoglycanes (bactéries)

TLR7 + + - + ARN simple brin (bactéries)

TLR8 + - + + ARN simple brin (bactéries)

TLR9 - + - - ADN CpG (bactéries et virus)

ILT-3,ILT-4 + - Récepteurinhibiteur

ILT-7 + - - Récepteurinhibiteur
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En revanche, les mDC BDCA-3" seraient I"équivalent des DC CD8a de la souris qui semblent
spécialisées dans la cross-présentation des Ag. Ces cellules sont donc capables de présenter des
Ag provenant de I’environnement via le CMH-I a la place du CMH-II, ce qui permet d’induire une
réponse T CD8 (restreinte au CMH-I) spécifique d’Ag exogenes présents dans I'environnement
(Vinh et al.,, 2010; Bachem et al.,, 2010; Bachem et al., 2012). Cette capacité de cross-
présentation est trés importante car seuls les peptides exprimés par la cellule, tel que les Ag du
soi ou les Ag viraux sont normalement présentés sur les CMH-I. Les Ag tumoraux sont présents
dans I'environnement mais ne sont pas exprimés par les DC, la cross-présentation est donc le

seul mécanisme permettant I'activation de clones T CD8 spécifiques d’Ag tumoraux.

Les mDC BDCA-1" expriment a leur surface les TLR 1, 2 et 6 qui détectent une grande variété de
pathogénes bactériens et les levures conduisant a leur activation et a la sécrétion d’IL-1[3, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, MIP-1a, de TNF-a. et d’IFN-[3 généralement associés aux réponses de type
Th1, Th17 et T CD8 cytotoxique (Tableau 5). Ces cellules expriment également de tres faibles
niveaux de TLR-4 reconnaissant le LPS qui conduit a la sécrétion d’IL-12 et de TLR-5 qui détecte
la flagelline bactérienne sans induire de sécrétion de cytokine. Elles expriment aussi TLR-3, et
TLR-8 qui permettent la détection des ARN viraux et des ADN bactériens. L'étude des DC chez
I’'homme a connu de grandes avancées suite au développement des stratégies de différenciation
des DC a partir des progéniteurs CD34" en présence de GM-CSF (granulocyte / macrophage
colony-stimulating factor) et de TNF-o. (CD34'DC) (Caux et al., 1992) ou de monocytes du sang
(MoDC) (GM-CSF et IL-4) (Sallusto and Lanzavecchia, 1994).

Les MoDC générées in vitro sont trés proches des mDC BDCA-1" du sang mais expriment plus
fortement TLR-4 et peuvent produire de fortes quantités d’IL-1 contrairement aux mDC
purifiées leur donnant des propriétés de DC inflammatoires. De plus, elles montrent une
capacité allo-stimulatrice (réaction entre des lymphocytes et des DC allogéniques) vis a vis des
cellules T supérieures a celles de DC du sang, ce qui est consistant avec leur plus forte expression

du CMH-II et des ligands de co-stimulation (Schreibelt et al., 2010). (Tableau 5)

3.2.2 Les DC plasmacytoides : principales caractéristiques et origine

Chez 'lhomme, les pDC n’expriment pas les marqueurs de lignage (Lin"®%) et expriment trés
fortement la chaine o du récepteur de I'lL-3 (CD123), le CD4, la lectine BDCA-2, la neuropiline-1
(BDCA-4), ILT-7 (et BST/CD317 chez la souris). Ces cellules possédent une morphologie proche de
celle des lymphocytes B en particulier leur réticulum endoplasmique granuleux tres important

qui justifie leur qualificatif de « plasmacytoide » (Horny et al., 1987). Les premiéres études
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fonctionnelles ont montré la compétence de ces cellules a i) induire la prolifération de cellules T
naives (Grouard et al., 1997) et ii) produire de trés fortes quantités d’IFN de type 1 (a—B—w—T1)
dans les premiéres heures suivant leur activation par un virus (Siegal et al., 1999; Cella et al.,

1999) suite 'engagement du TLR-7 ou TLR-9.

L’ontologie de ces cellules reste aujourd’hui sujette a de fortes controverses (Reizis, 2010). En
effet, les pDC peuvent étre obtenues par différenciation du progéniteur CDP (common DC
precursor) d’origine myéloide tout comme les mDC (Naik et al., 2007), mais elles peuvent aussi
étre obtenues par différenciation du progéniteur CLP (common lymphoid progenitor) in vitro et
in vivo (Shigematsu et al., 2004). Le facteur de transcription E2-2, qui appartient a la famille des
E protéines (E2a, HEB et E2-2) qui ont pour inhibiteur commun la molécule 1d2 et interviennent
dans la différenciation des cellules T et B, joue un réle prépondérant dans la génération des pDC
(Zweier et al., 2007), rapprochant la pDC d’une origine lymphoide. Fonctionnellement, les pDC
ont un impact trés important sur la réponse immune innée anti-virale via la sécrétion d’IFN-o. qui
induit I'expression des genes de réponse a I'IFN (ISG : IFN stimulated gene) dans les cellules
épithéliales limitant I'amplification virale dans les cellules infectées (Garcia-Sastre, 2006). L'IFN-o
provoque également une augmentation de I'expression du CMH de classe | a la surface des
cellules épithéliales, permettant d’optimiser la présentation des Ag viraux aux cellules T CD8
(Garofalo et al., 1996) et augmente fortement la cross-présentation par les DC CD8o." chez la
souris permettant I'induction d’une réponse T CD8 cytotoxique (Oh et al., 2011). L'IFN de type 1
est aussi impliqué dans la réponse adaptative, en i) induisant la réponse humorale via la
différenciation des lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’lg (Ding et al., 2009) ,ii)
potentialisant les réponses T de type Thl et CD8 et iii) réduisant les proportions de Treg (Golding
et al., 2010). En contrepartie, les pDC, via leur forte sécrétion d’IFN de type 1, participent au
développement de désordres auto-immuns tels que le lupus (Blomberg et al., 2003) et de

pathologies inflammatoires comme le Psoriasis (Nestle et al., 2005).

Les pDC expriment sélectivement ILT-7, dont I'engagement par son ligand BST-2 (exprimé par les
cellules épithéliales et mésenchymateuses en présence d’IFN de type | et Il) conduit a une
inhibition des productions d’IFN-o/B, de TNF-a et d’IL-6, ce qui supprime I'induction de réponse

pro-inflammatoire par ces cellules (Cao and Bover, 2010).
3.3 Certaines sous-populations de CPAg ont un réle dans la tolérance

Chacune des populations de CPAg peut intervenir dans I’'homéostasie et la fonction des Treg. De

plus, 'environnement modifie leur fonctionnalité (sécrétion de cytokines, expression des ligands
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de co-stimulation) ce qui peut étre impliqué dans linduction de réponses tolérogenes

impliquant les autres cellules T.

3.3.1 Les mDC dans la tolérance

Les MoDC générées a partir de monocytes (en présence de GMCSF+IL-4) présentent a I'état
immature (MoDC immatures) de faibles niveaux de CD80 et CD83. Elles sont capables d’induire
des T CD4 exprimant les marqueurs ICOS et CD25 et produisant de fortes quantités d’IL-10 (type
Trl) a partir de cellules T naives. De fagon tres intéressante, les cellules Trl induites par les
MoDC immatures sont capables de supprimer les sécrétions de cytokines et la prolifération des
cellules Th1l lors de culture de cellules T naives en présence de MoDC activées. Ce mécanisme de
suppression est dépendant en partie du contact cellulaire et est fortement réduit par I'addition
d’IL-2 (Jonuleit et al., 2000). De plus, le prétraitement des Mo-DC par I'IL-10 conduit a une plus
faible expression du CMH de classe Il et des ligands de co-stimulation par ces cellules, ce qui leur
donne des propriétés tolérogenes conduisant a I'anergie des cellules T CD4 et CD8 de fagon Ag
spécifique (Steinbrink et al., 1997; Steinbrink et al., 1999). Le pouvoir tolérogéne des mDC
traitées par IL-10 a été validé in vivo chez des souris vaccinées contre la protéine OVA (Muller et
al.,, 2002). Chez 'homme, l'injection de mDC circulantes immatures chargées avec les Ag MP
(influenza) et KLH (keyhole limpet hemocyanin) induit le méme phénomene, caractérisé par une
réduction de I'activité cytotoxique des cellules T CD8 et la production d’IL-10 par les cellules T
CD4 spécifiques de ces Ag (Dhodapkar et al., 2001; Dhodapkar and Steinman, 2002). D’autre
part, chez la souris, I'injection répétée de mDC ayant subi une maturation en présence de TNF-a
conduit a une tolérance Ag-spécifique (Menges et al., 2002; Enk, 2005). Enfin I'lL-10 et I'IL-6
induisent I'expression de B7-H4 (Yi and Chen, 2009), un ligand de co-stimulation inhibant

I'activation des cellules T via un récepteur encore inconnu sur les mDC et les macrophages.

3.3.2 Les pDC dans la tolérance

Les pDC du thymus activées par l'engagement de CD40 en présence d’IL-3 induisent
préférentiellement I'expansion des Treg a partir de cellules autologues au stade DP (CD4°CD8")
(Martin-Gayo et al.,, 2010). De plus, ces pDC expriment le récepteur de la lymphopoiétine
stromale (TSLP-R), qui favorise, a partir de cellules T CD4 naives thymiques, I'induction d’iTreg
producteurs de fortes quantités d’IL-10 (Hanabuchi et al., 2010). Ces données suggérent que les
pDC tiennent une place importante dans lI'induction des nTreg. Les pDC sont sensibles a la
molécule de danger HMGB1 relarguée par les cellules en nécrose, qui signale via TLR9, et
supprimerait la réponse des pDC aux autres ligands de TLR9 (CpG) en inhibant la sécrétion d’IFN-

o. Ce mécanisme suggere que les pDC pourraient aussi jouer un réle dans la prévention des

51




réponses auto-immunes lors de la nécrose cellulaire (Popovic et al., 2006). Les pDC sont aussi
impliquées dans la tolérance orale, comme le montre I'absence d’induction de tolérance vis-a-vis
d’Ag administrés dans |'alimentation apres déplétion des pDC (Goubier et al., 2008). L’expression
de CCR9 par une sous-population de pDC permet leur recrutement dans les muqueuses, le
transfert adoptif de pDC CCR9" chargées avec un peptide d’OVA n’induit ni la prolifération ni
I'activation des cellules T spécifiques in vivo chez la souris, suggérant qu’elles jouent un role
immuno-suppresseur conduisant a I'anergie des cellules T spécifiques. En effet, le transfert, dans
des souris irradiées, de pDC CCR9" conjointement avec des cellules T CD4 CD25"%, inhibe
I'induction d’une réaction allogénique des cellules T CD4 a I’encontre de I'h6te qui est médiée
par I'induction de Treg par ces pDC (Hadeiba et al., 2008) montrant ainsi que les pDC CCR9"
peuvent protéger contre le développement d’'une GvHD par l'induction de iTreg lors du transfert

de cellules T CD4 CD25"%.

Les pDC peuvent exprimer IDO en réponse a IFN-y, sous le controle du facteur de transcription
IRF-1 ou suite a I'engagement des TLR, de GITR-L (ligand spécifique de GITR) (Fallarino et al.,
2004; Grohmann et al., 2007) ou du récepteur CD200R engagé par CD200 (Minas and Liversidge,
2006). Le réle d’'IDO dans la tolérance induite par les pDC a été largement décrit dans le contexte

de I'infection par le VIH (Manches et al., 2008; Boasso and Shearer, 2007; Mellor et al., 2003).

Les pDC constituent la seule sous-population de DC qui surexprime trés fortement ICOS-L (ligand
spécifique d’ICOS) en présence d’IL-3 ou apres activation suite a I'engagement de CD40 ou d’un
TLR (Ito et al., 2007; Janke et al., 2006; Burmeister et al., 2008). ICOS-L exprimé par les pDC peut
étre impliqué dans le développement et la prolifération des Treg et I'induction de cellules Trl
lors de la polarisation de cellules T CD4 naives (Ito et al., 2007; Ito et al., 2008). In vivo le blocage
d’ICOS-L ou la délétion du géne icos est associée a une forte inflammation dans les modéles
d’asthme chez la souris (Busse et al., 2012b). Cela suggere que les pDC sont importantes dans
I'induction de cellules Trl via leur forte expression d’ICOS-L, ce qui n’est pas retrouvé sur les

sous-populations de mDC chez I’'homme.

3.3.3 Les macrophages dans la tolérance

L’activation des macrophages est intimement liée a I’environnement dans lequel ils se situent.
Ces cellules jouent un réle primordial dans I'induction de la tolérance, en particulier dans le foie
(cellules de Kupffer). En 1998, Fadok et coll. ont montré que la phagocytose, par les
macrophages, de cellules apoptotiques non opsonisées conduit a de fortes sécrétions de TGF-3

et de PGE-2, ce qui les rend par la suite insensibles a I’activation via le LPS (Fadok et al., 1998).
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De plus, I'engagement des FcyR (récepteurs des IgG) supprime leur réponse pro-inflammatoire
par inhibition de la sécrétion d’IL-12 et I'induction de tres forts niveaux d’IL-10 en présence de
faibles doses de LPS (Gerber and Mosser, 2001; Drechsler et al., 2006). D’autres signaux tels que
les prostaglandines (Strassmann et al., 1994), I'IL-10 (Martinez et al., 2009) et Ado (Hasko and
Pacher, 2008) peuvent aussi induire des macrophages immuno-suppresseurs. L'ensemble des
macrophages suppresseurs est regroupé sous l'appellation de macrophages de type M2a et
M2c, qui peuvent étre identifiés sur la base de I'expression de CD163 un marqueur définissant
une sous-population parmi les cellules CD68°CD11b" chez ’homme comme chez la souris (Hao et

al., 2012; Komohara et al., 2006) (Figure 8).
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Adapté de Haoet coll, Macrophages in Tumor Microenvironment and the Progression of Tumors Clin Dev
Immunol. 2012

Figure 8: Plasticité des macrophages en fonction des conditions d’activation

Les macrophages présentent une grande plasticité fonctionnelle conditionnée par la nature du signal de danger
qu’ils détectent et I'environnement en cytokines. Les macrophages de type M1 se différencient lors d’une
activation classique i.e. en présence d’IFN-y et de TNF-a. suite a I'activation du TLR-4 et sont pro-inflammatoires.
lls expriment les molécules de co-stimulation CD80/CDS86, et participent a la réponse T CD8 (cytotoxique) a la
polarisation Th1 et a I'activation des cellules NK par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-
6, I'IL-12 et I'lL-1. Les macrophages de type M2 obtenus par activation non classique sont subdivisés en trois
sous catégories. Les macrophages M2a sont induits en présence d’IL-4 et d’IL-3 sans signal d’activation et ont
une activité immunosuppressive. Les macrophages de type M2b sont induits en présence d’un signal activateur
de type TLR-L, ligand des récepteurs scavengers ou complexes immuns (Cl). Ces cellules expriment CD86 et sont
capables d’induire des réponse de type Th2. Les macrophages de M2c sont spécialisés dans le remodelage
tissulaire, ils exercent une activitt immunosuppressive et sont induits en présence des cytokines
immunosuppressives (IL-10 et TGF-f). CD163 et IL-10 sont sélectivement exprimés par les macrophages
immunosuppresseurs M2aet M2c.
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Les macrophages se différencient en cellules immuno-suppressives sous linfluence des
cytokines IL-4 et IL-13 (M2a) ou IL-10 et TGF-B (macrophages M2c). lls sécretent de fortes
quantités d’IL-10 et de TGF-f3, diminuent I'expression de iNOS au profit de I'Arginase 1 (Argl) qui
entre en compétition avec iNOS en dégradant I’Arginine conduisant a production d’Ornithine.
Ces cellules sont aussi caractérisées pour une perte d’expression des ligands de co-stimulation
CD80/CD86 et I'expression de IL-1RA, une molécule sécrétée qui en séquestrant I'lL-1 inhibe
I'interaction avec son récepteur (Hao et al., 2012). De plus, via la sécrétion de chimiokines les
macrophages de type M2a (CCL-24, CCL17 et CCL22) participent au recrutement des Treg et des
Th2, et les macrophages de type M2c (CXCL13, CCL16 et CCL18) recrutent des cellules T naives,
favorables a I'induction d’une réponse immuno-suppressive au regard de leur faible potentiel

pro-inflammatoire (Mantovani et al., 2004) (Figure 8).

En somme les macrophages sont impliqués dans les mécanismes de suppression de la réponse
immunitaire, cependant leur implication directe dans la tolérance vis-a-vis des Ag n’est pas
clairement établie. Leur action serait plutot liée a I'immuno-suppression et non a la tolérance

médiée par les Treg ou les autres cellules Timmuno-suppressives.

Conclusion partie Ill : Les Treg agissent de facon concertée avec les CPAg qui participent a la
régulation de leur homéostasie, via leur développement et leur expansion dans le thymus et leur
maintien ou leur induction en périphérie. Les CPAg présentent une grande plasticité
fonctionnelle, I'environnement en cytokines immuno-suppressives (IL-10, TGF-B), ainsi que la
présence de molécules immuno-modulatrices (PGE-2, Ado) modifient leurs propriétés
stimulatrices via la réduction de I'expression des molécules de co-stimulation, la diminution de
leur capacité a présenter les Ag (réduction d’expression des CMH de classe | et II), I'inhibition des
cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IFN-a) et I'expression de cytokines immuno-suppressives.
On parle alors de CPAg tolérogenes impliquées dans [linhibition des réponses pro-
inflammatoires via I'amplification des nTreg, I'induction des iTreg ou la polarisation de type Trl.
Le développement de DC immuno-suppressives in vivo représente de nombreux espoirs dans la
lutte contre le rejet de greffe (Ezzelarab and Thomson, 2011) et les maladies auto-immunes
(Weiner et al., 2011) .La relation entre CPAg et nTreg tient un role central dans la réponse
immune car les nTreg peuvent également agir directement sur les CPAg via les molécules
inhibitrices (Granzyme, FAS-L, CTLA-4, LAG-3). Ceci leur permet de réguler de facon importante
les réponses immunitaires en modulant les fonctions des CPAg conditionnant ainsi la

polarisation des autres cellules T.
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4 Caractéristiques et fonctionnalité des Treg dans les
tumeurs : La tumeur, un berceau pour les Treg ?

Dans le cas du cancer du sein, la présence de cellules de type pro-inflammatoire (Thl, et CD8)
dans la masse tumorale est associée a un bon pronostic (Ladoire et al., 2011; Liu et al., 2012;
Mahmoud et al., 2011). Chez la souris I'induction d’une réponse T CD4 et CD8 spécifique des Ag
tumoraux par des stratégies vaccinales (Wang et al., 2012; Orlandi et al., 2007) peut conduire a
I’éradication de tumeurs transplantées. L’'ensemble des observations réalisées chez 'homme a
permis d’émettre I'hypothese d’un role central des Treg dans I'immuno-suppression de la
réponse immune anti-tumorale (Zou, 2006) donnant naissance a de nouveaux concepts
d’'immunothérapie du cancer par éradication des Treg (annexe 1 :(Menetrier-Caux et al., 2012)

et (Curiel, 2008)).
4.1 Les Treg sont fonctionnels dans les tumeurs

Les efforts importants réalisés au cours des 15 derniéres années pour comprendre la biologie
des cellules T face au cancer ont abouti a la mise en lumiére du réle délétere des Treg intra-

tumoraux (TA-Treg) dans de nombreux types de tumeurs dont le cancer du sein.

4.1.1 Infiltration, valeur pronostique et fonctionnalité des TA-Treq

L'impact biologique des TA-Treg peut varier en fonction du type de Iésion néoplasique et de sa
localisation. Dans le texte qui suit, hormis pour quelques exemples notables, nous nous sommes

focalisés sur les carcinomes.
4.1.1.1 Les Treg dans la masse tumorale

En 2009 notre équipe a montré que la présence d’un taux élevé de TA-Treg, identifiés sur la base
de I'expression de FoxP3 dans les tumeurs primaires de sein, est un facteur indépendant de
mauvais pronostique lorsqu’ils sont présents dans les agrégats lymphoides (agrégats formés par
les leucocytes autour de la masse tumorale) (Gobert et al., 2009) en accord avec les observations
de Bates et coll. (Bates et al., 2006). Kim et coll. ont montré, sur coupes de tumeurs, qu’un ratio
Treg/CD4 élevé est associé a une plus forte récurrence des métastases ganglionnaires,
I'expression de P53, Ki67 et le statut ER" des cellules tumorales (Kim et al., 2012). La
comparaison entre le nombre de Treg et de T CD8 dans les agrégats lymphoides intra-tumoraux
et le tissu adjacent des tumeurs de sein infiltrantes montre que les quantités de Treg et de T CD8

sont augmentées dans le tissu adjacent. Une augmentation préférentielle des Treg par rapport

55




aux T CD8 (rapport TCD8/Treg diminué) peut révéler une orientation tolérogéne de la réponse T.
En ce sens seule la réduction du rapport T CD8/Treg est associée a un mauvais pronostique dans
le tissu adjacent la tumeur. Le nombre de Treg dans les agrégats lymphoides intra-tumoraux et
le rapport CD8/Treg dans le tissu adjacent sont significativement différents entre les sous types
moléculaires (Luminal A, B, luminal Her2, HER2 amplifié et basal) (Liu et al., 2011a) démontrant
la finesse des valeurs pronostiques fournies par ces parameétres (scores) immunitaires dans le
cancer du sein. La comparaison entre les carcinomes du sein médullaires, lobulaires, ductaux et
mucineux de grade Il montre que les carcinomes mucineux présentent une plus forte infiltration
par des cellules FoxP3" (Anz et al., 2011). Ce résultat est paradoxal car les carcinomes mucineux
sont de bon pronostique. Cependant, les carcinomes ductaux de plus mauvais pronostique
présentent un rapport T CD8/Treg plus faible dans les agrégats lymphoides intra-tumoraux. Cela
montre que tenir compte uniquement de la quantité de Treg dans les carcinomes du sein ne
suffit pas toujours a obtenir une bonne valeur pronostique, mais qu’il est important de tenir
compte de la proportion qu’ils représentent parmi les cellules T infiltrantes (TA-T) (Anz et al.,

2011).

La présence de Treg FoxP3" dans les carcinomes du poumon non a petites cellules (Petersen et
al., 2006), les carcinomes hépatocellulaires (Gao et al., 2007), les carcinomes de I'endomeétre
(Yamagami et al., 2011), les carcinomes de I'ovaire (Curiel et al., 2004; Wolf et al., 2005; Sato et
al., 2005), le cancer du pancréas (Hiraoka et al., 2006) et les mélanomes (Mougiakakos et al.,
2010) est associée a un mauvais pronostic. Cependant I'impact négatif de l'infiltration des
carcinomes par les Treg n’est pas toujours vrai, puisque les Treg n‘ont pas d’impact sur le
pronostic dans le carcinome anal (Grabenbauer et al., 2006) et sont de bon pronostic dans le
cancer du célon (Nagorsen et al., 2007; Correale et al.,, 2010; Sinicrope et al., 2009) et le

carcinome squameux de I'cesophage (Yoshioka et al., 2008).
4.1.1.2 Les Treg dans les ganglions et le sang

Une réduction du nombre de cellules T et du nombre de DC dans les ganglions est associée a la
présence de métastases ganglionnaires (Laguens et al., 2002; Poindexter et al., 2004; Kohrt et
al., 2005). En accord avec cette observation, la présence de cellules FoxP3" dans les ganglions
permet de discriminer un groupe de patientes ayant un risque accru d’envahissement
ganglionnaire (Matsuura et al., 2009; Krausz et al., 2012). La détection des micro-métastases par
PCR (révélation du transcrit de la mammaglin) a permis de montrer que les ganglions présentant
des micro-métastases ont des niveaux d’expression des transcrits de t-bet (Thl) et foxp3 plus

importants que les ganglions sains. Parallelement, la quantité du messager de gata-3 (Th2)
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augmente, le transcrit de foxp3 reste élevé et celui de t-bet diminue dans les ganglions envahis
diagnostiqués en microscopie. Ceci révele que la présence de micro-métastases est associée a
une réponse de type Th1l concomitante avec une forte transcription du géne foxp-3 alors que les
ganglions massivement envahis sont orientés vers une réponse de type Th2 (Matsuura et al.,
2009), suggérant que I'accumulation de cellules tumorales dans les ganglions est consécutive a

une inhibition de la réponse Thl alors que la proportion de Treg reste importante.

Dans le cancer du col de I'utérus, bien que le nombre de Treg soit augmenté dans les tumeurs,
on n’observe pas de différence entre cancers métastatiques et non métastatiques. Par contre, la
présence de Treg est significativement augmentée dans les ganglions (Matsuura et al., 2006). De
méme, la quantité de Treg FoxP3" est augmentée dans les ganglions drainant la tumeur de
patients atteints de cancers gastriques métastatiques (Lee et al., 2011) ou de cancer de la

thyroide (French et al., 2012).

Enfin, les proportions des Treg sont augmentées dans le sang des patientes atteintes de cancer
du sein de haut grade (Audia et al., 2007) en parallele avec une réduction globale du nombre de
cellules T. Cette observation est également vraie dans le cancer du poumon métastatique (Erfani
et al., 2012), le cancer « téte et du cou » (Schaefer et al., 2005), du pancréas (Yamamoto et al.,

2012), et de la prostate (Akin et al., 2011).

4.1.2 Evidences de l'activité suppressive des Treq dans les tumeurs

En 2009, notre équipe a montré que les TA-Treg purifiés de tumeurs primaires de sein
présentent un fort pouvoir suppresseur in vitro, qu’ils proliferent (expression de Ki67) et
expriment les marqueurs d’activation CTLA-4, GITR et ICOS in situ de fagcon beaucoup plus
importante que les autres populations T (Gobert et al., 2009) (Figure 9A et 9B). Cette dichotomie
entre le fort niveau d’activation des Treg par rapport aux autres TA-T suggére qu'’ils exercent leur

fonction immuno-suppressive in situ.

Dans des modeles murins syngéniques de tumeurs mammaires sur-exprimant |I'oncogene
Her2/neu, l'utilisation d’Ac anti-CD25 ou d’une molécule chimérique d’IL-2 associée a la toxine
diphtérique pour dépléter les Treg avant l'injection de la lignée tumorale réduit trés fortement la
croissance tumorale. Ceci est associé a I'induction d’une réponse immune anti-tumorale révélée
par 'augmentation de cellules Thl, Th17 et de T CD8 spécifiques de HER2/Neu ainsi qu’une
augmentation des Ac anti-HER2/Neu dans les sérums des souris traitées (Knutson et al., 2006;
Ramos et al., 2012; Weiss et al., 2012; James et al., 2010). L'expression de Granzyme et Perforine

par les TA-Treg a été décrite chez I’homme (Li et al., 2011).
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Figure 9: Les TA-Treg sont fortement activés et présentent un fort pouvoirsuppresseur.

A) les TA-Treg expriment fortement GITR, ICOS, HLA-DR et CTLA-4 si on compare avec les TA-Tconv ou les Treg et
Tconv provenant du sang périphérique des patientes suggérant une activation forte des TA-Treg dans la tumeur. B)
Les TA-Treg (CD25N, CD127'%) purifiés par cytométrie en flux ont un fort pouvoir suppresseur sur les TA-Tconv en
inhibant leur prolifération (incorporation de thymidine tritiée) et la sécrétion d’IFN-yetd’IL-2.

La fréquence de TA-Treg Granzyme B' est inversement proportionnelle & la fréquence des
cellules Thl et T CD8 exprimant Granzyme B et Perforine (Li et al.,, 2011). L'importance de

Granzyme B et de la Perforine dans le pouvoir suppresseur des TA-Treg a été confirmée dans des
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modeles de souris porteuses de tumeur dans lesquelles les genes de granzyme B ou perforine
ont été délétés spécifiquement dans les Treg réduisant fortement la croissance tumorale en
association avec une meilleure survie des TA-CD8 et des TA-NK (Cao et al., 2007). Toujours chez
la souris, Boissonnas et coll. ont montré que I'activité suppressive des TA-Treg résulterait

également de leur capacité a lyser les DC (Boissonnas et al., 2010).

Les TA-Treg sont aussi caractérisés par une forte expression de CD39 chez les patients atteints
de carcinomes squameux (Mandapathil et al., 2012; Schuler et al., 2012) ou d’effusions pleurales
de cancer du poumon (Ye et al., 2011) suggérant que la dégradation de I’ATP extracellulaire puis
la génération d’Ado pourrait étre impliquées dans le pouvoir suppresseur des TA-Treg chez
I’'homme. Cependant, a ce jour, aucune analyse réalisée chez ’lhomme ne révele la production
d’Ado par les TA-Treg (Mandapathil et al., 2012). Chez la souris, la délétion du géne codant pour
CD73 sélectivement dans les Treg, abolit la croissance tumorale dans un modeéle de souris
chimérique porteuses de tumeurs transplantées (Stagg et al., 2011) ce qui démontre
formellement le role de la génération d’Ado via CD39 et CD73 par les TA-Treg dans I'immuno-

suppression et la croissance tumorale par inhibition des TA-CD8 (Stagg et al., 2011).

Dans le sang et les tumeurs de patients atteints de cancer du colon ou de mélanome, une sous-
population de Treg exprimant LAG-3 est observée. Les Treg LAG-3" du sang ou provenant des
ganglions drainants les tumeurs des patients sécrétent de fortes quantités d’IL-10 et de TGF-f3 et
suppriment fortement les autres cellules T in vitro (Camisaschi et al., 2010). D’autre part, dans
les carcinomes squameux, les TA-Treg CD39" co-expriment LAP et GARP (Schuler et al., 2012)

suggérant I'implication de TGF-f3 dans leur pouvoir suppresseur (Mandapathil et al., 2012).

L’expression d’ICOS par les TA-Treg, a été décrite dans les tumeurs de sein (Gobert et al., 2009)
(Figure 8A), les carcinomes hépatiques (Shen et al., 2010), le cancer de la prostate (Miller et al.,
2006) et le mélanome (Strauss et al., 2008). De facon intéressante, la sous-population de TA-
Treg ICOS’ co-exprime FoxP3, GITR, CTLA-4, IL-10, TGF-B, FAS, FAS-L, Granzyme A et Granzyme B

par cytométrie en flux (Gobert et al., 2009; Strauss et al., 2008).
4.2 Facteurs favorables et Origine des Treg dans les tumeurs

La fonction suppressive des Treg est dépendante de leur localisation qui est conditionnée par
I’expression de molécules d’adhésion et de récepteurs aux chimiokines. D’autre part, I'état
d’activation des TA-Treg et leur proportion élevée dans les tumeurs suggerent la présence de

CPAg et de cytokines favorisant leur fonctionnalité, survie et prolifération.
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4.2.1 Recrutement des Treg dans les tumeurs

Notre équipe a montré que les tumeurs primaires de sein humaines produisent de fortes
concentrations de CCL22 qui est I'un des ligands de CCR4 exprimé par les Treg dans le sang. La
présence de CCL22 dans la masse tumorale favorise le recrutement des Treg circulants du sang
directement vers la tumeur de sein (Gobert et al., 2009; Menetrier-Caux et al., 2009) (Figure
10). De plus, I'implication de I'axe de chimio-attraction CCR4/CCL22 a également été rapportée
chez I'homme dans le cancer de l'ovaire (Curiel et al., 2004), le carcinome de I'cesophage
(Maruyama et al., 2010) et le cancer gastrique (Mizukami et al., 2008). Des données, rapportées
par Mailloux et Young (Mailloux and Young, 2009) démontrent que dans un modele tumoral
murin de cancer du poumon métastatique, la sécrétion de CCL22, principalement par les cellules
NK infiltrantes, favorise le recrutement des Treg dans la masse tumorale. Dans un modele murin,
I'injection d’un inhibiteur de CCR4 augmente la réponse T CD8 spécifique lors d’'une vaccination
contre des Ag du soi. Lorsque CCR4 est inhibé durant la vaccination, I'injection de lignées de
thymome (EL4, EG7) surexprimant I’Ag du soi utilisé lors de la vaccination est associée a une
réponse T CD8 qui réduit la croissance tumorale (Pere et al., 2011). Ces deux observations
démontrent l'importance de I'axe CCR4/CCL22 dans l'immunosuppression associée au

développement tumoral.

Dans les carcinomes squameux chez I’'homme, les Treg expriment CCR6 et migrent en réponse a
son ligand CCL20, fortement produit dans la masse tumorale (Chen et al.,, 2011). Ces
observations ont été confirmées chez la souris montrant que les macrophages intra-tumoraux
sécretent CCL20, et participent ainsi au recrutement des Treg dans les tumeurs, la déplétion des
cellules CD11b* conduisant a la réduction de I'infiltration en Treg et a une inhibition partielle de

la croissance tumorale (Liu et al., 2011b).

Dans les carcinomes ovariens, en plus de leur expression de CCR4 la majorité des TA-Treg
exprime CXCR3 (Redjimi et al., 2012). L’expression de CXCR3 est induite par le facteur de
transcription T-bet (Thl) et permet la migration des cellules Thl et T CD8 dans les sites
d’inflammation, ou ses ligands (CXCL9, 10 et 11) sont induits en réponse a I'IFN-y et I'IFN-a
(Groom and Luster, 2011). Les TA-Treg CXCR3" qui co-expriment T-bet et FoxP3 montrent un fort
pouvoir suppresseur sur les cellules T et ne produisent pas d’IFN-y. L'expression de CXCR3 par les
TA-Treg est donc impliquée dans leur co-localisation avec les cellules T effectrices de type Th1 et
T CD8 activés, et cela pourrait permettre aux TA-Treg d’agir spécifiquement sur ces cellules dans

les tumeurs.
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En somme, les Treg sont recrutés dans les tumeurs via différents axes de chimiotactisme. De
fagon trés intéressante, 'axe CCR4/CCL22 suggere un recrutement principalement des Treg. Le
recrutement via CXCR3 et CCR6 qui s’adresse aux Treg mais aussi aux cellules T polarisées, serait

plus tardif au cours de la réponse immune et certainement moins sélectif des Treg.

4.2.2  Facteurs de I’environnement tumoral associés a un enrichissement en Treq

L’environnement intra-tumoral des tumeurs de sein est riche en TGF-J et en IL-10. Une analyse
par IHC a montré que la présence de ces deux cytokines est associée a un mauvais pronostic
dans le cancer du sein, qu’elles soient produites par les cellules tumorales (TGF-P3) ou par les

cellules immunes infiltrantes dans les agrégats lymphoides (IL-10) (Richardsen et al., 2012).

La présence de microvésicules (exosomes) produites par les cellules tumorales induisant la
prolifération des Treg a été rapportée chez 'homme dans le cas du cancer de I'ovaire (Szajnik et
al., 2010) via un mécanisme impliquant les voies de signalisation de I'lL-10 et du TGF-f. D’autre
part, La présence de microvésicules influant sur la réponse immune anti-tumorale a également
été rapportée dans les cancers « téte et cou », du pancréas (Clayton et al.,, 2008) et de la

prostate (Castellana et al., 2009).

IDO est retrouvée dans différentes pathologies tumorales, et son expression est associée a un
mauvais pronostic pour les patients atteints de cancer du sein, de I'ovaire, de I'endometre, du
colon et les carcinomes rénaux (Sucher et al., 2010). De plus, I’expression simultanée d’IDO et de
FoxP3 dans les ganglions drainant les tumeurs de sein est associée a un envahissement

métastatique (Mansfield et al., 2009).

Les patientes atteintes de cancer du sein montrent une concentration sérique élevées de PGE-2.
De méme COX-2, I'enzyme qui induit la production de PGE-2, est exprimée par les cellules
tumorales dans 40% des carcinomes du sein (Howe, 2007; Richardsen et al., 2012). Tout comme
pour l'infiltration en Treg il existe une corrélation inverse entre le niveau d’expression de COX-2
et le pronostic vital des patientes (Saukkonen et al., 2001). Dans le cancer du poumon PGE-2

induit I'expression de FoxP3 et augmente leur activité suppressive (Sharma et al., 2005).

Des observations dans le mélanome (Martin-Orozco et al., 2010) et le glioblastome (Schreiner et
al., 2003) rapportent I'expression par les cellules tumorales de la molécule ICOS-L. Cette
expression d’ICOS-L dans les cellules de mélanome participerait a I'activation des Treg et a
I'induction de leur pouvoir suppresseur, se traduisant par une forte prolifération et la sécrétion

d’IL-10 (Martin-Orozco et al., 2010).

61



4.2.3 Les CPAg et la réponse tolérogéne dans les tumeurs

Les cellules tumorales et I'environnement stromal peuvent moduler I'activation et la fonction

des CPAg pour favoriser I'induction de CPAg tolérogenes.
4.2.3.1 Les Macrophages associées aux tumeurs (TAM)

La présence de TAM dans la masse tumorale est détectable des les premiers stades de la
tumorigénése et se poursuit tout au long de I’évolution de la pathologie (Murdoch et al., 2004).
Le recrutement des monocytes est favorisé par I’hypoxie qui induit I'expression de chimiokines
telles que le CCL2, 3, 4, 5 et 8 par les cellules tumorales ou le stroma et la sécrétion de colony-
stimulating-factor (CSF-1/M-CSF). Les TAM, en sécrétant de fortes concentrations VEGF, platelet
derived growth factor (PDGF) et TGF-f (Siveen and Kuttan, 2009), vont favoriser I'angiogénése.
Le niveau d’expression de ces molécules correle avec le taux d’infiltration par les TAM dans les
tumeurs humaines (Murdoch et al., 2004). Le nombre de TAM (analysé sur la base de
I’expression de CD163 et/ou CD68) infiltrant la masse tumorale est associé a un mauvais
pronostic dans le cancer du sein (Leek et al., 1999; Medrek et al., 2012; Tsutsui et al., 2005), le
carcinome rénal (Komohara et al., 2011), le mélanome (Bronkhorst et al., 2011), le cancer « téte
et cou » (Fujii et al., 2012) et le cancer du pancréas (Kurahara et al., 2012; Ohno et al., 2003). De
plus l'infiltration des tumeurs de sein par les TAM est corrélée a une augmentation du risque de
métastases (Leek et al., 1999; Leek et al., 1996; Wyckoff et al., 2004) en partie via la production
des métalloprotéinases de la matrice (MMP) 2 et 9 (Hagemann et al., 2004). La présence de
TAM dans le cancer du poumon non a petites cellules permet de prédire la réponse au
traitement par un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant EGF-R (Chung et al., 2012). Dans de
nombreux types tumoraux, les TAM expriment un phénotype proche de M2 (a et c). En plus du
VEGF, ils sécretent TGF-B, IL-10, IL-8, CCL22, expriment COX-2 (Sica et al., 2000; Ben-Baruch,
2006) et sont inhibées pour leur production d’IL-12 et I'expression d’iNOS (Mitsuhashi et al.,
2004; Satoh et al., 2003; Lewis and Pollard, 2006). Dans le cas du cancer ovarien et du col de
I'utérus, les TAM expriment ,sous l'influence de I'lL-6 et de I'IL-10, la molécule de co-stimulation
négative B7-H4 (Kryczek et al.,, 2007; Yigit et al., 2010; Galazka et al., 2012) qui correle
positivement, chez I'"homme et la souris, avec le niveau d’infiltration des Treg (Kryczek et al.,
2007; Kryczek et al., 2006). Les modeles murins, ont clairement établi que l'infiltration de la
masse tumorale par les TAM corréle avec une croissance tumorale plus rapide, une angiogéneése
et une dissémination métastatique accrue (Lin et al., 2002; Aharinejad et al., 2004; Wyckoff et

al., 2007).
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4.2.3.2 Les TA-mDC

Dans le cas du cancer du sein, I'environnement tumoral n’altére pas in vitro la différenciation
des progéniteurs CD34" du sang en DC (Thomachot et al., 2004) mais favorise le blocage de leur
maturation qui est associée a une faible capacité de présentation des Ag. De facon intéressante,
une augmentation des mDC immatures (iDC) exprimant faiblement les CMH de classe Il et les
ligands de co-stimulation a été observée chez les patients porteurs de différentes tumeurs dont
le cancer du sein (Bell et al., 1999; Lizee et al., 2006; Almand and Carbone, 2001; Kusmartsev
and Gabrilovich, 2006). Dans le cancer du sein, les TA-mDC, lorsqu’elles sont localisées dans les
agrégats lymphoides, ont un phénotype mature (expression de CD83) alors qu’elles présentent
un phénotype immature lorsqu’elles sont au contact des cellules tumorales (Bell et al., 1999). La
purification des TA-mDC a permis de montrer que ces cellules sont incapables d’induire une
réponse T effectrice mais privilégient plutét une réponse T immuno-suppressive (Bell et al.,
1999; Aspord et al.,, 2007; Norian et al., 2009). Chez la souris, ces TA-mDC montrent une
surexpression d’IDO, d’IL-10 et de TGF-B et une réduction de sécrétion d’IL-12, TNF-a et IL-6
(Stoitzner et al., 2008). Dans un modele murin de tumeur mammaire, |'enrichissement en TA-
Treg parmi les TA-T CD4 est dépendant de leur prolifération in situ et non uniquement de leur
recrutement dans la masse tumorale. De plus, la prolifération des TA-Treg nécessite dans ce
modéle la présence de DC ou de macrophages producteurs de TGF-B (Xu et al.,, 2011). Par
contre, dans le cancer de la langue, la présence de TA-mDC matures CD1a" en péri-tumoral est
associée a un bon pronostic (Goldman et al., 1998) suggérant qu’en fonction de leur localisation
mais aussi de I'environnement en cytokines, les TA-mDC peuvent participer a la mise en place

d’une réponse immune anti-tumorale.
4.2.3.3 Les TA-pDC

Les pDC seraient recrutées dans les tumeurs via CXCR4 exprimée par les pDC et son ligand
CXCL12 sécrété par le stroma dans le cas du cancer de 'ovaire (Zou et al., 2001). En 2004, notre
équipe a montré par IHC I'impact pronostic trés défavorable de la présence de pDC dans la
masse tumorale (TA-pDC) sur la base de I'expression de CD123 pour la SSR et la SG, (Treilleux et
al., 2004). Hartmann et coll. (Hartmann et al., 2003) puis Bekeredjian-ding et coll. (Bekeredjian-
Ding et al., 2009) ont montré apres purification des TA-pDC a partir de tumeurs de cancer « téte
et cou » une forte altération de leur capacité a sécréter de I'lFN-a en réponse aux ligands de
TLR-7 et -9 favorisant une réponse T CD8 de type immuno-suppressive. Cette altération des TA-
pDC implique la présence de PGE-2 et de TGF-B3 dans I’environnement tumoral. L’altération des

TA-pDC est associée a une diminution de I'expression de CCR7 par rapport a CXCR4 qui selon les

63




auteurs réduirait la migration de TA-pDC vers les ganglions conduisant a leur accumulation dans
la tumeur via CXCL12 (Bekeredjian-Ding et al., 2009). De plus, les pDC purifiées d’ascites de
tumeurs ovariennes humaines induisent la prolifération ex vivo de cellules T CD8 régulatrices
sécrétrices d’IL-10 qui expriment CCR7. A I'opposé, les mDC purifiées de ces ascites induisent

I’expansion de T CD8 cytotoxiques (Wei et al., 2005).

Dans un modele murin de mélanome (modele B16), les pDC provenant des ganglions drainant la
tumeur expriment IDO. Cette sous-population de pDC provoque I'accumulation de Treg a fort
pouvoir immuno-suppresseur parmi les T CD4 in vitro et in vivo. Un des mécanismes de
suppression associé a ces Treg amplifiés par les pDC IDO" passerait par l'induction de

I’expression des ligands de co-stimulation inhibiteurs PD-L1/2 sur les DC (Sharma et al., 2007).

4.3 Principales stratégies pour éradiquer I'immuno-subversion associée

au développement tumoral

La perspective de supprimer le pouvoir suppresseur des Treg pour induire une réponse anti-
tumorale fait I'objet d’une recherche trés soutenue et a déja donné naissance a plusieurs essais

cliniques chez I’lhomme (Pardoll, 2012).

4.3.1 Bloquer les récepteurs impliqués dans I'immuno-suppression

L'utilisation d’un Ac bloquant dirigé contre CTLA-4 est le premier médicament ciblant
spécifiguement I'immuno-suppression qui connait une grande réussite aujourd’hui. L’Ac anti-
CTLA-4 (Ipilimumab) a obtenu en 2010 par la FDA (Food and Drug Administration) son
autorisation de mise sur le marché, au regard de son impact favorable dans le traitement du
mélanome métastatique, car il permet une augmentation de la survie médiane des patients de 6
a 10.1 mois (Hodi et al., 2010). Le blocage de CTLA-4 augmente la sécrétion d’IFN-y mais
également d’IL-10, I'activation et la proportion de cellules FoxP3" parmi les T CD4 et CDS8 et il
n‘inhibe pas spécifiquement les Treg (Khan et al., 2010). En clinique, ce traitement est associé a
des effets secondaires trés importants avec I'apparition de réactions auto-immunes telles que
des colites inflammatoires, des hépatites et des endocrinopathies chez les patients répondeurs

qui dans la majorité des cas disparaissent lors de I'arrét du traitement (Verschraegen, 2012).

Des données tres récentes, utilisant des Ac bloquants anti PD-1 suscitent de grands espoirs. PD-1
est exprimé par les différentes sous-populations de T CD4 et CD8 suite a leur activation, ses
ligands PD-L1 et PD-L2 sont présents sur les cellules tumorales et sur les CPAg dans les agrégats

lymphoides de différents types de carcinomes (Sharma et al., 2007). L'expression de PD-1 ou de
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PD-L1 est un facteur de mauvais pronostique dans le cancer de la thyroide (French et al., 2012),
le carcinome du rein, de l'intestin (Thompson et al., 2006), du sein (Ghebeh et al., 2006) et de
I’cesophage (Ohigashi et al., 2005). PD-1 présente des homologies avec CTLA-4, I'engagement de
PD-1 induit un signal inhibiteur distinct via la phosphatase SHP2 qui régule les kinases
impliquées dans I'activation des cellules T et peut conduire a leur apoptose. Des Ac bloquants
contre PD-L1 et PD-L2 sont aussi développés en clinique. Les essais cliniques de phase | sur des
patients atteints de cancer métastatiques avancés du colon, du rein, de l'intestin, du pancréas,
et du sein de grade 3 ou 4 montrent une réponse objective dans 6 a 17% des cas et une
stabilisation de la pathologie a 24 semaines dans 12 a 41% des patients (Brahmer et al., 2012;
Topalian et al.,, 2012) démontrant que cibler les molécules impliquées dans I'immuno-
suppression pourrait avoir un impact majeur dans la mise en place d’une réponse anti-tumorale

durable.

4.3.2  Accroitre la résistance des cellules effectrices vis-a-vis des Treq

Les Ac agonistes anti-GITR ont montré de bons résultats dans les modéles murins en délivrant un
signal positif aux cellules T intra-tumorales. Ainsi, le traitement des souris par un Ac agoniste
anti-GITR permet le rejet du mélanome B16 (Cohen et al., 2006). L’engagement de GITR permet
aux cellules T effectrices intra-tumorales de résister a la suppression médiée par les Treg chez
des souris porteuses de tumeur CT26 (carcinome du colon) ou CMS5 (fibrosacome) en induisant
une surexpression de CD25 sur les cellules T (Mitsui et al., 2010). Cependant, des résultats plus
contradictoires ont été rapportés quant a la fonctionnalité et la prolifération des Treg suite a
I’engagement de GITR et on ne peut donc pas conclure que |'activité anti-tumorale de I'Ac
agoniste de GITR passe par une action directe sur les Treg (Liao et al., 2010; Howie et al., 2009).
L'utilisation d’Ac anti-Ox40 agoniste permet également de délivrer un signal positif aux cellules T
effectrices en augmentant les sécrétions de type Thl et Th2 et en induisant I'accumulation dans
le sang et les ganglions de cellules T Ag spécifiques via 'augmentation de leur survie (Salek-
Ardakani and Croft, 2006). De bons résultats ont été obtenus lors du traitement de souris
porteuses de tumeurs en réduisant la croissance tumorale (Kjaergaard et al., 2000; Pan et al.,
2002; Weinberg et al., 2000). Toutefois, chez la souris, I'engagement d’Ox40 peut aussi délivrer
un signal positif aux Treg en favorisant leur prolifération et augmentant le pourcentage de
cellules FoxP3" (Xiao et al., 2012). Enfin un réle important d’Ox40 a été décrit dans la protection
contre la colite chez la souris (Griseri et al., 2010) en induisant la prolifération des Treg dans les

lésions.
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En somme I'utilisation des Ac agonistes de GITR et Ox40 permet d’accroitre I'activité anti-
tumorale des cellules T. Une partie de l'activité anti-tumorale de ces Ac passe par la sur-
activation des cellules T effectrices leur conférant une résistance vis-a-vis du pouvoir
suppresseur des Treg, mais I'impact de ces traitement sur les TA-Treg n’est pas encore bien
caractérisé, il est possible qu’une éradication concomitante des Treg puisse accroitre I'efficacité

de ces Ac agoniste.

4.3.3  Eradiquer les Tregq, leur prolifération ou leur recrutement

Certaines drogues de chimiothérapies telles que le cyclophosphamide ou le paclitaxel utilisées
en clinigue humaine permettent de réduire le nombre de Treg et est associé a une

augmentation des réponses T effectrices (Chen et al., 2010; Ghiringhelli et al., 2007).

Le ciblage des Treg chez la souris par l'utilisation d’Ac anti-CD25 permet d’empécher la prise
tumorale. Cependant, chez I'homme, I'utilisation d’Ac anti-CD25 ou d’IL-2 couplée a la toxine
diphtérique (Denileukin diftitox) n’a pas donné de résultats probants et provoque de nombreux
effets secondaires (Chen et al., 2010; de Vries et al., 2011; Rech and Vonderheide, 2009). Les
raisons de cet échec thérapeutique proviennent probablement d’un probléme de spécificité du
ciblage de CD25 chez 'homme car d’une part CD25 est exprimé par I'ensemble des sous-
populations T apres activation et d’autre part, la signalisation de I'lL-2 est importante pour les

cellules de I'immunité innée telles que les NK et les monocytes.

Enfin, les Treg expriment le récepteur VEGFR2 (VEGF receptor 2). L'inhibition de ce récepteur par
des inhibiteurs de tyrosines kinases (Sorafenib et le Sunitinib), lors du traitement de patients
atteint de carcinome du rein métastatique, a conduit a une diminution du nombre de Treg dans
le sang et la tumeur (Busse et al., 2011; Desar et al., 2011) associée a une augmentation de la
survie des patients (Adotevi et al.,, 2010; Finke et al., 2008). Cependant, cet effet n’est
probablement pas direct car, in vitro, I'inhibition de VEGFR2 a un impact sur les cellules
myéloides suppressives mais ne modifie par les propriétés des Treg (Adotevi et al., 2010; Ko et

al., 2009).

Conclusion partie IV : L'environnement tumoral pourrait étre percu comme un berceau pour les
Treg. Leur recrutement via différents axes de chimiotactisme, la présence de cytokines
favorables a leur maintien, leur prolifération, leur induction et leurs fonctions suppressives
participerait a la fonctionnalité des TA-Treg. La présence dans l'environnement de CPAg

fonctionnellement altérées peut également étre un facteur important dans I'amplification et
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I'activation de ces TA-Treg. La présence de TA-Treg est associée a un mauvais pronostic dans
plusieurs types de carcinomes et les observations réalisées dans le sang et les ganglions des
patients montrent que I'homéostasie des Treg est modifiée a I'échelle systémique suivant le
développement tumoral. En somme, chez I’homme un robuste faisceau de preuves permet de
conclure que les TA-Treg exercent leur pouvoir immuno-suppresseur in situ dans les tumeurs de
sein et jouent un role primordial dans les mécanismes d’immuno-subversion conduisant a la
tolérance des cellules transformées. Les données obtenues chez la souris montrent que
I’éradication des Treg permet d’induire le rejet de tumeurs ou d’inhiber le développement de
tumeurs implantées. Cependant, méme si des progrés spectaculaires ont été réalisés ces
derniéres années dans le développement de molécules permettant I'inhibition des mécanismes
d’'immuno-subversion tumorale, il n’existe a ce jour aucune thérapie ciblant spécifiquement les

Treg chez I’homme (pour revue Annexe 1 : (Menetrier-Caux et al., 2012)).
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5 Intéréts scientifiques et projet de these

Le cancer du sein est une maladie qui impacte le systéme immunitaire, les cellules immunes
s’infiltrent dans la masse tumorale, et le systeme immunitaire présente des altérations
conjointement au développement tumoral. Les cellules tumorales peuvent présenter un pouvoir
immunogene trés faible du fait qu’elles dérivent de cellules du soi. Cependant les cellules
transformées peuvent étre détectées par le systéeme immunitaire entre autres dans le cas de
carcinome mammaire infiltrant. La capacité des tumeurs a échapper a la surveillance du systéme
immunitaire est une condition nécessaire a leur croissance, pouvant conduire au développement
de la pathologie. L'échappement tumoral face au systeme immunitaire peut passer par des
mécanismes d’immuno-subversion qui aboutissent a la tolérisation des Ag tumoraux par le

systeme immunitaire.

Les nTreg sont les « gardiens du soi » car ils présentent un répertoire TCR orienté vers les Ag du
soi et expriment constitutivement Foxp3, ce qui leur confere un pouvoir suppresseur important
que ce soit a I'état basal (sans activation) mais surtout aprés activation. Les nTreg sont
indispensables dans la prévention de l'initiation de maladies auto-immunes et leur pouvoir

suppresseur participe au controle des réactions pro-inflammatoires déja engagées.

La présence de TA-Treg est associée a un mauvais pronostic dans plusieurs types de carcinomes,
dont les cancers du sein et de I'ovaire. Les observations dans le sang et les ganglions des patients
montrent une modification systémique de I’homéostasie des Treg au cours du développement

tumoral.

En somme, nous avons vu que chez 'homme comme chez la souris un robuste faisceau de
preuves permet de conclure que les TA-Treg exercent leur pouvoir immuno-suppresseur in situ
dans les tumeurs de sein et jouent un role primordial dans les mécanismes dimmuno-

subversion conduisant a la tolérance des cellules transformées.

Les données obtenues chez la souris montrent que I’éradication des Treg permet le rejet et/ou
I'inhibition du développement de tumeurs implantées. Cependant malgré les progrés
spectaculaires de ces dernieres années dans le développement de stratégies thérapeutiques
permettant I'inhibition des mécanismes d’immuno-subversion tumorale (anti CTLA-4, anti-GITR,
anti-PDL-1 ou anti-PD-1), aucune thérapie ciblant spécifiquement les Treg n’existe a ce jour chez

I’'homme. Les mécanismes de recrutement des TA-Treg dans les tumeurs, mais aussi les facteurs
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induisant leur activation, leur prolifération et leur fonction suppressive constituent des cibles

thérapeutiques potentielles qui pourraient permettre |'éradication des TA-Treg. (Figure 10)
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Lyse des cellules
tumorales 4
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Inhibition de 'immunité
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Figure 10: Projet de thése: quelle est I’origine de la sécrétion de CCL22 dans les tumeurs et existe t-il une
relation entre I’état activé des TA-Treg in situ et la présence de TA-pDC altérées?

Les Treg CCR4* sont recrutés du sang vers la tumeur en suivant le gradient de CCL22 présent dans la masse
tumorale. Une fois dans la tumeur les TA-Treg ont perdu I'expression de CCR4, présentent une fort état
d’activation (ICOS*), proliferent in situ (Ki67+), ont un fort pouvoir suppresseur in vitro et sont associés a un
mauvais pronostic lorsqu’ils sont détectés dans les agrégats lymphoides. Les TA-pDC sont-elles aussi associées a
un mauvais pronostic sur la survie des patientes et ont perdu la capacité de produire de fortes quantités d’'IFN-o
enréponse al'engagementdes TLR-7 et 9.

@ Quelle est la source de CCL22 dans les tumeurs, par quel mécanisme cette sécrétion est-elle induite?

@ Existe-t-il un lien fonctionnel entre la présence de pDC altérées et I'état d’activation fort des Treg dans la
tumeur?

® Qquel est le role de I'expression d’ICOS sur les TA-Treg, le blocage d’ICOS pourrait-il permettre de cibler
spécifiquement ces cellules ?
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5.1 Le recrutement de Treg : Quel est la source de CCL22 dans les

tumeurs ?

Les données produites par Michael Gobert montrent que i) les Treg migrent en réponse a CCL22
produit dans les cultures de dilacérats de tumeurs (Gobert et al., 2009; Menetrier-Caux et al.,
2009), ii) la présence de CCL22 dans la masse tumorale est corrélée avec l'infiltration des Treg
dans les zone lymphoides intra-tumorales et iii) que les TA-Treg n’expriment pas CCR4 dans les
tumeurs suite a son engagement par CCL22. Nous avons vu que les nTreg expriment CCR4 dans
le sang et sont recrutés vers le site d’inflammation via, entre autres, I'expression de CCR4, ou ils
reconnaissent des peptides autologues mais également des Ag étrangers et contrélent ainsi
I’activation des autres cellules T et des CPAg. Les modéles murins ont démontré que I'expression
de CCR4 participe a l'action suppressive des Treg dans différents contextes (rejet de greffe et
vaccination). D’autre part, le role de I'axe de chimiotactisme CCR4/CCL22 dans le recrutement
intra-tumoral des Treg a également été rapportée dans le cancer de I'ovaire, le carcinome de
I'cesophage et le carcinome hépatique, ainsi que dans des modele murins de tumeurs

transplantées.

Nous nous sommes donc intéressés a lidentification des mécanismes impliqués dans la
sécrétion de CCL22 dans la masse tumorale. Nos objectifs étaient alors de caractériser les
cellules responsables de la sécrétion de CCL22 et les mécanismes pouvant induire cette

sécrétion dans la masse tumorale.
5.2 Quel est I'impact de I'altération des TA-pDC sur les TA-Treg ?

Les TA-Treg proliferent (expression de Ki67) et expriment les marqueurs d’activation HLA-DR,
CTLA-4, GITR et ICOS in situ suggérant la présence des signaux de co-stimulation, des complexes
CMH-II peptide et I'environnement en cytokines permettant leur activation et leur prolifération
dans les tumeurs primaires de sein. L'environnement tumoral pourrait étre per¢u comme un
berceau pour les Treg. Leur recrutement via différents axes de chimiotactisme, la présence de
cytokines favorables a leur maintien, leur prolifération, leur induction et leurs fonctions

suppressives seraient impliqués dans I'impact défavorable des TA-Treg.

L’activation des Treg par les CPAg peut augmenter considérablement leur pouvoir suppresseur
via 'induction de molécules tel que LAG-3, Perforine, Granzyme A/B et la sécrétion de cytokines
inhibitrices. Les CPAg présentent une grande plasticité fonctionnelle, I'environnement en

cytokines immuno-suppressives (IL-10, TGF-B), ainsi que la présence de molécules immuno-
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modulatrices (PGE-2, Ado) modifient leurs propriétés stimulatrices via la réduction de
I’expression des molécules de co-stimulation, la diminution de leur capacité a présenter les Ag
(réduction d’expression des CMH de classe | et Il), I'inhibition des cytokines pro-inflammatoires
(IL-12, IFN-a) et I'expression de cytokines immuno-suppressives. Les CPAg tolérogenes présentes
dans les muqueuses tel que les pDC CCR9" ou induites in vitro (MoDC pré-activées en présence
d’IL-10) sont impliquées dans I'inhibition des réponses pro-inflammatoires via I'amplification des
nTreg, I'induction des iTreg ou la polarisation des T CD4 de type Trl. Or, la présence de TA-pDC
est un facteur de mauvais pronostique dans le cancer du sein (Treilleux et al., 2004). A mon
arrivée au laboratoire, le groupe de Nathalie Bendriss-Vermare, (Vanja Sisirak et Sana-Inthidar
Labidi-Galy) menaient une étude portant sur la fonctionnalité des pDC dans I’environnement
tumoral dans les cancers du sein et de I'ovaire. L'analyse de prélevements tumoraux leur a
permis de montrer le phénotye semi-mature des TA-pDC et la forte altération de leur capacité a

produire de I'lFN-a en réponse a une stimulation par des ligands de TLR-7 et 9 ex vivo.

Dans le cadre de mon travail de thése, nous avons souhaité déterminer I'impact de I'altération
fonctionnelle des TA-pDC sur leur capacité a favoriser la prolifération et I'enrichissement des

Treg mais aussi la polarisation ou I'activation des autres cellules T CD4 naives ou mémoires.

5.3 Quel est le role d’ICOS dans I’enrichissement et I’état d’activation

fort de TA-Treg ?

L’expression d’ICOS par les TA-Treg, a été décrite dans les tumeurs de sein (Gobert et al., 2009)
(Figure 9A), les carcinomes hépatiques (Shen et al., 2010), le cancer de la prostate (Miller et al.,
2006) et le mélanome (Strauss et al., 2008). De facon intéressante, la sous-population de TA-
Treg ICOS® co-exprime FoxP3, GITR, CTLA-4, IL-10, TGF-B, FAS, FAS-L, Granzyme A et Granzyme B
par cytométrie en flux (Gobert et al., 2009; Strauss et al., 2008). Les pDC constituent la seule
sous-population de DC qui surexprime tres fortement ICOS-L apres activation aprés engagement
de CD40 ou d’un TLR (Ito et al., 2007; Janke et al., 2006; Burmeister et al., 2008). ICOS-L exprimé
par les pDC a été impliqué dans le développement et la prolifération des Treg et I'induction de

cellules Trl lors de la polarisation de cellules T CD4 naives (Ito et al., 2007; Ito et al., 2008).

Notre objectif a été de déterminer le réle d’ICOS/ICOS-L dans I"'amplification des TA-Treg par les
TA-pDC.

Mon projet de thése a donc comporté trois objectifs axés sur i) I'analyse des mécanismes

impliqués dans la sécrétion de CCL22 dans I'environnement tumoral favorisant le recrutement
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des Treg, ii) le role des TA-pDC fonctionnellement altérées pour leur production d’IFN-a dans la
prolifération des Treg et enfin iii) le role d’ICOS dans ce mécanisme d’amplification des TA-Treg

par les TA-pDC dans I'environnement tumoral du cancer du sein.

L'ensemble des données obtenues nous permettent de mieux comprendre les mécanismes
conduisant a l'accumulation des TA-Treg et a leur activation in situ, dans la perspective
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques qui permettraient une éradication spécifique des

TA-Treg et de leur impact défavorable dans I’évolution du cancer du sein.
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6.1 La détection par les cellules NK et les macrophages des cellules
transformées favorise leur production de CCL22 et le recrutement

des Treg.

Article n°1 : Faget J et al. Cancer Res 2011 71(19):6143-6152.

Pour mieux comprendre les mécanismes de recrutement des Treg, nous avons caractérisé la
source de CCL22 dans la masse tumorale, par IHC sur coupes de tumeurs et tissus péri-tumoraux
provenant de mastectomies. Nous avons montré que, dans les tissus péri-tumoraux dans
lesquels les structures mammaires (canaux galactophores, lobules) sont conservées, la
chimiokine CCL22 est faiblement détectée mais sa sécrétion est polarisée au pdle apical des
cellules épithéliales des acini alors que dans la tumeur elle est exprimée de facon homogéene et
intense dans les cellules tumorales, suggérant fortement la sécrétion de CCL22 par les cellules
épithéliales tumorales elles-mémes. Ces données sont confirmées par les études in vitro
montrant la capacité des lignées de cellules tumorales de sein a sécréter CCL22 aprés activation
par IFN-y, en accord avec les données publiées sur les cellules épithéliales de colon (Berin et al.,
2001). Cette production de CCL22 par les cellules tumorales est fortement augmentée lors de co-
cultures avec des cellules mononucléées du sang périphérique (CMN) de donneurs sains. Ces
résultats suggérent un role important des leucocytes dans la production de CCL22 par les cellules
tumorales et la déplétion des leucocytes (CD45%) dans les suspensions de tumeurs primaires de
sein réduit fortement la production de CCL22 aprés 48h de culture, confirmant cette hypothése.
Des expériences in vitro utilisant des déplétions sélectives des sous-populations de CMN,
I'utilisation de cytokines recombinantes ou I'utilisation d’Ac neutralisants les cytokines nous ont
permis de montrer le r6le majeur des monocytes via leur sécrétion de TNF-a et d’IL-13 en
présence d’IFN-y exogene dans I'induction de la sécrétion de CCL22 par les cellules tumorales.
Enfin, nous avons montré que I'ajout de NK activés (stimulés par IL-2) permet de remplacer I'IFN-
v exogene dans des co-cultures [cellules tumorales - monocytes]. L'ensemble de nos données
suggére un modele selon lequel la détection des cellules transformées par les NK conduit a leur
production d’IFN-y participant a I'activation des macrophages qui sécrétent alors de I'lL-} et du
TNF-a, agissant en synergie pour induire la sécrétion de CCL22 par les cellules épithéliales
transformées, permettant le recrutement des Treg. La présence de macrophages (CD68'CD163")
et de NK (NKp46®) détectée par IHC et cytométrie dans les tumeurs primaires de sein et le fait
gue des macrophages et des cellules NK purifiées de tumeurs induisent la sécrétion de CCL22

par les cellules tumorales primaires renforce ce modéle.
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Abstract

In breast carcinomas, patient survival seems to be negatively affected by the recruitment of regulatory T cells
(Teg) within lymphoid aggregates by CCL22. However, the mechanisms underpinning this process, which may be
of broader significance in solid tumors, have yet to be described. In this study, we determined how CCL22
production is controlled in tumor cells. In human breast carcinoma cell lines, CCL22 was secreted at low basal
levels that were strongly increased in response to inflammatory signals [TNF-o, IFN-y, and interleukin (IL)-1],
contrasting with CCL17. Primary breast tumors and CD45 ™" infiltrating immune cells appeared to cooperate in
driving CCL22 secretion, as shown clearly in cocultures of breast tumor cell lines and peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) or their supernatants. We determined that monocyte-derived 1L-13 and TNF-o. are
key players as monocyte depletion or neutralization of these cytokines attenuated secretion of CCL22. However,
when purified monocytes were used, exogenous human IFN-y was also required to generate this response
suggesting a role for IFN-y—producing cells within PBMCs. In this setting, we found that human IFN-y could be
replaced by the addition of (i) IL-2 or K562-activated natural killer (NK) cells or (ii) resting NK cells in the
presence of anti-MHC class I antibody. Taken together, our results show a dialogue between NK and tumor cells
leading to IFN-y secretion, which in turn associates with monocyte-derived IL-1B and TNF-o. to drive production
of CCL22 by tumor cells and subsequent recruitment of T,.s. As one validation of this conclusion in primary
breast tumors, we showed that NK cells and macrophages tend to colocalize within tumors. In summary, our
findings suggest that at early times during tumorigenesis, the detection of tumor cells by innate effectors
(monocytes and NK cells) imposes a selection for CCL22 secretion that recruits T, to evade this early antitumor
immune response. Cancer Res; 71(19); 6143-52. ©2011 AACR.

Introduction

Cancer immunosubversion is a process by which tumor
cells escape destruction by the immune system through a
variety of mechanisms including the production of immuno-
suppressive cytokines and the alteration of dendritic cell (DC)
functions (1, 2).

Several studies have shown that immune cells are present
and functional in solid tumors and may promote both hu-
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moral and cellular antitumor immune responses. As an ex-
ample, high levels of CD8" T cells within the tumors have been
associated with a better clinical prognosis in colorectal cancer
(3). However, in most of the cases these T cells are unable to
counteract tumor progression. In cancer patients, increased
levels of CD4"CD25"8"FOXP3" regulatory T cells (Treg)s
lymphocyte subset with immunosuppressive properties, are
described in the peripheral blood, the primary tumor micro-
environment, and in the draining lymph nodes, supporting a
role for T, in cancer-induced immunosuppression. However,
their effect on tumor progression varies according to the
tumor type in humans. T,.s have a negative impact on survival
in lung, pancreatic, gastric, liver, or ovarian carcinoma
patients (4-7), whereas they may exert a beneficial role in
B-cell lymphoma, head and neck, or colon carcinoma (8, 9) or
have no impact in colon, prostate, renal, or anal squamous cell
carcinoma (10, 11; for review, see ref. 12).

We recently obtained evidence, in breast carcinoma,
that selectively activated T,eg accumulation within lymphoid
aggregates, but not in the tumor bed, has a negative impact on
patients’ survival (13). Elucidating the mechanisms involved
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in T, trafficking and accumulation in the breast tumor
environment is thereby critical for innovative therapeutic
development to fight tumor-induced immunosuppression.

Experiments in mice using T, from CCR4™'~ or condi-
tional CCR4 knockout in FOXP3™" Tyeg compartment have
recently identified the critical role of CCR4 in T, trafficking
in secondary lymphoid organs or tissues (14, 15). Curiel and
colleagues strongly suggested a role for CCR4/CCL22 axis in
T,eg recruitment in ovarian ascitis (4).

We recently showed the selective loss of membrane CCR4
on tumor-associated Tieg (TA—Treg) consecutive to an active
recruitment through a CC chemokine (CCL22), and that breast
tumors lacking CCL22 are not colonized by T,., independently
of their CCL17 expression status (13), strongly suggesting the
importance of CCL22 in TA-T,., recruitment within breast
tumors.

CCL22, produced by myeloid DCs (mDC), B cells, macro-
phages, keratinocytes, or epithelial cells (6, 16, 17) and CCL17
closely related to CCL22, produced by monocyte-derived DC
(18) and keratinocytes (19), are 2 ligands for CCR4 (6, 20)
preferentially expressed on Th2 lymphocytes (21) and T, (for
review, see ref. 12). In peripheral blood mononuclear cells
(PBMC), CCL22 is upregulated by interleukin (IL)-4, whereas it
is downregulated by IFN-y treatment (22). In contrast, IFN-y
favored CCL22 secretion by keratinocytes (16, 23) and intes-
tinal epithelial cells (24).

In this study, we showed that breast tumor cell recogni-
tion by NK cells leads to their activation and IFN-y secretion,
which in turn triggers CCL22 production by tumor cells
through cooperation with monocyte-derived IL-1f and
TNF-o.

Materials and Methods

Breast tumor cell lines culture

All tumor cell lines used in this study originated from
American Type Culture Collection except CLB-SAV generated
in the laboratory. Cell lines were cultured in RPMI 1640
(Invitrogen) completed with 10% FBS (Lonza), 100 U/mL
penicillin, and 100 pg/mL streptomycin (Invitrogen; complete
medium) at 37°C in a 5% CO, incubator.

Primary breast tumors

Breast tumor tissues collected at the Centre Léon Bérard
after patient informed consent were mechanically dilacerated
to obtain "mechanic tumor disaggregation supernatants” and
then subjected to enzymatic digestion as previously described
(13).

Flow cytometry analyses (ADP Cyan; Beckman Coulter)
were conducted to assess the percentage of NK cells
(CD3 NKp46") and macrophages (CD4"CD68"CD163"; all
from Becton Dickinson except for CD163 from eBiosciences
and CD68 from Dako Cytomation) within primary tumor cell
suspension after gating on CD45" cells, and data were ana-
lyzed with FlowJo Analysis Software (Tree Star).

Immune cells (CD45") or NK cells (CD3 CD56") and
macrophages (CD4°*CD163") were purified on single-cell

suspension from breast primary tumor or ascitis, respectively,
by cell sorting (FACS Aria; Becton Dickinson).

Breast tumor supernatants

Single-cell suspensions from primary or metastatic (ascitis,
pleural effusion) breast tumors were incubated at a final
concentration of 15 x 10° cells/mL in complete medium in
petri dishes. Cultured tumor cell supernatants were collected
after 48 hours, filtrated on 0.22 um, and frozen.

Immunohistochemistry

Expression of CCL22 on paraffin-embedded sections of
breast tumor or peritumoral tissue was analyzed with a goat
anti-CCL22 antibody (Ab; Santa Cruz) as previously described
(13). Routinely used CD163 (mIgGl; Menarini Diagnostics)
staining was carried out according to the manufacturer.
NKp46™ was detected as previously described (25) cells with
a goat immunoglobulin G Ab (R&D Systems). Hematoxylin-
counterstained sections were dehydrated and mounted. For
negative control slides, primary antibodies were replaced by a
nonimmune serum.

Cytokines and antibodies

Recombinant human granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (rhGM-CSF; specific activity: 2 x 10°
U/mg, used at 100 ng/mL) and rhIL-4 (specific activity:
10° U/mg, used at 50 ng/mL) were from Schering Plough
Research Institute. thTNF-o (specific activity: 5 x 10° U/mg)
at 10 ng/mL was provided by Cetus Corporation. rhIL-1f
(10° TU/mg), thIFN-y (2 x 107 IU/mg), and IL-1RA were from
Peprotech. rhCCL22, rhCCL17, rhCXCL12, and monoclonal
Ab (mAb) against CXCL12 and CCL22 as well as isotype
controls used for neutralization experiments were from R&D
Systems.

Purification of cell subsets from peripheral blood

Total PBMCs were isolated from heparinized blood
obtained from healthy volunteers by Ficoll Hypaque density
gradient centrifugation (Dominique Dutscher). Purified mDCs
and monocyte fractions were obtained using positive selection
kits, whereas untouched NK cells were purified using negative
selection kit (Miltenyi Biotech) and purity was confirmed by
flow cytometry. For depletion experiments, different cell
subsets [myeloid cells, (mDC), plasmacytoid DCs (pDC),
monocytes, NK cells, and T cells] were specifically depleted
from PBMCs using positive selection kits with magnetic beads.
The absence of remaining positive cells in the depleted
fraction was confirmed by flow cytometry.

Culture conditions

Tumor cell lines were cultured at 2 x 10° cells/mL in
complete medium in 48-well plates (Becton Dickinson) and
incubated for 24 or 48 hours in medium condition or in the
presence of rhIFN-y (0.1-100 ng/mL depending on the stud-
ies). Coculture experiments were carried out by incubating 10°
tumor cells with 10° PBMC for 24 or 48 hours in the presence
of 100 ng/mL rhGM-CSF with or without rhIFN-y. To char-
acterize the cell subset responsible for CCL22 secretion, PBMC
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cell supernatants (PBMC-SN) and tumor cell supernatants
(TUM-SN) were generated by 24-hour incubation of either 10°
PBMC or 10° tumor cells in 48-well plates (500 pL).

Cytokine detection

CCL22, CCL17 and IL-1B, and TNF-c. levels were quantified
in cell supernatants using ELISA from R&D Systems and
Bender MedSystems, respectively.

Migration in response to CCL22

CCR4 expression on the CCRF-CEM cell line was confirmed
by flow cytometry (Supplementary Fig. S1). Migration assays
were conducted using Transwell (6.5-mm diameter; CoStar)
with 5 x 10° cells/well. After 2 hours of preincubation at 37°C,
CCRF-CEM cells were placed in 3-um pore size inserts (100
uL) and tested for their ability to migrate in response to
rhCCL22 (1-50 ng/mL) or culture supernatants (50%) added
in the lower well. After 1 hour and 30 minutes of incubation at
37°C, cells were collected in cold PBS-EDTA and resuspended
after centrifugation in 100 UL. The number of migrated cells
was analyzed by flow cytometry. In blockade experiments,
anti-CXCL12 or -CCL22 mAb or their isotype controls were

incubated for 30 minutes with culture supernatants before
CCRF-CEM cells were added in the insert.

Results

High levels of CCL22 but not CCL17 are detectable in
primary breast tumors

Analyses of breast TUM-SN showed the production of high
levels of CCL22 in TUM-SN from primary tumors (Fig. 1A) that
decreased in metastatic ones. CCL22 was also detectable in
supernatants of mechanical tumor disaggregation from 27
primary tumors (mean = 1.02 ng/mL; range, 0.13-6.9 ng/mL).
Low levels of CCL17 were detected in these TUM-SN. More-
over, supernatant from nontumor tissues (healthy breast
tissue and fibro-adenoma) did not produce significant levels
of CCL22 or CCL17.

We have previously shown that expression of CCL22, but
not that of CCL17 by tumor cells in breast tumors, correlates
with TA-T,.g infiltration (13).

In contrast to primary breast tumors where a strong CCL22
expression was observed by immunohistochemistry (IHC;
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Fig. 1C; ref. 13), CCL22 displayed a weak apical expression in
peritumoral area by luminal breast epithelial cells within
lobular acini (Fig. 1B).

Breast tumor cell lines produce functional CCL22 in
response to Thl/innate immunity but not Th2 signals

Contrasting with primary tumors, spontaneous CCL22 se-
cretion by breast tumor cell lines in vitro was low to unde-
tectable (Fig. 2A), suggesting mechanisms of regulation and a
role of the microenvironment in CCL22 expression by tumor
cells. Indeed, addition of rhIFN-y, a CCL22 inducer on kera-
tinocytes (16, 23) and intestinal epithelial cells (24), induced
strong CCL22 secretion on 5 of 7 tested cell lines (0. 28-1.1
ng/mL for IFN-y; Fig. 2A). In contrast, in PBMCs, CCL22
production was downregulated by rhIFN-y but upregulated
by rhiL-4 (Fig. 2B).

When bulk primary breast tumor disaggregation was used,
the secretion of CCL22 was lost upon depletion of CD45"
immune cells. This CCL22 production by CD45-negative pri-
mary tumor was restored (9-fold increase) either by addition
of associated CD45" infiltrate (3 x 10" CD45" for 8 x 10"
tumor cells) or rhIFN-y (Fig. 2C), strongly suggesting the
cooperation between tumor cells and immune cells for spe-
cific CCL22 secretion.

This observation was confirmed using breast tumor cell
lines. The addition of allogeneic PBMCs to breast tumor cell
lines strongly enhanced the production of CCL22 but not of
CCL17. We observed a 12.8-, 18-, and 121-fold increase for
CLB-SAV, MDA-MB453, and MCE-7 cell lines, respectively, in
coculture condition when compared with tumor cells alone.

This secretion was further enhanced by rhIFN-y addition (17-
and 5.5-fold increase in CCL22 production for CLB-SAV and
MDA-MB453 or MCF-7, respectively; Fig. 2D).

To test the functionality of the CCL22 secreted in PBMC/
tumor cell coculture supernatants, we used the CCRF-CEM T-
cell line that expresses CCR4 and migrates in response to
rhCCL22 in a dose-dependent manner (Supplementary
Fig. S1A and B). The coculture supernatant favored the
CCRF-CEM cell migration in a Transwell Assay (5-fold in-
crease over background level) that was specifically blocked by
preincubation of these supernatants with an anti-CCL22
neutralizing mAb but not with an anti-CXCL12 able to attract
CXCR4" CCRF-CEM (Supplementary Fig. S1C).

Soluble factors produced by activated PBMCs induce
CCL22 secretion by tumor cells

Whereas PBMCs alone are devoid of IFN-y secretion (Sup-
plementary Fig. S3, bottom), coculture with tumor cells in-
creased this production favoring CCL22. Furthermore, as
previously mentioned, addition of rhIFN-y strongly enhanced
CCL22 production in PBMC/tumor cell coculture while de-
creasing that of PBMCs (Fig. 2D). We therefore wished to
decipher the relative role of PBMCs and tumor cells in CCL22
secretion in the PBMC/tumor cell coculture in the presence of
rhIFN-y. We compared the impact of rhIFN-y-activated
PBMC-SN on CCL22 production by tumor cell lines with that
of rhIFN-y-activated TUM-SN on PBMCs. As shown in Fig. 3,
CCL22 levels secreted by rhIFN-y-treated tumor cells were
strongly enhanced in the presence of rhIFN-y-PBMC-SN (2.75-,
19.36-, and 16.46-fold, respectively, for MDA-MB453, MCF-7,
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Figure 3. Soluble factors secreted by PBMCs favor the production of
CCL22 by breast tumor cells. A 48-hour culture period of 10° breast tumor
cells [with rhIFN-y (100 ng/mL)] alone or in coculture with PBMCs (10°) or
24-hour PBMC-SN obtained in rhIFN-y (100 ng/mL) medium induced the
secretion of CCL22, whereas culture of PBMCs with 24-hour breast
TUM-SN did not induce CCL22 secretion.

and CLB-SAV, respectively). In contrast, rhIFN-y-TUM-SN
addition did not affect the low CCL22 levels detected in
rhIFN-y-treated PBMC cultures. Together, those data strongly
suggest that rhIFN-y-treated PBMCs produce soluble factors
capable of inducing CCL22 production by tumor cells.

Interestingly, the effects observed were specific for CCL22
as CXCLS8 that was produced by rhIFN-y-activated PBMCs was
downregulated in the presence of tumor cells and not induced
when tumor cells were cultured with PBMC-SN (data not
shown).

Monocytes and IFN-y are both required for the
secretion of CCL22 by tumor cells

To determine the major cell fraction within PBMC respon-
sible for the effects observed on tumor cells, specific depletions
of myeloid cells (CD33%), monocytes (CD14"), mDC
(BDCA1TBDCA3™), pDC (BDCA2"), NK cells (CD567), or T
cells (CD3™) were carried out using magnetic beads. Each
depleted fraction was added on tumor cell lines in the presence
of thIFN-y to assess the CCL22 production. As shown in Fig. 4A,
whereas addition of PBMCs induced a strong CCL22 produc-
tion (2.95 & 0.1 ng/mL), we observed a drop in this secretion
when monocyte (CD14") or myeloid cell (CD33")-depleted
fractions were used (86% and 75% inhibition, respectively). In
contrast, the depletion of NK cells or T cells did not decrease
the CCL22 secretion. The increase observed with T-cell deple-
tion likely results from increased monocyte percentage in the
culture. The depletion of mDCs reduced the basal level of
CCL22 produced by PBMCs alone as shown in Supplementary
Fig. S2 (26) but did not affect the CCL22 production by tumor
cells. These results suggest that monocytes are the main actors
in CCL22 production by tumor cells within the coculture.
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Figure 4. Within PBMCs, monocytes are essential to favor CCL22 production by breast tumor cells but required the presence of rhIFN-y, and CCL22
production in culture of tumor cells with PBMC-SN is dependent on IL-1B and TNF-a.. A, 10° tumor cells (MCF-7 and CLB-SAV) were cultured in the
presence of rhIFN-y for 48 hours with medium or 10° PBMCs or fractions depleted in myeloid cells (CD33~; 10%), in CD14 (CD14; 9 x 10°), in mDC
(mDC; 10°), in NK cells (NK™; 9 x 10°), orin T cells (Tcells"; 5 x 10°) for analysis of CCL22 production. B, CCL22 production after culture of 10° breast
tumor cells (CLB-SAV and MCF-7) with purified monocytes (CD14"; 10%) or mDC (mDC*; 10°) for 48 hours in medium or in the presence of rhIFN-y (100 ng/mL).
C, 24-hour rhIFN-y preactivated MCF-7 tumor cells were incubated for 2 hours with IL-1RA or not. In parallel, SN of a 24-hour PBMC culture in the presence
of 100 ng/mL rhIFN-y (PBMC-SN) was preincubated with 10 pg/mL control (Ctrl) mAb or anti-TNF-o. mAb and then added on tumor cells for 24 hours.

CCL22 production was quantified at the end of the culture.
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To confirm their role, purified monocytes were added to
tumor cells in the presence or not in the presence of rhIFN-y
(Fig. 4B). Whereas purified monocytes were not able to mimic
PBMC action on tumor cells, further addition of rhIFN-y-in-
duced CCL22 levels comparable with those obtained with
PBMC. This effect was specific to monocytes as mDC, even
in presence of IFN-y, did not reconstitute PBMC effect. Of
most importance, these results suggest that monocytes act in
cooperation with other cell subsets (i.e., NK cells, NKT cells, or
T cells) capable of IFN-y secretion to increase CCL22 secretion
by tumor cells.

Involvement of rhIL-1f3 and TNF-« in inducing CCL22
secretion by tumor cells

As shown above (Fig. 4A), depletion of monocytes strongly
reduced the ability of tumor cells to produce CCL22 in
coculture. Monocytes are strong producers of IL-1 and
TNF-o, previously described to cooperate with IFN-y in
CCL22 production on epithelial cells or keratinocytes (24,
27, 28). As shown in Supplementary Fig. S3, whereas PBMC
produced low IL-1p and TNF-o levels (6.5 4= 0.2 and 99 + 1
pg/mL, respectively), the addition of rhIFN-y increased their
secretion (IL-1B, 133 £+ 12 pg/mL; and TNF-o, 879 £ 53
pg/mL). These 2 cytokines are also detected in tumor cell
line/PBMC coculture in the presence of rhIFN-y. Moreover,
the loss of CCL22 production in monocyte-depleted fraction
was associated with the absence of IL-1f3 and TNF-o. secretion
in the coculture (data not shown).

Whereas CCL22 production by MDA-MB453 cells was most-
ly dependent on IFN-y (Supplementary Fig. S4A and C), the
culture of MCF-7 (Supplementary Fig. S4B and D) or CLB-SAV
(data not shown) with a cross range of recombinant cytokines
showed an important impact of low doses of IL-13 (100 pg/mL)
or TNF-o. (10 ng/mL) on CCL22 production with an additive
effect of IFN-y (Supplementary Fig. S4B and D).

To confirm a role for these 2 cytokines within rhIFN-
Y-PBMC-SN, in CCL22 secretion by tumor cells, we tested
the impact of IL-1 receptor antagonist (IL-IRA) or an anti-
TNF-o. blocking Ab, previously validated (Supplementary
Fig. S5A), on tumor cell line cultures. As shown in Fig. 4C,
treatment with either IL-1RA or anti-TNF-o. mAb was able to
block 40% of CCL22 secretion induced by rhIFN-y-PBMC-SN.
The simultaneous blockade of IL-1B and TNF-o. decreased
CCL22 secretion up to 80%, showing the role of IL-1f and
TNF-0. contained in rhIFN-y-PBMC-SN on CCL22 secretion by
tumor cells.

NK cells and monocytes cooperate to induce CCL22
production by tumor cells

To better understand the mechanisms involved in IFN-y
secretion within PBMC/tumor cell coculture (Supplementary
Fig. $3) that act in synergy with IL-1$ and TNF-c, we hypothe-
sized that NK cells could be activated and secrete IFN-y after
interaction with tumor cells.

To mimic NK activation, NK cells were pretreated with IL-2
for 16 hours. We tested their impact on CCL22 production by
tumor cells in the presence of purified monocytes or mDC-
depleted PBMC fraction. Whereas activated NK cells, mDC-
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Figure 5. Cooperation of monocytes and activated NK cells to

promote CCL22 secretion by tumor cells. A, mDC-depleted fraction
(mDC; 10%), IL-2-activated NK cells (IL-2-NK; 10°), or their combination
were added on 24-hour medium—pretreated breast tumor cells (MCF-7,
MDA-MB4583; 105), and CCL22 secretion was analyzed after a 48-hour
culture period. The control was carried out by addition of mDC-depleted
fraction (10%) on rhIFN-y-pretreated tumor cells. B, purified monocytes
(CD14"; 105), IL-2-activated NK cells (IL-2-NK; 105), or their combination
were added on 24-hour medium pretreated breast tumor cells (MCF-7,
MDA-MB453; 105), and CCL22 secretion was analyzed after 48 hours of
culture.

depleted fraction, or purified monocytes each alone (Fig. 5A
and B) did not trigger CCL22 production by tumor cells, a
combination of activated NK cells with either mDC-depleted
fraction (Fig. 5A) or purified monocytes (Fig. 5B) induced
CCL22 levels comparable with those obtained in the presence
of PBMCs or exogenous rhIFN-y (Fig. 5A). This suggests that
IFN-v released by activated NK cells cooperates with mono-
cytes to promote CCL22 release by tumor cells.

Interaction of K562 tumor cell line with NK cells also favors
their activation (29). The addition of K562 (1:1 K562:NK ratio)
to resting NK cells in the presence of purified monocytes and
tumor cells increased CCL22 secretion by tumor cells that was
dependent on IFN-y as anti-IFN-yR1 blocking mAb reversed
this effect (Supplementary Fig. S6).

Because tumor cell lines upregulate MHC class I in response
to IFN-y or TNF-a (Supplementary Fig. S7), we neutralized
MHC class I expression on tumor cells as an alternative
approach to revert blockade of NK activation through MHC
class I/killer inhibitory receptor (KIR) interactions. The pre-
incubation of tumor cells with blocking anti-MHC class I mAb
(W6/32) before the addition of resting NK cells and monocytes
significantly increased the CCL22 production. This increase
was strictly dependent on the presence of NK cells and
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monocytes (Fig. 6). In these experimental conditions, addition
of IL-1RA, anti-IFN-yR1, and anti-TNF-o. mAb used alone have
all shown a moderate to strong effect depending on the cell
line, but when combined they completely blocked anti-MHC
class I impact, showing the involvement of IFN-y, TNF-o., and
IL-1B (Fig. 6).

NK cells and macrophages colocalize with tumor cells
in situ

As showed in Fig, 7A and B, NK cells (CD3 NKp46™") as well
as macrophages (CD1637CD68") were detected within the
primary tumor cell suspensions by flow cytometry [mean =
3.72% (0.15%-8.2%) for NKp46' and mean = 11.7% (0.58%-
37.1%) for CD1637]. As shown by IHC on paraffin-embedded

tumor sections, NK cells (NKp46+; Fig. 7C and D) as well as
macrophages (CD163"; Fig. 7E and F) are localized in the
vicinity of tumor cells. Moreover, purified in situ activated
ascite-derived macrophages are able to cooperate with NK
cells to favor a strong CCL22 production by breast tumor cell
line (Fig. 7G). Together, these data suggest the potential
recognition of tumor cells by NK cells favoring in combination
with macrophages, the initiation of CCL22 secretion by these
tumor cells.

Discussion

In this study, we showed that recognition of transformed
mammary epithelial cells favors NK cell activation and
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subsequent IFN-y secretion associated with the release of
monocyte-derived IL-1B and TNF-a that triggers CCL22 pro-
duction by tumor cells. This tumor cell-associated CCL22
secretion favors blood CCR4" Teg recruitment leading to the
development of a tolerogenic environment conducive to the
tumor immunosubversion and development.

We previously reported a strong correlation between
CCL22 expression by tumor cells and the presence of T,
within breast tumor environment. Breast tumors lacking
CCL22 are not colonized by T,., independently of their
CCL17 expression status (13). Moreover, T, recruitment
in tumor environment induces a loss of CCR4 expression, a
phenomenon observed when T, are cultured in vitro with
CCL22 but not with CCL17 (30). Similar observations were
made for CCR7 expression that was downregulated on
T cells after interaction with CCL19 but not with CCL21
(31, 32). In agreement with our observation, CCR4 and
CCL22 requirement for T,y recruitment was also reported
in the mouse model of inflammatory bowel disease, in which
the inability of CCR4 ™/~ T,cz to migrate within the colon
tissue leads to disease exacerbation (15).

Our IHC analyses show, in peritumoral breast tissue sam-
ples, polarized apical CCL22 secretion by healthy luminal
epithelial cells within lobular acini as described for other
chemokines (CXCL8, GROB, GROy, GROo, ENA78, MIG,
IP10, and RANTES) detected in the milk or the colostrum
(33, 34). Moreover, nonhematopoietic cells such as keratino-
cytes and epithelial cells can secrete CCL22 (16, 24, 35).
Polarized CCL22 secretion toward the lumen has also been
described in colon epithelium (24). Moreover, the cyclic
hormonal modulation may also affect T,, recruitment within
the mammary gland via CCL22 secretion by epithelial cells.
Indeed, treatment of women with progesterone favors in the
endometrium a high CCL22 production by stromal cells and
glandular epithelial cells at the end of the hormonal cycle (35).
Taken together, these results suggest that CCL22 secretion
within the breast tissue may be part of the mammary gland
physiology controlling the local inflammation associated with
tissue remodeling either at the end of the menstrual cycle or
during breastfeeding.

In accordance with structural disorganization characteris-
tic of primary breast tumor tissue, we observed that CCL22
secretion is no more polarized favoring its diffusion within the
tumor environment that may favor recruitment of macro-
phages, NK cells, Th2 cells (6), and T, (for review, see ref. 12)
expressing CCR4. Moreover CCL22 production is strongly
enhanced when compared with healthy tissue. This is con-
sistent with the levels of CCL22 found either in primary breast
tumor mechanical disaggregation SNs (median = 1.16 ng/mL;
range, 0.23-8.8 ng/mL) or in 48-hour culture primary breast
TUM-SN with more than 40-fold increase in CCL22 levels
(median = 2.91 ng/mL; range, 0.53-12.4 ng/mL) in compar-
ison with nontumor SN (median = 0.07 ng/mL; range, 0.03-
0.23 ng/mL; P = 0.004). It is also important to notice that
CCL22 content is 10-fold higher than that of CCL17 (median =
0.3 ng/mL; range, 0-4.4 ng/mL). Importantly, we show using
either primary breast tumor or tumor cell lines the cooper-
ation between tumor cells and immune infiltrate to induce

high quantities of CCL22, whereas CCL17 secretion remains
barely detectable. Interestingly, although healthy bronchial
epithelial cells secrete CCL17 (36), their tumor counterpart in
lung carcinoma pleural effusion produces CCL22 (37). Taken
together, these results suggest the capacity of the tumor
environment to modulate the chemokine arsenal of epithelial
cells to favor the migration of specific cell subsets. CCL17, via
the recruitment of Th2 CCR4 ™" cells, will favor a Th2 response
as described in atopic dermatitis (38), whereas CCL22 is more
specialized in the recruitment of T,.g as observed in tumors
(for review, see ref. 12).

IL-4 and IL-13, critically involved in the development of
cutaneous pathologies like atopic dermatitis, have been large-
ly shown to induce CCL22 secretion by cells of myeloid origin
(monocytes and mDCs; refs. 22, 39) and to favor CCL17
production by fibroblasts (40). In contrast, we showed in this
study that IL-4 reduces the CCL22 production in breast tumor
epithelial cell lines as previously described for immortalized
keratinocytes (16, 23), colon epithelial cells (24), and glioma
cell lines (41).

In this study, we deciphered the mechanisms involved in
the increased secretion of CCL22 within the tumor environ-
ment. We showed the existence of a dialogue between tumor
cells and circulating immune cells leading to CCL22 produc-
tion by tumor cells and to T, recruitment. We reported that
breast tumor cell lines produced CCL22 in response to rhIFN-y,
as previously described for keratinocytes (16, 23). This secre-
tion is strongly enhanced in coculture with PBMCs but is lost
after myeloid cell (CD33") or monocyte (CD14™) depletion
showing the major role of monocytes in this CCL22 secretion
although they do not secrete CCL22 by themselves.

NK cells constitute a unique component of the innate
immune system able, without specific sensitization, to recog-
nize autologous cells undergoing various form of stress, such
as malignant transformation (42). Target recognition occurs
via the integration of negative and positive signals mediated
by inhibitory (KIR) or activating (KAR) receptors expressed at
the surface of NK cells. Breast tumor cells expressing ULBP or
MICA/MICB markers that bind NKG2D on NK cells will
stimulate their IFN-y secretion (Supplementary Fig. S5; refs.
43, 44). However, expression of MHC class I (Supplementary
Fig. S7), a KIR ligand, by breast tumor cells reduced this IFN-y
secretion. In coculture of breast tumor cell lines with purified
monocytes, thIFN-y could be omitted upon addition of NK
cells in conditions leading to their activation, that is, in the
presence of IL-2, K562 NK target cell line, or anti-MHC class I
Ab. All these culture conditions lead to IFN-y secretion
required for CCL22 production as shown by the use of block-
ing anti-IFN-YR Ab.

In this cell line, MICA (NKG2D-L) expression in breast
tumors has been associated with a poor prognosis (43). This
could result either from the production of soluble MICA that
blocks the killing function of NK cells or the impact of IFN-y
secretion by NK cells on T,., recruitment through CCL22
secretion by tumor cells. In the Lewis Lung carcinoma mouse
model, depletion of NK cells blocked CCL22 production in the
tumor environment; however, NK cells were proposed as the
major source of CCL22 (45). In contrast, we never detected, in
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our experimental set-up, CCL22 secretion by resting as well as
activated NK cells.

The replacement of purified monocytes/macrophages by
the combination of rhIL-13 and rhTNF-o in the culture of
breast tumor cells with thIFN-y or NK cells strongly enhanced
the CCL22 production. This observation is in agreement with
previous publications on keratinocytes and colon epithelial
cell lines (16, 24), whereas blockade of IL-1f and TNF-o
abrogate this secretion in [PBMC/tumor cell] coculture. In-
terestingly, IFN-y increased IL-1R1 and TNF receptor on
tumor cell lines (data not shown), as previously described
(46), suggesting a potential amplification loop of CCL22
production. Taken together, these results suggest the impor-
tance of inflammation in the high CCL22 levels in the breast
tumor environment that will favor T, recruitment leading to
reduced specific antitumor immune response. This is in
agreement with studies in colon tissue reporting the involve-
ment of intestinal flora-mediated chronic inflammation in the
increased recruitment of T, (for review, see ref. 47). This
suggests that inflammation in the mammary gland may
participate in the tumor development. In favor of this,
TNF-0, secretion by leukocytes infiltrating tumors strongly
contributes to mammary carcinogenesis in murine mammary
models (48). Importantly, the in situ analyses on primary
breast tumors allow us to show the presence of NK cells
and macrophages in the vicinity of tumor cells.

T,eg have been described to reduce NK cell cytotoxicity (for
review, see ref. 49) suggesting that CCL22 production by tumor
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Legends to supplementary Figures

Figure S1: Validation of CCRF-CEM as a good model to analyze CCL22 functionality
(A) CCR4 expression on CCRF-CEM cell line, (B) migration of CCRF-CEM cells in
response to a dose response of thCCL22 (2 to 10ng/ml) in a transwell system in the presence
or the absence of anti CCL22 antibody, (C) CCRF-CEM cells migration in response to
rthCCL22 (2.5ng/ml) or 48h culture supernatants (SN) from of MCF-7, PBMC or [MCF-
7/PBMC].This migration was done in presence or absence of anti CCL22, ctrl Ab or anti
CXCL12 Ab (10pg/ml).

Figure S2: Within PBMC, mDC are responsible for CCL22 production that is strongly
reduced in the presence of rhIFNy

10° PBMC or fractions depleted in myeloid cells (CD33") (10%), in CD14 (CD14Y) (9x10°), in
mDC (mDC)(10°%), in NK cells (NK') (9x10°) or in T cells (Tcells’) (5x10%) were cultured in
presence of rhIFNy (100 ng/ml) during 48h for CCL22 production analysis by ELISA.

Figure S3: IL-1B, TNFo and IFNy are secreted within co-culture [PBMC-tumor cells]
supernatants

10° PBMC were cultured alone or in presence of 10° tumor cells (MCF-7 or CLB-SAV) with
or without rhIFNy (100ng/ml). CCL22, TNFa, IL-1 and IFNYy concentration were then
quantified by ELISA after 48h of culture.

Figure S4: Impact of a cross-range of cytokines (IL-13/IFNy, or TNFo/IFNY) on the
production of CCL22 by tumor cells

CCL22 production after 48h culture of tumor cells ( 10°)(A,C : MDA-MB453, B,D : MCF-7)
in the presence of cytokines IL-1f (0.01 to 1ng/ml) or TNFo (0.1 to 100ng/ml) and IFNy (0,1
to 100ng/ml with TNFo or 1 to 1000ng/ml with IL-1p) in cross range.

Figure S5: Impact of cytokines on the expression of cytokines receptors and validation
of cytokines inhibitors

(A) Validation of the inhibitory effect of anti TNFa (10pg/ml) and IL-1RA (100ng/ml) to
block respectively the CCL22 secretion induced by rhIL-1f (100pg/ml) and
rhTNFa (10ng/ml). (B) Expression of IFNYR1 (CD119) and IL-1R1(CD121) was analysed by
flow cytometry on MCF-7 cells after 24h culture in the presence of rhIFNy (10ng/ml), rhIL-
1B (100pg/ml) or TNFa (10ng/ml) or their combination

Figure S6: CCL22 production induced by the combination of monocytes and K562-
activated NK cells is IFNy dependent

Purified monocytes (10%), NK cells+K562 cells (1:1) (10° each) or their combination were
added on 24h medium pretreated breast tumor cells (MCF-7, MDA-MB453)(10°) in the
presence of Ctrl Ab or anti IFNYR blocking Ab (10pg/ml) and CCL22 secretion was analysed
after 48h culture period.

Figure S7: Expression of HLA-Class I, CD54 and MICA on tumor cells after activation

for 24h in medium, thIFNYy (100ng/ml) or thTNFa (10ng/ml). Membrane expression of MHC
Class I, CD54 and MICA was analysed by flow cytometry after staining with commercial
antibodies PE labelled. Results were presented as overlaid histograms ( Ctrl Ab,= .
medium culture, — rhIFNYy culture, - - thTNFa culture).



6.2 La sécrétion d’IFN-o. par les pDC est altérée dans la masse
tumorale, favorisant I'enrichissement en Treg et en cellules

productrices d’IL-10 parmi les lymphocytes T CD4+ de tumeur

Sisirak V*, Faget J* et al Cancer Res 2012, 72(20):5188-5197. * first co-authors

Les TA-pDC sont bloquées a un stade immature et leur capacité a sécréter de I'lFN-a est inhibée
dans le cancer du poumon (Perrot et al., 2007), le cancer « téte et cou » (Hartmann et al., 2003)
et le cancer de 'ovaire (Zou et al., 2001). Les travaux antérieurs de I'équipe (Treilleux et al.,
2004) ont montré que l'infiltration des tumeurs du sein par les pDC est un facteur de mauvais
pronostique, tout comme la présence d’'un nombre important de Treg (Gobert et al., 2009). La
capacité des pDC a induire in vivo et in vitro la prolifération des Treg ayant été rapportée par
plusieurs équipes (Hadeiba et al., 2008; Martin-Gayo et al., 2010), nous avons émis |’hypothése
que les TA-pDC intra-tumorales pouvaient étre impliquées dans la prolifération des TA-Treg

infiltrant les tumeurs primaires de sein.

Dans cet article, 'analyse phénotypique et fonctionnelle des pDC issues de tumeurs primaires de
sein met en évidence des cellules dans un état semi-mature et fortement altérées pour leur
capacité a produire de I'lFN-o. en réponse a I'engagement des ligands de TLR (TLR-7 et 9). Que ce
soit en IHC sur TMA ou sur tissus frais en cytométrie de flux, nous observons une corrélation
positive forte entre la présence de pDC et de Treg dans les tumeurs primaires de sein. Nous
montrons in vitro, que comparé aux autres sous-populations de DC (mDC et MoDC), les pDC de
donneurs sains présentent une capacité accrue a favoriser la prolifération des Treg allogéniques
purifiés. L’utilisation du modéle de pDC de donneurs sain pré-incubées avec les surnageants de
tumeur mimant les TA-pDC nous a permis de montrer que l'altération fonctionnelle (perte de
production d’IFN-a.) des pDC favorise I'émergence de cellules FoxP3" parmi les T CD4 mémoires
lors d’une culture allogénique. L’addition d’IFN-a. exogéne lors de réactions allogéniques entre
TA-pDC et T CD4 de donneurs sains inhibe fortement I'émergence de cellules T CD4 exprimant
Foxp3 et la sécrétion d‘IL-10 tout en augmentant la sécrétion d’IFN-y. L’'ensemble de ces
données suggere donc trés fortement que |'altération des TA-pDC favorise I'induction d’une
réponse tolérogéne via I'expansion des Treg et I'augmentation de la sécrétion d’IL-10 par les
cellules T CD4 mémoires. Restaurer la production d’IFN-o par les TA-pDC pourrait permettre de
diminuer la réponse immunosuppressive (Treg et production d’IL-10) et favoriser la production

d’IFNy par les cellules T.
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Impaired IFN-a Production by Plasmacytoid Dendritic Cells
Favors Regulatory T-cell Expansion That May Contribute to
Breast Cancer Progression
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Abstract

Infiltration and dysfunction of immune cells have been documented in many types of cancers. We previously
reported that plasmacytoid dendritic cells (pDC) within primary breast tumors correlate with an unfavorable
prognosis for patients. The role of pDC in cancer remains unclear but they have been shown to mediate immune
tolerance in other pathophysiologic contexts. We postulated that pDC may interfere with antitumor immune
response and favor tolerance in breast cancer. The present study was designed to decipher the mechanistic basis
for the deleterious impact of pDC on the clinical outcome. Using fresh human breast tumor biopsies (N = 60
patients), we observed through multiparametric flow cytometry increased tumor-associated (TA) pDC (TApDC)
rates in aggressive breast tumors, i.e., those with high mitotic index and the so-called triple-negative breast tumors
(TNBT). Furthermore, TApDC expressed a partially activated phenotype and produced very low amounts of IFN-o.
following toll-like receptor activation in vitro compared with patients’ blood pDC. Within breast tumors, TApDC
colocalized and strongly correlated with TA regulatory T cells (TATreg), especially in TNBT. Of most importance,
the selective suppression of IFN-o. production endowed TApDC with the unique capacity to sustain FoxP3" Treg
expansion, a capacity that was reverted by the addition of exogenous IFN-o.. These findings indicate that IFN-
o—deficient TApDC accumulating in aggressive tumors are involved in the expansion of TATreg in vivo,
contributing to tumor immune tolerance and poor clinical outcome. Thus, targeting pDC to restore their
IFN-o. production may represent an attractive therapeutic strategy to overcome immune tolerance in breast
cancer. Cancer Res; 72(20); 5188-97. ©2012 AACR.

tumors, are highly infiltrated by immune cells. Tumor-resident
DC are conditioned by the tumor microenvironment to favor
tolerogenic responses that could contribute to disease pro-
gression (2). Indeed, we previously showed that plasmacytoid
DC (pDC) and Treg infiltrating breast tumors correlate with an
adverse clinical outcome (3, 4), suggesting that both pDC and
Treg are involved in breast cancer progression.

pDC are well known for their role in antiviral immuno-

Introduction

Functional alteration of tumor-associated dendritic cells
(TADC) that play a critical role in antitumor immunity, as
well as mobilization of immunosuppressive regulatory T cells
(Treg) that shut down immune responses, have been associ-
ated with tumor tolerance (1). Most cancers, including breast
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surveillance through their massive production of type I IFN-
o/B/® in response to DNA or RNA viruses, recognized by
toll-like receptors (TLR) 9 and 7, respectively (see ref. 5
for review). Beside their direct antiviral properties, type I
IFNs produced by pDC activate natural killer (NK) cells,
macrophages, and CD1lc™ myeloid DC (mDC) to elicit
antimicrobial/viral/tumor immune responses (5). Moreover,
differentiated mature pDC are capable of efficient antigen
(cross)-presentation (6, 7) directing T-cell responses with
considerable flexibility (5). Of importance, recent works have
also established a critical role of pDC in noninfectious
autoimmune/inflammatory pathologies (lupus, psoriasis)
because of uncontrolled production of IFN-¢. following their
chronic activation by self-nucleic acids (8, 9).
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In addition to immune activation, increasing evidence sug-
gests that pDC also play regulatory functions. Under certain
circumstances, the tolerogenic role of pDC as inducers of Treg
in the periphery has been clearly illustrated in vivo (see ref. 10
for review) as well as their capacity to induce the differenti-
ation (11-13) and expansion (14, 15) of Treg in vitro.

pDC are also involved in antitumor immunity, as underlined
by their recent identification in several human and murine
solid cancers (4, 16-19). Only sparse information are available
on TApDC functions showing (i) poor stimulation of CD4 and
CD8T cells (18, 19), (ii) induction of anergic and/or suppressive
CD4 and CD8 T cells (19, 20), (iii) promotion of multiple
myeloma cell growth, survival, and drug resistance (21), but
also (iv) involvement in therapeutic response to TLR7 ligands
(22, 23). In breast cancer, we previously reported an accumu-
lation of suppressive and activated Treg that proliferate in situ
and that are associated with a poor prognosis (3), indicating
that TATreg can expand in the tumor microenvironment.

To understand the negative impact of TApDC on breast
tumor patients' outcome and its possible link with TATreg, we
investigated herein, their functional competence within breast
tumors. We show that TApDC are impaired for their IFN-o
production and consequently promote immune tolerance
through TATreg expansion and differentiation of interleukin
10 (IL-10)-secreting T cells, leading to tumor progression and
poor clinical outcome in breast cancer. Thus, restoring the
production of IFN-o. by pDC within breast tumors emerges as
an appealing therapeutic strategy to trigger antitumor
immunity.

Materials and Methods

Patients, human tissue samples, and blood

Fresh tumor and blood samples (collected on CTAD anti-
coagulant) from 60 patients diagnosed with primary breast
carcinoma were obtained before any treatment from the
Centre Léon Bérard (CLB) tissue bank after patient informed
consent. The study was reviewed and approved by the Insti-
tutional Review Board of CLB. Discarded human tonsil mate-
rial was obtained anonymously according to the institutional
regulations in compliance with French law. Healthy human
blood was obtained anonymously from the Etablissement
Francais du Sang (Lyon, France). Written informed consent
was obtained from all study participants in accordance with
the Declaration of Helsinki. The breast cancer patients' char-
acteristics are detailed in Supplementary Table S1. All clinical
and biologic data related to breast cancer patients were
collected prospectively and included in a regularly updated
institutional database at CLB.

Isolation of pDC, naive and memory CD4" T cells, and
in vitro generation of monocyte-derived DC

Breast tumor samples, tonsils, and blood were processed
as previously described (3). pDC and naive or memory CD4 ™"
T cells were obtained from tissues after magnetic enrich-
ment or fluorescence-activated cell sorting (FACS)-sorting.
Monocyte-derived DC (MoDC) were obtained from blood-
purified monocytes. Detailed methods are provided in Sup-
plementary Methods.

Stimulation of pDC

TApDC were cultured at 5 x 10° cells/mL in 96-well flat-
bottomed plates in complete medium for 24 hours in the
presence of IL-3 (20 ng/mL), inactivated flu virus (100
HAU/mL), CpG-A (5 pg/mL), CpG-B (5 pug/mL), and R848
(I pg/mL). Healthy pDC were cultured in presence of IL-3
with or without breast TUMSN (25%) for 16 hours before TLR
activation. Cells and supernatants were harvested after 24
hours and 40 hours for TApDC and healthy pDC culture,
respectively, to analyze cell surface expression of activation
markers and cell viability (by propidium iodide exclusion) by
flow cytometry and cytokine/chemokine production by ELISA.

DC T-cell cocultures

Allogeneic naive CD4" T cells, Treg, and conventional
memory CD4" T cells were cultured in complete medium with
or without (i) IL-2 (100 IU/mL) and (ii) purified TApDC, healthy
pDC, mDC, and MoDC pretreated for 24 hours with IL-3,
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF;
10 ng/mL), CpG-B, R848, or flu or purified healthy pDC that
were preincubated for 40 hours in IL-3 with (TUMSN-pDC) or
without breast tumor supernatants, and TLR-L. T lymphocytes
were added on preactivated DC subsets (ratio 1:5) and cocul-
tured for 4 days in triplicate in 96-well round-bottomed plates.
Proliferation was assessed by carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE; Invitrogen) dilution in experiments analyzing
FoxP3 expression after gating on CD3" cells or by DNA syn-
thesis analyzed by *H-TdR uptake (Betaplate scintillation
counter, Perkin Elmer). Viable cells were selected by 4, 6-
diamidino-2-phenylindole exclusion or Live/Dead reagent
(Invitrogen) in case of cell permeabilization. Cytokines secre-
tion was measured by ELISA in the supernatants. At day 4, for
naive T cells and TUMSN-pDC coculture, T cells were har-
vested, washed, and restimulated at 10° cells/well in triplicate
for 16 hours with phorbol 12-myristate 13-acetate (50 ng/mL)
and ionomycin (2 pg/mL; Sigma-Aldrich), while for other
T/pDC cocultures, supernatants of coculture were harvested
and frozen without any further stimulation of T cells.

Immunohistochemical analysis on tumor tissue

Stainings using CD3 (4) and FoxP3 (3) antibodies were
carried out on tissue microarray paraffin sections from 151
patients with invasive nonmetastatic breast cancer using a
BenchMark Series automated slide stainer (Ventana) as pre-
viously described. After heat-induced Ag retrieval in tris-based
buffer pH 8, BDCA2 staining was carried out using mouse anti-
BDCA2 (clone 104C12, Dendritics) at 5 pg/mL incubated at
37°C for 30 minutes, revealed with biotinylated secondary
antibody bound to streptavidin peroxidase conjugate (Ultra-
View kit and Amplification kit, Ventana), and revealed with
3,3-diaminobenzidine (Dako) as substrate. Sections were
counterstained with hematoxylin. The density of BDCA2™" cells
was assessed semiquantitatively allowing the stratification of
the tumors as positive or negative for BDCA2. FOXP3™ cells
were enumerated using the ARIOL system (Applied Imaging).
To compare the role of high number of FOXP3" cells, we chose
as cutoff the highest quartile (>26.7 in non-TNBT and >61.8
in TNBT).
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Statistical analyses

Comparison of independent samples was done by the
student 7 test or nonparametric Wilcoxon tests when appro-
priate. Comparison of percentages was done by yx* test.
Correlation analysis of the data was conducted using the
Fischer exact test, Spearman test, or the Pearson test when
appropriate. Data for cytokine production and T-cell prolif-
eration are expressed as mean + SD. Percentages of inhi-
bition of IFN-a production by pDC were compared using a
nonparametric Friedman test for paired samples. Differ-
ences were considered significant for P values less than
0.05 and are indicated as * for P < 0.05, ** for P < 0.01, and
*** for P < 0.001.

Results

High TApDC infiltration is associated with aggressive
breast tumors

We previously reported that infiltration of primary breast
tumors by pDC identified as CD123" cells by immunobhis-
tochemistry (IHC) correlates with poor prognosis, with a
median follow-up of 5 years (4). We updated our clinical
database with a median follow-up of 12 years and we observed
that the presence of CD123" pDC still represents a major
independent adverse prognostic factor for both overall survival
(0S; P = 0.002) and relapse-free survival (RES; P < 103
Supplementary Fig. S1). In a prospective study including 79
newly diagnosed breast tumors patients and using flow cyto-
metry, pDC and mDC were identified in primary breast tumor
specimens as lineage ~CD4'CD11c CD123*BDCA2" and
lineage ~CD4"CD11c"BDCA1" cells, respectively (Supple-
mentary Fig. S2A). Comparative analyses showed that the
mean percentage of DC among total cells in primary tumors
was 0.15 £ 0.18% for pDC versus 0.04 £ 0.05% for mDC (P <
1073; Fig. 1A, left panel). We also observed significant lower
pDC and to alesser extent mDC frequencies in patients’ blood
(mean pDC: 0.25 £ 0.22%, n = 48), when compared with healthy
donors' blood (mean pDC: 0.37 £ 0.19%, n = 48; P = 0.006; Fig.
1A, right panel). These observations suggest preferential pDC
recruitment within the tumor mass. Because the median
follow-up of our prospective cohort was 43 months, there were
not enough events to analyze RFS and OS. However, we
observed significant increased TApDC in aggressive tumors
with high mitotic index (MI) that mirrors the rate at which
tumor cells divide (0.22 + 0.22 compared with 0.10 £+ 0.11, P =
0.03) and triple negative breast tumors (TNBT; hormone-
receptors and HER2-neu negative) (0.29 & 0.28 compared with
0.12 + 0.12, P = 0.05) compared with low MI and non-TN
tumors, respectively (Fig. 1B). The presence of high numbers of
TApDC was correlated only with those parameters that are
characteristic of tumor aggressiveness (Supplementary Table
S1 and Fig. 1C). These observations were confirmed by IHC
analysis as we observed that TApDC infiltration was massive in
50% of TNBT (n = 25 tumors), compared with only 19% other
tumors (7 = 162 tumors; P = 0.05). Importantly, such correla-
tions were not observed for TAmDC (Supplementary Table S1).
Thus, using 2 different methods (flow cytometry and IHC) to
identify pDC in 2 independent cohorts, we showed that high
numbers of TApDC correlated with tumor aggressiveness,

strengthening our previous report on the deleterious impact
of TApDC on breast tumors patients outcome (4).

Breast TApDC display a partially activated phenotype
and are impaired for IFN-a production in response to
TLR ligands

In contrast to tonsil pDC or paired blood pDC, TApDC
(gated on CD4+CD123™ cells; Supplementary Fig. S2B) specif-
ically exhibit a partially activated phenotype with moderate
but significantly higher levels of activation markers such as
CD40, CD83, CD86, and HLA-DR and reduced BDCA?2 expres-
sion (Fig. 2A and B), a characteristic resting pDC marker. Thus,
the breast tumors environment favors TApDC activation.

pDC are the most potent type I IFNs producing cells in
response to TLR7 or 9 ligands (5). IFN-o. production by purified
TApDC (>98%) was strongly reduced in response to both TLR7
(flu; 76.3% of inhibition, P < 0.01) and TLR9 (CpG-A) ligands
(89% of inhibition) compared with healthy tonsil used as a
control tissue (Fig. 3A, left panel). In contrast, patients' blood
pDC produced similar levels of IFN-o than pDC from healthy
donor blood in response to TLR activation (Fig. 3B). These
results indicate that the capacity of pDC to produce IFN-o. is
selectively altered at the tumor site. Moreover, this inhibition
was specific for IFN-o, because the production of other
immune mediators such as IP-10/CXCL10 remained unaffect-
ed after TApDC activation (Fig. 3A, right panel). The weak IFN-
o, response of TApDC suggested that breast tumor cells or
other cells present in tumor tissue actively suppress the ability
of pDC to produce IFN-c. To study this effect in more detail,
healthy pDC were exposed to supernatants derived from cell
cultures of single-cell suspensions of primary breast tumors
(TUMSN) and 6 different breast cancer cell lines (BCCSN)
before TLR stimulation. Most TUMSN (n = 25/33; Fig. 3C left
panel, n = 10 TUMSN shown), but not the BCCSN (Supple-
mentary Fig. S3A), significantly inhibited pDC IFN-o. produc-
tion in response to flu (TLR7-L) and CpG-A (TLR9-L; mean% of
inhibition: 60.6 + 14%, P < 0.05 and 75 £ 18.6%, P < 0.05,
respectively), in a dose-dependent manner (Supplementary
Fig. S3B). Importantly, IP-10/CXCL10 production remained
unaffected (Fig. 3C, right panel). Altogether our observations
show that pDC are exposed to soluble factors in breast tumors
environment that inhibits their IFN-a production.

Breast tumors' environment conditions pDC to induce
selective Treg expansion

BDCA2" TApDC mainly colocalized with CD3" lymphoid
aggregates in breast tumors (Fig. 4 and Supplementary Fig.
S4A) compared with epithelial cytokeratin™ areas (42% vs. 14%
of tumors analyzed, n = 20; Supplementary Fig. S4B) leading us
to investigate TApDC capacity to activate T cells in vitro. First,
we showed that CD40, CD80, and CD86 expression increased
following TLR stimulation in TApDC at levels comparable to
tonsil pDC (Fig. 4B and Supplementary Fig. S5). Consistent
with the acquisition of a mature phenotype, TLR-stimulated
TApDC trigger potent naive CD4 " T-cell proliferation (Fig. 4C)
and differentiation into Trl1-like cells producing high levels of
IL-10 and IFN-y (Fig. 4D), as observed for tonsil pDC (Fig. 4C
and D). Furthermore, we observed that similarly to TApDC,
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higher numbers of FoxP3" TATreg infiltrate TNBT than non-
TNBT (3rd quartile = 61.8 compared with 26.6 FoxP3™ cells,
respectively). Importantly, we observed a significant positive
correlation between TApDC and TATreg frequencies in TNBT
(r2 = 0.749, P = 0.002, n = 14), and to a lower extent in non-
TNBT (7* = 0.413, P = 0.004, n = 48; Fig. 5A). Such correlations
(i) were not as significant for TAmDC (* = 0.672, P = 0.05 in
TNBT and 7* = 0.291, P = 0.08 in non-TNBT; not shown) and (ii)
were confirmed by IHC analysis as we observed that 50% of
TNBT and 42% of non-TNBT containing TApDC also contained
high numbers of FoxP3" TATreg in lymphoid areas (P = 0.02)
although tumors lacking pDC were poorly or not infiltrated
by TATreg (17.7% and 0% for non-TNBT and TNBT,
respectively; Fig. 5B). Thus, because (i) TApDC infiltrates are
associated with TATreg infiltrates, (ii) TApDC and TATreg are
in close contact within lymphoid infiltrates (Fig. 4A and Faget,
manuscript in preparation), and (iii) both cell subsets are

associated with poor prognosis in breast tumors (3, 4), we
consequently investigated whether TApDC showing reduced
capacity to secrete type I IFN may favor TATreg accumulation.
Importantly, we observed that in absence of exogenous IL-2,
R848-activated pDC have the highest capacity to promote the
proliferation of purified allogeneic Treg while all DC subsets
(pDC, mDC, and MoDC) induced similar proliferation of
purified memory conventional T cells (Fig. 5C). Interestingly,
TUMSN-pretreated pDC, in IL-3 alone or in TLR-7L (flu
or R848), potently increased by 2.8- to 4.6-fold the percentage
of FoxP3"e" T cells (9.3 + 1.1%, 86 =+ 0.5%, and 7.3 +
0.5%, respectively) among CD4"CD45RO™ T cells compared
with absence of TUMSN (2% for IL-3 and 2.6 + 0.5% for both
TLR-L; Fig. 5D). Furthermore, IL-3-treated TApDC and
TUMSN-conditioned healthy donor pDC were more potent
than IL-3-treated healthy donor pDC to favor Treg expansion
among CD4"CD45RO™ T cells (9% vs. 1.5% of CD3" T
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cells; Fig. 6A). However, TUMSN-conditioned healthy pDC did
not induce the differentiation of FoxP3™ Treg from naive CD4 ™"
T cells (Supplementary Fig. S6). Thus, TApDC mainly favored
Treg expansion rather than differentiation. Collectively, these
observations show that breast tumors environment amplified
pDC unique capacity to stimulate Treg expansion.

Exogenous IFN-« reverts immunosuppressive T-cell
responses induced by TApDC and breast tumor
environment

We hypothesized that the defect in IFN-o production by
TApDC could favor Treg amplification. Addition of 1,000
IU/mL exogenous IFN-o. (Fig. 6A) strongly reduced by 78%
Treg amplification from CD4"CD45RO" T cells induced by
IL-3-treated TApDC. Similar results were obtained using
healthy pDC cultured in IL-3 or IL-3 + TUMSN with respec-
tively 1.5% and 7.7% of FoxP3"8" T cells without IFN-0. versus
0.9% and 4.8% in the presence of IFN-a. (Fig. 6A). Furthermore,
IFN-o inhibited IL-10 and enhanced IFN-y secretion by total
CD4" T cells induced by IL-3-treated TApDC suggesting a
switch in T-cell response toward Thl polarization (Fig. 6B).

Collectively, these data indicate that TApDC capacity to pro-
mote immunosuppressive T-cell responses through FoxP3"s"
Treg expansion and IL-10-secreting T cells is strongly amplified
in tumors as a result of their impaired IFN-o production.

Discussion

The negative prognostic value of pDC and Treg infiltration in
human breast tumors (3, 4) prompted us to examine the
contribution of pDC and their interaction with Treg in breast
cancer immune evasion mechanisms. We show herein that
TApDC are preferentially infiltrating aggressive breast tumors.
Moreover, TApDC are highly repressed for their IFN-o. pro-
duction after TLR stimulation. Such IFN-a-deficient TApDC
strongly correlate with TATreg infiltrate in TNBT, promote
TATreg expansion, and prime IL-10-secreting CD4" T cells.
Finally, these tolerogenic properties of TApDC are reverted by
exogenous IFN-o. Altogether, our observations show that
TApDC altered for their IFN-o. production contributes to
establish immune tolerance through Treg expansion leading
to tumor progression and poor clinical outcome in breast
cancer.
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pDC are well recognized for their role in antiviral immuno-
surveillance driven by type I IFNs production (5). In addition,
excessive production of IFN-o. by pDC that are chronically
activated by [LL37/self-nucleic acids] complexes participated
to the development/maintenance of noninfectious autoim-
mune/inflammatory pathologies (8, 9). In contrast, in breast
tumors we observe that TApDC are strongly inhibited for their
IFN-o. production upon stimulation with exogenous TLR-L in
vitro, in agreement with a previous study in head and neck
cancer (16) and our recent work in ovarian carcinoma (24). As
(i) tumors have been shown to express LL37 (25) and (ii)
endogenous danger signals such as self-nucleic acids (26) are
released from dying tumor cells, it is tempting to speculate
that, upon (LL37/self-nucleic acids) complexes recognition
TApDC might contribute to tumor immunosurveillance
through type I IFNs production. This is consistent with the
partially activated phenotype of breast TApDC. Thus, the
tumor has evolved mechanisms to inhibit type I IFNs secretion

by TApDC to prevent an effective antitumor response and favor
tumor progression. This hypothesis is currently under inves-
tigation but it is supported by recent works showing that (i)
type ITFN is selectively required by DC for immune rejection of
tumors (27, 28) and (ii) the type I IFN signature is predictive of
responses to anthracyclines in breast cancer patients (29).
Consistent with TApDC defect in IFN-o. production, we
show that soluble factors derived from breast tumors envi-
ronment block type I IFNs production by healthy activated
pDC in vitro. We recently showed in ovarian cancer that TGF-3
and TNF-o from breast tumors environment cooperate to
inhibit IFN-a. secretion by TApDC (24). Our ongoing study is
pointing to similar mechanisms in breast tumors (Sisirak,
submitted) but also to cell-associated molecules such as
BST-2 that (i) is expressed by BCC lines and (ii) inhibits
TLR-triggered IFN-o. secretion by healthy pDC (30). It is likely
that the main source of inhibitory factors in the breast tumors
environment are the immune cells and/or stromal cells
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(fibroblasts and mesenchymal stem cells) because BCC lines
supernatants did not block pDCs' innate functions.

The absence of inhibition of pDC maturation and pro-
duction of IP-10/CXCL10 formally excludes a general
downregulation of TLR expression by the breast tumors
environment in contrast to what has been observed in head
and neck cancer (16). Our ongoing studies are identifying the
molecular mechanisms involved in TApDC dysfunction
(Sisirak, submitted).

Although TApDCs' innate functions are strongly impaired by
breast tumors, they exhibit similarly to ovarian cancers (24)
exacerbated ability to induce allogeneic naive CD4" T-cell
proliferation and differentiation into IL-10-producing cells,
that were shown to be suppressive cells in vitro (11). Taken
together with the study showing that pDC induce IL-10-
producing CD8" Treg in ovarian cancer (20), these findings
suggest that pDC will favor an immunosuppressive IL-10-rich

environment. Our FACS and IHC analysis show strong corre-
lation between TATreg and TApDC infiltrate as well as their
in situ colocalization in breast tissues. In line with these
observations, we observe that breast TApDC are specialized
in promoting the expansion of preexisting natural Foxp3" Treg
in vitro, in agreement with other studies showing that pDC
induce Treg proliferation (14, 15, 31-34). We also report herein,
that soluble factors from the breast tumors environment
condition pDC to become tolerogenic through their ability to
promote Treg expansion. A tolerogenic role for pDC was also
recently reported in vivo in different mouse models (see ref. 10
for review), by either promoting Treg or Trl cells or directly
suppressing effector T-cell responses. Although in other con-
texts, pDC-driven Treg generation from naive T cells has been
reported both in vitro (12, 13, 35-38) and in vivo (39, 40), breast
tumors environment-conditioned pDC do not induce FoxP3*
Treg differentiation from naive CD4" T cells (Supplementary
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Figure 5. IFN-o—deficient TApDC increase Treg expansion. A, Spearman rank correlations between the proportions of CD4 "BDCA2"CD123" pDC and CD4™
CD45RO"CD25"9" Treg as determined by flow cytometry in non-TNBT (n = 48) and TNBT (n = 12). B, percentages of breast cancer patients with low or high
numbers of TATreg [the highest quartile >26.7 and 61.8 FoxP3™ cells for non-TNBT and TNBT, respectively, was used as cutoff value as defined in a
retrospective study by IHC (3)] among patients with or without TApDC in non-TNBT (n = 133) versus TNBT (n = 18). *, P < 0.05; **, P < 0.01;

Fischer exact test. C, pDC, mDC, and MoDC were preactivated for 24 hours with IL-3 or GM-CSF and R848, washed, and cocultured for 5 days

with CFSE-labeled conventional memory CD4*CD25-°"/Ne9CD127*/~ T cells (Tconv) or CD4"CD25"9"CD127~ Treg in the absence of IL-2. At day 5, CFSE
dilution was analyzed on CD3" T cells. Percentages of CFSE-diluted cells are indicated. D, healthy pDC were pretreated for 16 hours with IL-3 with or without
25% TUMSN before activation or not with R848 or flu for 24 hours. Memory CD4* T cells were then added with IL-2 (100 1U/mL) at 25% v/v for 5 days.
Anti-CD3/anti-CD28 expandbeads were used as control. FoxP3 expression was analyzed on CD3™ viable cells.

Fig. S6). These results provide evidence that TApDC may
contribute to tumor progression through Treg expansion. This
unique capacity of TApDC is because of ICOS/ICOS-L inter-
action between TApDC and TATreg, respectively (Faget; sub-
mitted for publication).

Of most importance, the inhibition of type I IFNs production
by TApDC is required for this tolerogenic TApDC function
because exogenous IFN-o. (i) blocks TApDC-mediated Treg
expansion and (ii) potentiates IFN-y and inhibits IL-10 pro-
duction by memory CD4" T cells highlighting a shift toward
Thl phenotype instead of tolerogenic memory CD4" T-cell
activation. Our findings are supported by recent publications
showing that through a direct effect on Ag-presenting cells and
by affecting Treg proliferation and differentiation, IFN-o. sus-
tains and drives CD4 " effector functions (41, 42). Thus, in vivo
local interactions between IFN-o-deficient TApDC and TAT
cell (ref. 3 and Faget; submitted for publication) lead to
TATreg and Trl expansion, favoring an immunosuppressive
environment that may contribute to tumor immune escape
and progression.

Overall, our data provide direct evidence that TApDC have
an important immunopathologic role through Treg expansion

in human breast cancer that likely explain their deleterious
impact on the clinical outcome. The positive correlation
between TApDC and TATreg content and tumor aggres-
siveness as observed in TNBT strengthens our previous obser-
vations showing that infiltration of primary breast tumors by
pDC correlates with poor prognosis (4). It also corroborates
our recent findings in ovarian cancer and from others in
melanoma showing that TApDC accumulation correlates with
early relapse (24, 43). TNBT represent about 15% of all breast
cancers but they have the severest prognosis. It represents an
important clinical challenge and little is known about their
biology (44). Mechanisms beyond this predominant TApDC
infiltration in TNBT is an important question that is currently
under investigation. Of note, because of the low incidence of
TNBT, we could not analyze the impact of TN status on the
functional alteration of ex vivo purified TApDC nor the impact
of pDC on the clinical outcome of TNBT.

In conclusion, we identify in human breast cancer a TApDC
defect in IFN-o production leading to TATreg expansion and
contributing to breast tumor progression. These findings
uncover the mechanisms that mediate the deleterious impact
of pDC infiltration in breast tumors and would provide new
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Figure 6. Exogenous IFN-o
reverts tolerogenic properties of
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therapeutic approaches targeting pDC, as in skin cancers (22,
23, 45, 46). We recently obtained evidences in a mouse mam-
mary tumors model that reactivation of TApDC leads to tumor
regression and antitumor immune responses (Le Mercier and
colleagues, manuscript in preparation). Thus, restoring TApDC
innate function might represent an attractive therapeutic
strategy for localized breast tumors.
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Supplemental Information

SI Materials and Methods

Reagents and antibodies (Abs). IL-3 (Peprotech), GM-CSF (Schering-Plough), IL-2
(Chiron); formaldehyde-inactivated influenza (flu) virus (A/Wisconsin/67/05) (generous gift
from Aventis Pasteur), CpG-A/ODN 2336 and CpG-B/ODN10104 (Coley Pharma), and R848
(InvivoGen).

Abs for flow cytometry. Directly conjugated mAbs were purchased from Becton Dickinson
(BD) Biosciences: CD16, CD20, CD56, HLA-DR (all coupled to FITC), CDI11c, CD123,
anti-CD86 (all coupled to PE) ; from Dako : CD19 FITC; from Beckman Coulter: CD3 and
CD14 FITC, CD40 and CDS83 PE, CD4 PE-CyS5 ; from Miltenyi: CD123 and BDCA2 FITC,
and BDCAA4 PE ; from eBiosciences: FoxP3 PE.

Abs for IHC. BDCA-2 (mouse IgG1, clone 104C12; Dendritics, France), CD3 (mouse IgG2a,
clone HIT3a, BD Biosciences) on frozen tissues, CD3 (polyclonal rabbit IgG, Dako) on
paraffin-embedded tissues, FoxP3 (mouse IgG1, clone 236AE/7, AbCam), and cytokeratin

(mouse IgG1, clone AE1/AE3; Dako).

Isolation of pDC, naive and memory CD4" T cells and in vitro generation of MoDC

BT samples, tonsils, and blood were processed as previously described (3). pDC were purified
from lineage(Lin)-negative enriched MNC using CD304/BDCA-4 microbeads kit or a
negative selection kit (Miltenyi Biotec) or FACS®-sorting (FACSVantage SE™ DiVa flow
cytometer, BD Biosciences) as Lin'CD4"CD11¢” cells. Purity was routinely >98%. mDC were
purified from tonsil MNC by FACS®-sorting as Lin CD4"CD11c¢" cells. MoDC were obtained
from blood-purified monocytes after 7 days differentiation in GM-CSF (100 ng/ml) and 1L-4

(50 UI/ml) (Schering-Plough, Kenilworth USA). Naive or memory CD4" T cells (>95%

-1-



purity) were obtained from tissues after magnetic depletion using anti-CDS, -CD11b -CD14, -
CD19, -CD16, -CD45RO, -CD56, and -glycophorin A/CD235a mAbs followed by anti-IgG
beads (Invitrogen) and including either anti-CD45RO or -CD45RA mAb respectively, as
previously described (3). CD4'CD25""CD127° Treg and CD4'CD25CDI127"°"*
conventional CD4" T cells were FACS®-sorted from purified memory CD4" T cells. The

purity was routinely > 95%.

Preparation of breast tumor-derived supernatants (TUMSN)

Single-cell suspensions from primary BT were incubated at a final concentration of 1.5x10°
cells/ml in complete medium (RPMI 1640 supplemented with 10% FCS (Lonza), 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin, and 2 mM L-Glutamine (all from Invitrogen)). Culture

supernatants were collected after 48h, filtrated on 0.22 um, and frozen.

Detection of cytokines
The ELISA for human IFN-o, IL-10, IFN-y (all from Bender MedSystems) and IP-

10/CXCL10 (BD Biosciences) were used according to manufacturer’s instructions.

Tumor tissue IHC

Frozen breast tumor sections (5 um) were rehydrated in PBS 5 min and then fixed in acetone
for 20 min at 4°C. Sections were first blocked for peroxidase activity with peroxidase
blocking reagent (Dako) for 10 min. The non-specific sites were then blocked with Ab diluent
(Dako) for 15 min. BT sections were then subjected to sequential double IHC analysis with
mAbs against BDCA-2 (10 pg/ml), CD3 (6.5 pg/ml), and cytokeratin (dilution 1:50 in buffer)
using ImmPRESS anti-mouse Ig peroxidase kit (Abcys), as described (3). The sections were

developed using 3,3’-diaminobenzidine (DAB) (Dako) and Histogreen as substrates (Abcys).



All the incubations were carried out in a humid chamber at room temperature. The slides were
rinsed with PBS in between incubation. Slides were mounted in Eukitt® mounting medium
(O. Kindler GmbH, Freiburg). Expression was analyzed with a Leica DM3000 microscope
(Leica) with 40x/0.75 HCX PL Fluotar and 20x/0.50 HC PL Fluotar objectives (Leica).
Images were captured with a Basler A102Fc digital camera (Basler Vision Technologies) and

acquired with TRIBVN ICS software (TRIBVN, Chatillon).

SI Figure Legends

Supplementary Figure S1. Overall survival and relapse-free survival of patients
according to the presence of CD123" pDC in primary breast carcinoma. Tumors were
stratified as positive or negative for CD123. Survival curves were plotted with the Kaplan
Meier method, and we used the log-rank test to compare survival. Multivariate analysis of
prognostic factors for overall survival and relapse-free survival was done with the Cox model.

All statistical analyses were done with the procedures of the SPSS 10.02 package.

Supplementary Figure S2. Identification of pDC and mDC in blood and tissues. (A)
Single-cell suspensions of freshly resected tumors and blood of patients with primary breast
cancer was prepared. pDC and mDC were identified within Lineage (CD3, CD14, CD16,
CD19, CD20, CD56)-negative cells as CD4" CDI11¢” and CD4" CD11c" cells respectively.
Numbers indicate the frequency of pPDC and mDC (percentage) among total cells of the tumor
single-cell suspension or PBMC. The identity of pDC and mDC was confirmed by analyzing
BDCA2 and BDCA1 expression on Lin" CD4" CD11¢” and CD11c" cells respectively. These

results are representative of all primary BT (n=55) and blood (n=48 for control subjects and



n=50 for cancer patients) tested. (B) For subsequent phenotypic analysis, pDC from patients’
primary tumors and blood as well as from healthy individuals’ tonsil and blood were

identified within total cells as CD4" and CD123" cells which correspond to >98% BDCA2"

pDC. Datas are representative of five independent experiments.

Supplementary Figure S3. Breast TUMSN, but not BCCSN, inhibit IFN-o. production
by CpGA- or Flu-activated pDC in a dose-dependent manner. (A) Supernatants of
different breast cancer cell (BCC) lines (BT-20, CAMA-1, MCF-7, CLB-SAV, SKBR-3,
T47D, HCC1806) (all from ATCC except CLB-SAV that was generated in house) (BCCSN)
were collected after 48 h culture in complete medium at a final concentration of 1.5x10°
cell/ml in petri dishes, filtrated on 0.22 um, and frozen. Healthy pDC were cultured with IL-3
either alone or in combination with 25% of these BCCSN for 16 h before flu was added for
another 24 h. IFN-o production was measured by specific ELISA. Datas are expressed as
mean = SD and are representative of two independent experiments. (B) Healthy pDC were
cultured with IL-3 either alone or in combination with various concentrations of TUMSN (n =
18 different donors) for 16 h before flu or CpG-A were added for another 24 h. IFN-a
production was measured by specific ELISA. Datas are expressed as mean and are

representative of four independent experiments.

Supplementary Figure S4. IHC analysis on frozen BT sections was performed using anti-
BDCAZ2 (brown) together with anti-CD3 (green, a) or anti- cytokeratine (green, b) antibodies
(x10). Magnification in the insert box is x40, horizontal bars correspond to 50 um and

stainings are representative of three independent tumors.



Supplementary Figure S5. FACS analysis of CD40, CD80, and CD86 on TApDC following
40 h-culture in IL-3 alone or in combination with flu, R848, CpG-A, and CpG-B. Results are
expressed as mean MFI t sd of duplicate wells and are representative of five independent

experiments.

Suplementary Figure S6. Purified healthy pDC were cultured with IL-3 either alone or in
combination with 25% of TUMSN for 40 h and then incubated for 5 days with allogeneic
naive CD4" T cells. Differentiation of naive CD4" T cell into Treg cells was then measured
by a FoxP3 staining by flow cytometry. Results are represented as dot plot after gating on

alive CD4" T cells and representative of three independent experiments.
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Axillary LN 0.107 0.023 0.000 1.113
Age 0.032 0.013 0.012 1.033
SBR 0.480 0.233 0.039 1.616
PgR+ -0.526 0.307 0.087 0.591
Progression free survival
pDC (CD123 IHC) 1.412 0.371 0.000 4.104
ER -0.806 0.315 0.010 0.447
pT 0.687 0.276 0.013 1.987
Axillary LN 0.069 0.028 0.015 1.071

The following parameters were included in the model: pT, number of involved axillary

nodes, Progeresterone receptors (PgR), oestrogen receptors (ER), Age, SBR, Presence of pDC

in primary tumor samples using [HC (CD123+, yes vs no)
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Supplementary Table S1. Correlations between tumor

characteristics and TA(p/m)DC

Number of patients TApDC (%) TAmDC
(n=60) <=0.23%  >0.23% <=0.07% >0.07%
(n=45) (n=15) (n=40) (n=12)
n (%) n (%) n (%) p= n (%) n (%) p=
Age <=59 33 (55.0) 23 (51.1) 10 (66.7) 22 (55.0) 7 (58.3)
>59 27 (45.0) 22 (48.9) 5 (33.3) 0.375 18 (45.0) 5 (41.7) 1.000
Tumor size T1-2 37 (61.7) 26 (57.8) 11 (73.3) 27 (67.5) 5 (41.7)
T3-4 23 (38.3) 19 (42.2) 4 (26.7) 0.366 13 (32.5) 7 (58.3) 0.175
Lymph node 0 19 (31.7) 13 (28.9) 6 (40.0) 13 (325) 2 (16.7)
involvment >0 41 (68.3) 32 (71.1) 9 (60.0) 0525 27 (67.5) 10 (83.3) 0.470
ER 0 17 (28.3) 11 (24.4) 6 (40.0) 8 (20.0) 5 (41.7)
+ 43 (71.7) 34 (756) 9 (60.0) 0324 32 (80.0) 7 (58.3) 0.147
PR 0 22 (36.7) 16 (35.6) 6 (40.0) 13 (32.5) 5 (41.7)
+ 38 (63.3) 29 (644) 9 (60.0) 0.766 27 (67.5) 7 (58.3) 0.731
SBR grading 1-2 20 (33.3) 17 (37.8) 3 (20.0) 13 (325) 6 (50.0)
3 40 (66.7) 28 (62.2) 12 (80.0) 0.343 27 (67.5) 6 (50.0) 0.317
Mitotic index 1or2 32 (53.3) 28 (62.2) 4 (26.7) 23 (57.5) 5 (41.7)
3 28 (46.7) 17 (37.8) 11 (73.3) 0.034 17 (42.5) 7 (568.3) 0.510
HER2/neu unknown 3 3 0 1 2
0-2+ 46 (80.7) 33 (78.6) 13 (86.7) 33 (84.6) 7 (70.0)
3+ 11 (19.3) 9 (214) 2 (13.3) 0.709 6 (154) 3 (30.0) 0.364
Triple negative unknown 1 1 0 0 1
0 47 (79.7) 38 (86.4) 9 (60.0) 34 (85.0) 8 (72.7)
+ 12 (20.3) 6 (13.6) 6 (40.0) 0.057 6 (15.0) 3 (27.3) 0.385

NOTE. P of a Fisher’s exact test analysis of the correlation between clinical and biological

parameters and TApDC or TAmDC infiltration.

For technical reasons, only 52 patients were analyzed for TAmDC infiltrate.



6.3 Importance de I’axe de co-stimulation ICOS/ICOS-L dans I’expansion
des Treg et la sécrétion d’IL-10 par les lymphocytes T induite par les

pDC de tumeur de sein

Article n°3 Faget J. et al Cancer Res 2012, 72 (23):6130-41

Les observations initiales de I'équipe (Gobert et al., 2009) montrent une forte expression d’ICOS
et de Ki67 par les TA-Treg comparé aux Treg du sang, et aux autres cellules T CD4 ou CD8 de la
tumeur ou du sang. D’apres la littérature, en présence de pDC, ICOS peut participer a la
prolifération des Treg (lto et al., 2008) et a la polarisation des cellules T CD4 naives vers un profil
sécrétoire de type « Trl-like » (IL-10°IFNy’) (Ito et al., 2007). Dans cet article nous avons voulu
analyser I'impact de I'axe de co-stimulation ICOS/ICOS-L dans la prolifération des TA-Treg. Les
TA-Treg issus de tumeurs ne proliféerent pas in vitro suite a 'engagement du TCR et de CD28 en
présence d’IL-2 exogene, contrairement aux autres cellules TA-TCD4 de la tumeur et aux Treg
purifiés de sang de donneurs sains. La proximité entre TA-Treg et TA-pDC dans la tumeur et les
résultats des expériences in vitro, montrant que les pDC contrairement aux signaux anti-
CD3/anti-CD28 favorisent une forte prolifération des cellules FoxP3" suggérent I'importance du
dialogue pDC-Treg dans la prolifération des TA-Treg (Article n°2). En dépit de leur phénotype
semi-mature, les pDC de tumeur, n’expriment pas ICOS-L alors que les données de la littérature
soulignent que les pDC sont les seules, parmi les sous-populations de DC du sang, a sur-exprimer
fortement ICOS-L apres activation (Janke et al., 2006). Ces données inattendues nous ont
conduits a émettre I’hypothese que I'engagement d’ICOS-L par ICOS induisait la modulation de
son expression sur les TA-pDC. L'utilisation d’un Ac neutralisant anti-ICOS in vitro, dans des co-
cultures de pDC avec des T ICOS’, ou directement dans des cultures de dilacérat de tumeurs
primaires de sein, permet de restaurer I'expression d’ICOS-L sur les pDC. L’addition de I’Ac anti-
ICOS dans des co-cultures de pDC activées avec des T CD4 allogéniques de donneurs sains ou de
tumeurs démontre que I'axe de co-stimulation ICOS/ICOS-L est indispensable pour induire la
prolifération des Treg mais n’affecte pas la prolifération des autres cellules T CD4 par les pDC.
Enfin, le blocage d’ICOS réduit fortement la sécrétion d’IL-10 mais ne module que faiblement la
sécrétion d’IFN-y montrant I'importance de I'axe de co-stimulation ICOS/ICOS-L dans I'induction
d’une réponse T immunosuppressive par les pDC. Des analyses d’IHC sur une cohorte
rétrospective de 120 tumeurs primaires de sein nous ont permis de montrer qu’'un nombre
important de cellules ICOS" dans les tumeurs est associé a un mauvais pronostic pour la SSR et la

SG en analyse univariée confirmant I'impact négatif d’ICOS dans ces tumeurs.
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ICOS-Ligand Expression on Plasmacytoid Dendritic Cells
Supports Breast Cancer Progression by Promoting the
Accumulation of Immunosuppressive CD4" T Cells

Julien Faget'?, Nathalie Bendriss-Vermare'?, Michael Gobert'?2, Isabelle Durand', Daniel Olive’,

Cathy Biota'®, Thomas Bachelot®, Isabelle Treilleux*®, Sophie Goddard-Leon*, Emilie Lavergne®,
Sylvie Chabaud®, Jean Yves Blay'235, Christophe Caux'??3, and Christine Ménétrier-Caux'2*>

Abstract

Human breast tumors are infiltrated by memory CD4 " T cells along with increased numbers of regulatory T
cells (Treg) and plasmacytoid dendritic cells (pDC) that facilitate immune escape and correlate with poor
prognosis. Here, we report that inducible costimulatory molecule (ICOS), a T cell costimulatory molecule of the
CTLA4/PD1/CD28 family, is expressed mostly by tumor-associated Treg in primary breast tumors. A large
proportion of these ICOS™ Treg were Ki67" and this evident proliferative expansion was found to rely on
interactions with tumor-associated pDC. Indeed, tumor-associated Treg highly expanded in presence of pDC but
failed to proliferate under CD3/CD28 signal. In vitro experiments revealed that the addition of a neutralizing
anti-ICOS antibody blocked pDC-induced Treg expansion and interleukin-10 secretion by memory CD4 " T cells,
establishing a pivotal role for ICOS in this process. Supporting these findings, the presence of ICOS™ cells in
clinical specimens of breast cancer correlated with a poor prognosis. Together, our results highlight an important
relationship between Treg and pDC in breast tumors, and show that ICOS/ICOS-L interaction is a central event in
immunosuppression of tumor-associated memory CD4 " T cells. These findings strongly rationalize antibody-
mediated ICOS blockade as a powerful clinical strategy to correct immune escape and promote therapeutic

6130

responses in breast cancer. Cancer Res; 72(23); 6130-41. ©2012 AACR.

Introduction

In several cancers, tumor growth and dissemination are
associated with perversion of the immune system (1). We and
others have shown that primary breast tumor-associated
T cells (TA-T), are highly enriched in CD25"CD127""
FoxP3"CD4" regulatory T cells (Treg; ref. 2) and that high
infiltration of TA-Treg in breast tumor, and more particularly
within lymphoid aggregates surrounding tumor correlates
with poor prognosis (2). In the past decade, several studies
highlighted the negative impact of TA-Treg on Thl and cyto-
toxic T lymphocytes mediated antitumor immunity (3). Ther-
apeutic targeting of Treg is clearly beneficial in mice as shown
in multiple models based on anti-CD25 depletion (for review
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refs. 3,4) or FoxP3 deletion (3, 5). A similar approach developed
in human using interleukin (IL)-2-toxin (Denileukin diftitox;
ref. 6) showed low efficacy possibly because of its limited
specificity and the existence of toxicity. In the objective to
increase T cell antitumor immunity, early clinical trial with the
anti-CTLA4 mAb, recently approved in the treatment of mel-
anoma, and anti-PD-1/PD-L1 showed remarkable long-lasting
clinical benefit (7, 8). However, contribution of Treg neutral-
ization in the clinical efficacy of anti-CTLA4 mAb remains
uncertain (9, 10). Thus, there is an urgent need of alternative
therapeutic strategies to selectively neutralize TA-Treg. A first
step along this objective is the understanding of the immu-
nosuppressive networks operating in the breast tumor micro-
environment. We therefore undertook to characterize the
mechanisms controlling TA-Treg enrichment within breast
tumor.

We recently published that human TA-Treg recruitment in
breast tumor from blood occurred through CCR4/CCL22 axis
(2, 11). Breast tumor TA-Treg are strongly activated, prolifer-
ate, and express high levels of the inducible costimulatory
(ICOS) molecule (2), suggesting the local recognition of a
tumor-associated antigen, likely through presentation by a
dendritic cell (DC) population. The presence of TA-plasmacy-
toid DC (pDC) within tumors has been correlated with poor
prognosis in breast tumor (12), ovarian carcinoma (13), and
melanoma (14). Interestingly, pDC have been reported to
strongly favor Treg proliferation in human (15) and rodent
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models (16). Furthermore, TA-pDC are impaired in their major
function of high IFNa. secretion levels in response to TLR7/9-L
in ovarian (13) and breast cancer (17), and we recently showed
that such functional defect strongly favors TA-pDC ability to
induce TA-Treg proliferation and increases T-CD4" IL-10
secretion (17), leading to the establishment of an immuno-
suppressive Trl-like response.

Identified in 1999 (18), ICOS, a T cell costimulatory molecule
of the CTLA4/PD1/CD28 family, plays a nonoverlapping func-
tion with CD28 (19) on CD4" T cells. In particular, ICOS is
critical in the regulation of humoral response (20) through its
role on T follicular helper cell activation as illustrated in ICOS
KO mice (21) and deficient patients (22). ICOS expression has
also been linked with Treg maintenance in mice (23) and
mucosal tolerance (24). In human ICOS plays a predominant
role in pDC/T-cell interaction (25) and participates in naive
CD4™" T cell polarization into IL-10-secreting Tr1-like cells (26).
ICOS was also associated with Treg homeostasis in nonobese
diabetic (NOD) mice (27) and with increased Treg proliferative
capacity and immunosuppressive functions (28). All these
observations led us to decipher the contribution of ICOS in
the establishment of tolerance through TA-Treg amplification
in breast tumor mediated by TA-pDC.

Using a new blocking mAb against ICOS (clone 314.8), we
showed that ICOS blockade inhibited pDC-induced TA-Treg
proliferation and reduced IL-10 secretion by memory TA-
TCD4" without interfering with mDC-induced TA-TCD4"
activation. Finally, we showed that the presence of ICOS™ cells
within primary breast tumor correlated with poor patients’
survival. Thus, supported by the clinical efficacy of anti-CTLA4
and anti-PD-1/PD-L1 (7, 8, 29), a neutralizing anti-ICOS mAb
would represent a potent therapeutic drug to neutralize Tregin
breast cancers.

Materials and Methods

Tumor single cell suspensions, CD4" T cells and pDC
isolation

Primary breast tumor samples and blood in anticoagulant
(CTAD)-coated tubes were obtained from non-pretreated
patients diagnosed for primary breast carcinoma provided by
the Centre Léon Bérard (CLB) tissue bank after written informed
consent in accordance with the Declaration of Helsinki. The
study was reviewed and approved by the Institutional Review
Board of CLB. Human tonsils were obtained anonymously
according to the institutional regulations and healthy donor
(HD) human blood was purchased anonymously from the EFS.

Isolation of T cells and DC from tumor and healthy donor
tissues

Tumor and tonsil single cell suspensions were generated
as previously described (2). Healthy donor or patients'
blood mononuclear cells were obtained by Ficoll density
gradient. Viable HD-pDC (Lin~CD4"CD11c™) and HD-mDC
(Lin"CD4"CD11c") were fluorescence-activated cell sorting
(FACS) sorted from tonsil samples as described previously (13).

TA-TCD4" were positively isolated based on their CD4
expression (Life Technologies). HD-TCD4" were obtained as
untouched memory CD4 " T cells by depletion. Treg and Tconv

(defined as non-Treg memory T-CD4") from blood and pri-
mary breast tumor were obtained using the CD25" isolation kit
(Life Technologies) or by FACS-sorting on the basis of a DAPI,
CD4,CD25,CD127 stainings on memory HD-TCD4 ™.

Allogeneic DC/T-cell cocultures and anti-CD3/anti-
CD28-coated beads T cells activation

pDC and mDC were preactivated for 24 hours in presence of
IL-3 (20 ng/mL; Peprotech) £ granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF; 10 ng/mL; Schering Plough) with
R848 (5 pg/mL; Invivogen) in RPMI medium supplemented
with antibiotics, L-glutamin (Life Technologies), and 10% fetal
calf serum (PAA). Activated DC were washed before coculture
with T cells.

Cocultures were conducted at a DC:T cells ratio (1:5) for
5 days with or without exogenous rhIL-2 (Pro-Immune)
in presence of IL-3 (20 ng/mL) + GM-CSF (10 ng/mL) in
RPMI containing 5% AB human pooled serum (EFS). In some
experiments, TCD4" were labeled with carboxyfluorescein
diacetate succinidyl ester (CFSE; 1 umol/L) or CellTrace
violet (10 umol/L; Life Technologies) before coculture. In
blocking experiment mAbs anti-ICOS (clone 314.8), anti-
CD28 (clone CD28.2), or isotype control were used at a
concentration of 10 ug/mL.

Patient cohort

For the retrospective immunohistochemistry (IHC) study,
tumors from 120 patients with invasive nonmetastatic breast
tumors whose clinical and biologic data were available from
the regularly updated CLB database were analyzed. Patients'
characteristics are presented in Supplementary Table S1 (col-
umn 1). The median follow-up was 11 years [95% confidence
interval (CI) 10.6-11.1]. Majority of the patients (96%) were
treated with postoperative radiotherapy. Note that 80%
patients received adjuvant hormonotherapy [tamoxifen,
(91.7%), antiaromatase (2.1%) or combination (6.3%)]. Adju-
vant chemotherapy, consisting in anthracyclins (69.4%),
anthracyclin+Taxan (26.4%), or other treatments (4.2%), was
administered to 59.2% patients (71/120).

IHC

Frozen breast tumor sections (5 m) were subjected to
sequential double IHC analyses with mAbs against BDCA-2
(10 ug/mL), FoxP3 (10 pg/mL), and cytokeratin (1/50) using
ImmPRESS Anti-Mouse Ig peroxidase kit (Abcys), as previously
described (2).

After antigenic retrieval by CC1 buffer pH8 (Ventana), breast
tumor paraffin-embedded tissue microarray (TMA) were incu-
bated for 30 minutes with Anti-ICOS mAb (1:50, Spring
Biosciences), then revealed using Ultra View Kit and Hema-
toxylin-counterstained (Ventana). Each breast tumor sample
was analyzed independently by 2 pathologists according to
the guidelines for HER2/neu amplification, ER/PgR positivity,
Scarff-Bloom-Richardson (SBR) grade, and TNM grade. ICOS™
cells were enumerated on 6 different spots on each tumor
sample to obtain ICOS™ cell count (average). Cohort was
equally separated in 2 groups according to the median of their
ICOS™ cells number [ICOS'*/™8 (<1.7 cells/spot) and ICOS™
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(>1.7 cells/spot)] to have sufficient number of patients in each
group for statistical analyses.

Flow cytometry and cytokine quantification

All flow cytometry acquisitions were done using Cyan ADP
cytometer (Beckman Coulter) and Summit 4.3 Software and
analyses were conducted on FlowJo 7 Software. FACS-cell
sorting had been conducted with the AriaIll cell-sorter (Becton
Dickinson) and DIVA Software. See Supplementary Table S2
for antibody list.

Cytokines (IL-10, IFNY, and IL-2) secretions were quantified
in supernatants by specific ELISA according to manufacturers'
instructions (Bender MedSystems).

Statistical analysis

All statistical analyses were done using the Statistical SAS
V9.2 package (Cay) 12.0 software. Correlations between clinico-
biologic data and ICOS™ cell content in the lymphoid infiltrates
were determined using a x* test or a Fisher exact test. Survival
curves were plotted using the Kaplan-Meier method and
compared using the Log-rank test.

Results

CD4 " FoxP3" TA-Treg is the major T-cell subset in breast
tumor expressing ICOS and proliferating in situ

Within breast tumor, a large majority of TA-Treg (defined as
CD25™CD1277) expressed high ICOS levels (69.9%) compared
with TA-Tconv (23.4%) or TA-TCD8" (2%; Fig. 1A). As TA-
TCD4™" are of memory phenotype (2), all the present study has
been conducted on CD45RO™ T cells (TCD4 V) isolated from
breast tumor or healthy donors. Only weak or no ICOS expres-
sion was observed on healthy donor and patients’ blood Treg
(21.3% and 16.6%, respectively), Tconv (3.9% and 1.5%, respec-
tively), or T-CD8" (0.3% and no expression, respectively; Fig.
1A), suggesting that high expression of ICOS on TA-Treg is
dependent on tumor environment. Statistical analysis on 11
breast tumor samples showed a higher percentage of ICOS™
cells and a higher mean fluorescence intensity (MFI) of ICOS
expression on TA-Treg compared with TA-Tconv (%: P < 0.001
and MFI: P< 0.01). The percentage of ICOS™ cells was lower in
TA-TCD8" than in TA-Tconv (P < 0.05; Fig. 1B). To evaluate a
potential association of ICOS with TA-Treg proliferation, we
analyzed the coexpression of ICOS and Ki67 on TA-Tconv
and TA-Treg but also on patients’ and healthy donor blood.
Within TA-TCD4" containing 11.1% of FoxP3"™ TA-Treg,
27.6% TA-Treg expressed Ki67 and 80% of them were
ICOS™ (22.1% of ICOSTKi67" cells) whereas only 6.8% TA-
Tconv were found Ki67" containing 57% of ICOS™ cells (3.9%
of ICOS*Ki67" cells; Fig. 1C). Only 5.7% Ki67" cells that
weakly or did not express ICOS and FoxP3 were detected in
TCD8* compartment (Supplementary Fig. S1A). Interestingly,
the percentage of Ki67" cells was higher (P < 0.001) among
FoxP3"™ TA-Treg than other TA-TCD4" or TA-TCD8" on 11
different breast tumor samples (Fig. 1D). Thus, ICOS is
selectively expressed on FoxP3" Treg in tumor and is asso-
ciated with their proliferation. The very low expression of
Ki67 observed on TA-Tconv suggests that most of them are in
an anergic state consistent with their low expression of

activation marker and probably linked to in situ Treg-medi-
ated immunosuppression.

TA-pDC interacting with TA-Treg in situ in breast tumor
induce a strong TA-Treg enrichment among TA-TCD4 "
ex vivo

To decipher the mechanisms controlling the strong pro-
liferation of TA-Treg in vivo, we first compared the prolif-
erative capacity of purified Treg and Tconv from healthy
donor blood and breast tumor patients in response to
costimulation using anti-CD3/anti-CD28-coated beads in
the presence of high doses of rhIL-2 (Fig. 2A). Contrasting
to the in vivo observations, TA-Tconv proliferated as well
as healthy donor blood Tconv or Treg, whereas isolated
TA-Treg did not proliferate, suggesting that other signals
from the breast tumor microenvironment are involved in
TA-Treg in vivo proliferation.

Through THC stainings conducted on breast tumor frozen
sections, we observed FoxP3" TA-Treg localized in close
contact with BDCA2" TA-pDC within lymphoid aggregates
but not in cytokeratin" tumor area (Fig. 2B), in agreement with
our previous work demonstrating only scarce Treg within
tumor area (2). We thus investigated the impact of pDC on
TA-Treg proliferation among isolated TA-TCD4 ", in absence of
exogenous cytokines as TA-Tconv can secrete IL-2 favoring
TA-Treg proliferation. Whereas anti-CD3/anti-CD28 stimula-
tion was unable to favor TA-Treg maintenance and prolifer-
ation (only 1% FoxP3" cells after CD3/CD28 activation
although starting TA-TCD4" population contained 7.5%
FoxP3™ cells; Fig. 2C), 10% FoxP3" TA-Treg were detected
among TA-TCD4 ™" cultured with allogeneic TLR7-L-activated
pDC. These results showed that activated pDC favored TA-
Treg enrichment and maintenance among TA-TCD4". Impor-
tantly, CFSE staining of TA-TCD4" showed a higher prolifer-
ation of FoxP3" and FoxP3™ cells in pDC/TA-TCD4 ™" cocul-
ture than under anti-CD3/anti-CD28 stimulation (Fig. 2C). In
contrast, a reduced TA-Tconv proliferation was observed with
pDC compared with anti-CD3/anti-CD28 stimulation.

FoxP3" Treg amplified in HD-pDC/HD-TCD4™ coculture
do not produce cytokines as shown by IFNYy, and IL-10 staining
on PMA/ionomycine reactivated HD-TCD4 " after 5 days of
coculture (Supplementary Fig. S2A). Furthermore, 10 days
culture of FACS-sorted HD-Treg with pDC gave increase to
immunosuppressive cells reducing by 40% proliferation of
allogeneic HD-TCD4" at the ratio 1:1 (Supplementary Fig.
S2B) and a strongly reduced IL-2 concentration in culture
supernatants, directly dependent on the Treg proportion
(Supplementary Fig. S2C). Altogether, these results are con-
sistent with the ability of pDC to sustain Treg immunosup-
pressive functions.

Collectively these data showed that in contrast to CD3/
CD28 costimulation, TLR7-L-activated HD-pDC induced and
maintained TA-Treg enrichment among TA-TCD4". Such
enrichment resulted at least in part from a higher prolifer-
ation of FoxP3™ TA-Treg, rising the hypothesis that another
costimulatory signal different from CD28 required for
TA-Treg expansion is delivered during pDC/TA-TCD4*
interaction.
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Figure 1. TA-Treg but neither TA-Tconv nor Treg and Tconv from blood strongly coexpress ICOS and Ki67. A, ICOS expression was analyzed on viable Treg
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analysis was conducted using a Mann-Whitney U test. **, P < 0.01; *, P < 0.05.

TA-pDC and TA-Treg are found in close vicinity in tumor
mass consistent with ICOS/ICOS-L interaction
Activated pDC are known to express high ICOS-L levels (25,
26) and we previously described a partly activated status of TA-
pDC within breast tumor environment (17). Consistently, TA-
pDC expressed higher CD80 and CD40 levels than blood pDC
and a similar upregulation was observed on TA-mDC. Con-
trasting to such activated phenotype, ICOS-L was undetectable
on freshly isolated TA-pDC whereas healthy donor or patients’
blood pDC expressed ICOS-L upon isolation and upregulated
levels upon activation (Fig. 3A and Supplementary Fig. S3A).

ICOS-L may be downregulated on TA-pDC membrane after
engagement with ICOS highly expressed by TA-Treg. In line
with this, ICOS-L expression on TLR7-L activated HD-pDC was
prevented in the presence of high numbers of allogeneic-
activated blood HD-TCD4" and this blockade was reverted
in presence of a neutralizing anti-ICOS mAb (Fig. 3B). To
confirm the relevance in breast tumor, ICOS-L expression was
analyzed, on TA-pDC and TA-mDC, after 48 hours culture of
whole tumor cell suspension in IL-3 favoring TA-pDC survival
and the impact of blocking ICOS was assessed. Interestingly,
TA-pDC highly expressed CD86 in all culture conditions
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(Supplementary Fig. S3B) but ICOS-L was detectable at high
level on TA-pDC only after culture with neutralizing anti-ICOS
mAb and not with anti-CD28 mAb (Fig. 3C). As reported
previously (26), high expression of ICOS-L was restricted to
HD-pDC as ICOS-L was only marginally detected on mDC from
healthy donor blood or breast tumor (Fig. 3A), even in the
presence of TLR7-L (Supplementary Fig. S3A) or anti-ICOS
mAD (Fig. 3C) although they strongly expressed CD86 (Sup-
plementary Fig. S3B).

Collectively, these observations strongly suggest that ICOS/
ICOS-L is involved in TA-Treg and TA-pDC interaction in
breast tumor leading to the downregulation of ICOS-L expres-
sion on TA-pDC.

pDC are strong inducers of Treg enrichment among
CD4" T cells through ICOS/ICOS-L costimulation

We analyzed the impact of ICOS blockade in HD-TCD4"
allogeneic reactions either with HD-pDC or HD-mDC. HD-Treg

enrichment occurred with IL3+TLR7-L-preactivated HD-pDC
(13.8 + 2.4% of FoxP3M HD-TCD4 T, compared with 4.5 £ 0.25%
at day 5 with HD-mDC; Fig. 4A and B). In HD-TCD4"/HD-pDC
cocultures in absence of exogenous rhIL-2, ICOS inhibition
reduced by 42% FoxP3™ Treg proliferation induced by HD-pDC
(division index = 2.29 £ 0.21 and 1.33 £ 0.24, respectively, in
presence of control and anti-ICOS mAb) and did not impact
HD-Tconv proliferation. HD-Treg and HD-Tconv proliferation
induced by mDC was also not affected by anti-ICOS mAb
(Supplementary Fig. S4A and S4B). To assess the impact of
ICOS/ICOS-L neutralization on isolated Treg proliferation,
CFSE labeled HD-Treg or HD-Tconv purified from blood were
cultured with TLR7-L+IL-3-preactivated HD-pDC purified
from tonsil with exogenous rhIL-2 and neutralizing anti-ICOS
mAb. HD-pDC induced proliferation of allogeneic FoxP3™ cells
(23.3% of diluted CFSE FoxP3™ cells in presence of control
mAD) that is almost completely blocked by anti-ICOS mAb
(2.8%). In contrast, the anti-ICOS mAb decreased only
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moderately the proportion of proliferating HD-Tconv (78.1%
and 52.2% in control and anti-ICOS mAb, respectively; Fig. 4C).
Interestingly, ICOS neutralization in HD-Treg/HD-pDC cocul-
ture decreased the proportion of FoxP3" Treg from 19 + 2.4%
to 3.3 £ 1% (6-fold, Fig. 4D) although the proliferation of HD-
Tconv was only moderately affected.

The efficacy of anti-ICOS mAb to reduce Treg proportion
was evaluated on TA-TCD4", even in the presence of exoge-
nous rhlL-2. In accordance with results on HD-TCD4 ™, the
FoxP3" subpopulation induced by HD-pDC decreased in the
presence of anti-ICOS mAb (13.5 4= 2% vs. 4 & 1% in control and
anti-ICOS mAb, respectively; Fig. 5A and B). In reverse experi-
ments, purified IL-3+TLR7-L preactivated TA-pDC favored a
strong Treg enrichment among HD-TCD4" (containing ini-

tially 1.7% of FoxP3™ Treg) at day 5 (7.1- and 6.4-fold increase
with IL-3 and IL-34+TLR7-L-preactivated TA-pDC, respective-
ly). As expected, such Treg enrichment was strongly reduced by
ICOS neutralization (57%-83% reduction in FoxP3™ cells com-
pared with control condition; Fig. 5C and D). Taken together,
these results showed the critical role of ICOS/ICOS-L interac-
tion in TA-pDC-mediated TA-Treg amplification in breast
tumor.

ICOS neutralization inhibits pDC-induced IL-10
secretion by T-CD4™*

We evaluated IL-10 and IFNy production by HD-Tconv and
HD-Treg cocultured with preactivated pDC. In HD-pDC/HD-
Tconv coculture with exogenous rhlIL-2, ICOS blockade
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strongly inhibited IL-10 (by 94%) and in a smaller proportion,
IFNY secretion (by 33%; Fig. 6A) whereas no IL-10 and IFNy
were detectable in cocultures with HD-Treg (Fig. 6A). ICOS
blockade strongly reduced IL-10 production in TA-TCD4"/
HD-pDC (90% inhibition; Fig. 6B, left panel) as well as in HD-
TCD4"/TA-pDC (83%-72% inhibition) cocultures (Fig. 6B,
right panel). IFNy secretion was also significantly, but to a
lesser extent, inhibited upon ICOS neutralization in all culture
conditions (59%-63%). Consistent with the strong IL-10 secre-
tion induced by pDC, we detected high IL-10 levels in 48-hour-
culture supernatants of breast tumor single cell suspensions
(Supplementary Fig. S5) in 7/13 tumors tested [median = 646.8
pg/mL, range (3.2-6915) pg/ml] while IL-2, IL-17, and IFNY
were never observed.

Finally, we investigated the impact of ICOS blockade on
mDC, pDC, or mDC+pDC/T cell cocultures. In presence of
exogenous thIL-2 HD-TCD4" cocultured with HD-pDC pro-
duced more IL-10 but less IFNy than with HD-mDC (respec-
tively, 596 & 103 pg/mL and 181 + 28 pg/mL for IL-10 and 279
=+ 52 pg/mL and 641 £ 9 pg/mL for IFNY; Fig. 6C). Culture of
HD-TCD4" with mixed DC subsets resulted in lower IL-10 (232
+ 9 pg/mL) but higher IFNy secretion (574 £+ 80 pg/mL)
compared with [pDC+TCD4"] cocultures. ICOS neutraliza-
tion strongly reduced IL-10 levels (82% for pDC, 50% for mDC,

and 62% for pDC+mDC) without significantly interfering with
IFNY secretion (+28% for pDC, —19% for mDC, and —24% for
pDC+mDC) contrasting with observations done with cells
from breast tumor origin (Fig. 6C). In absence of exogenous
rhIL-2, except the lower levels of IL-10 and IFNY, similar effects
of ICOS neutralization were observed. Furthermore, ICOS
blockade increased IL-2 concentration in coculture with
HD-pDC (P = 0.035, Fig, 6D).

Overall these results showed that ICOS blockade leads to a
strong inhibition of pDC-induced IL-10 secretion by HD-
TCD4" thatis accompanied by increased levels of IL-2, without
significantly affecting IFNy production, in particular, in
response to mDC.

Detection of ICOS™ cells within primary breast tumor
correlates with poor prognosis

THC analyses were conducted with anti-ICOS mAb on par-
affin-embedded tumor section using TMA cores specific for
tumor area or lymphoid infiltrates. High numbers (the median
defined as cutoff = 1.7 cells/spot) of ICOS™ cells were detect-
able within lymphoid aggregates but not within tumor bed (Fig.
7A-C). The presence of ICOS™ cells within lymphoid infiltrates
(>median ICOS™ cells/spot) was significantly correlated with
high SBR grade (P = 0.001), luminal A/B molecular subtypes
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(P<0.001), absence of ER expression (P = 0.025) and Her2/neu
overexpression (P = 0.017) by tumor cells, triple negative status
(P = 0.02), and lymphatic emboles (P < 0.001; Supplementary
Table S1). Importantly, in univariate analysis the presence of
ICOS™ cells in lymphoid-enriched areas was associated with an
increased risk of relapse (progression-free survival, Log-rank
Pvalue = 0.0285; Fig. 7D) and death (overall survival, Log-rank
P value = 0.0465; Fig. 7E). However, when introduced in a
multivariate analysis together with other significant clinical
and biologic parameters, high ICOS expression was no more
significant.

Discussion

In addition to our previous reports demonstrating that
TA-Treg frequency within tumor lymphoid infiltrates corre-
lates with poor prognosis in primary breast tumor (2, 30), we
identify herein ICOS engagement as a major pathway contrib-
uting to their local accumulation through direct interaction
with TA-pDC.

We confirm that TA-Treg within primary breast tumor
express high ICOS and Ki67 levels in a specific manner com-
pared with other TA-TCD3" subsets or blood Treg, Interest-
ingly, TA-Tconv and TA-TCD8" contain a low minority of
Ki67" cells consistent with observations that Treg suppress
Th1and CD8" T-cell cytotoxic activity in the context of human
tumors, such as colon carcinoma (31), melanoma (9), and
ovarian carcinoma (32). Early clinical trial with mAbs neutral-
izing CTLA4 or PD-1/PDL1 inhibitory receptors are showing
promising clinical activity in melanoma, renal, and lung car-
cinoma (20%-30% of objective responses; refs. 7-9, 33).

Herein we report the major role of ICOS, a member of the
CTLA4/PD1/CD28 family, in TA-Treg proliferation and accu-
mulation in breast tumor. First, we accumulate evidences that
strongly support the hypothesis of ICOS™ TA-Treg and TA-pDC
interaction in situ interaction by IHC on primary breast tumor
frozen sections and ICOS/ICOS-L engagement in breast tumor
as illustrated by reversion of ICOS-L downregulation on TA-
pDC upon ex vivo culture of whole tumor cell suspension in
presence of blocking anti-ICOS mAb. Second, we also show that
activated-pDC expressing ICOS-L, but not mDC or CD3/CD28
costimulation, favor allogeneic FoxP3" TA-Treg enrichment
among TA-TCD4" that is abolished by ICOS blockade in
agreement with data recently published in ovarian carcinoma
(34). In agreement with this, thymic ICOS™ Treg need ICOS/
ICOS-L costimulation to proliferate (15). Nevertheless, others
molecules present in tumor environment such as IDO, 0X40-L
(35), TNFa. (36), or TGF (37) could also participate to TA-Treg
enrichment within breast tumor.

TA-pDC-induced FoxP3"™ Treg amplification explains the
positive correlation observed between TA-pDC and TA-Treg in
breast tumor (Supplementary Fig. S6A) as well as their negative
impact on patients' survival in breast tumor (Supplementary
Fig. S6B; ref. 17) and ovarian carcinoma (13, 38). Furthermore,
in contrast to recent works in melanoma (39) and glioblastoma
(40),ICOS™ TA-Treg expansion in breast tumor is not mediated
through direct interaction with tumor cells as (i) ICOS-L is not
expressed either on primary breast tumor cells or on breast
tumor cell lines (not shown) and (ii) Ki67 " proliferating Treg
are only detected within lymphoid aggregates and not within
tumor nests (2).
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To date TA-Treg origin is not fully elucidated. pDC are
known to favor immunosuppressive T-cell induction on both
TCD4" (15, 41) and TCD8" (42) subsets and we cannot
formally exclude the differentiation of Treg from naive
TCD4™, as previously reported for both human and mouse
pDC (41, 43, 44). However, we recently showed (i) a specific
recruitment of CCR4™ Treg from the blood to breast tumor
through the tumor cells CCL22 production (2, 11), and (ii) that
all of TA-TCD4" are of memory phenotype, consistent with a
recruitment of TA-Treg from the periphery followed by their
local expansion through ICOS/ICOS-L interaction with pDC in
breast tumor environment.

In accordance with results in NOD type 1 diabetes murine
model (27), ICOS™ TA-Treg display high immunosuppressive
function (2) through not yet characterized mechanisms that

may involve FASL, CD39/Adenosine, perforin, CTLA4, or PD-1
known to participate in Treg immunosuppressive functions
(for review 4).

High IL-10 levels are detected in breast tumor environ-
ment and TA-TCD4" secrete large amounts of IL-10 in
coculture with pDC but not with mDC. ICOS costimulation
of naive CD4% T cells is already known to induce the
differentiation of IL-10-secreting cells (26). Of importance,
our results show that pDC preferentially activate preexisting
IL-10 secreting cells among memory HD-Tconv. Further-
more, mDC-induced T-cell responses are not affected by
ICOS blockade as they do not overexpress ICOS-L after
activation. Interestingly, we note that ICOS blockade leads
to IL-2 accumulation in cocultures with pDC suggesting
that ICOS engagement favors the enrichment of TCD4™
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subpopulation that do not secrete and/or consume high
amounts of IL-2 in culture. This correlates with previous
results (45) showing that T-cell responses under ICOS stim-
ulation depend on exogenous rhIL-2.

Of most importance, IHC staining on 120 primary breast
tumors with more than 10 years clinical follow-up allows to
show that presence of high numbers of ICOS™ cells infiltrating
primary breast tumors is associated with poor prognosis in
univariate analysis but is no more significant when introduced
in the multivariate analysis together with other significant
clinical and biologic parameters.

Collectively our results suggest that abrogation of ICOS/
ICOS-L interaction using neutralizing anti-ICOS mAb may
reduce Treg expansion, IL-10 secretion, and IL-2 consumption
by TA-TCD4" that can favor antitumor immunity through
ICOS-independent TCD8" and TCD4* activation.

This role of ICOS in TA-Treg biology is supported by the fact
that (i) ICOS™ Treg have a stronger suppressive function in
melanoma (46) and murine models (27, 28), and (ii) ICOS
deletion in human (22) and mice (23) correlates to a decreased
Treg proportion.

On the other hand ICOS could be expressed on activated
T cells (47) and ICOS expression is upregulated on IFNy
secreting T cells during anti-CTLA4 treatment in phase III
trials in melanoma patients (for review 33). However, there

is no evidence in these clinical trials that ICOS contributes
to antitumor immunity and ICOS may simply represent a T-
cell effector marker. This could suggest that treatment with
neutralizing anti-ICOS mAb needs to be restricted to a short
time period to abrogate Treg amplification without impact-
ing on potential restoration of effector cells expressing
ICOS.

The treatment by the anti-ICOS 314.8 mAb may be par-
ticularly relevant in neo-adjuvant settings combined to
therapies inducing antitumor immunity by favoring tumor
cell death such as therapies targeting tumor molecular
alterations (Herceptin, lapatinib; ref. 48) or immunogenic
chemotherapies (anthracyclins; ref. 49).
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Supplementary data

Figure S1: ICOS is mainly expressed by TA-Treg.

(A) BT single cell suspensions were stained as in Fig. 1C. Representative dot plot of
FoxP3 expression (left) or Ki67 and ICOS co-expression (right) on TA-TCD8" after
gating on CD3"CD8"CD45" viable cells in tumor single cell suspensions. Results are

representative of 5 independent tumors.

Figure S2: pDC expanded Treg sustain suppressive activity.

(A) cytokine production was analyzed in pDC/T cell co-culture in presence of rhlL-2
(100I1U/ml). After 5 hours PMA/lonomycine reactivation in presence of Golgi STOP,
cells were stained with CD3, IFNy, and FoxP3 mAbs. (B & C) HD-Treg
(CD4*'CD25"CD127°) were sorted from blood and co-cultured with R848-activated
HD-pDC in presence of rhIL-2 (5001U/ml) for 10 days. pDC-expanded Treg were then
tested in suppression assay in presence of anti-CD3/anti-CD28-coated beads and
allogeneic HD-TCD4" as responders for 4 days. (B) Responder’s proliferation was
assessed by Cell trace violet dilution, histograms represent percentage of control
proliferation (responders alone + anti-CD3/anti-CD28-coated beads). (C) IL-2

concentration was quantified by ELISA.

Figure S3: ICOS-L is highly expressed on R848-activated HD-pDC.

(A) FACS-sorted HD-pDC or mDC were activated or not by IL-3+R848 for 48h.
HLA-DR, CD80, CD86 and ICOS-L expression were analyzed by FACS on viable
(DAPI™9) cells. (B) BT single cell suspensions were cultured for 48h in presence of
anti-ICOS (314.8), anti-CD28 (CD28.2) or isotype control and expression of CD86 on

TA-pDC or TA-mDC was analyzed as in Fig. 3C.



Figure S4: ICOS blockade reduces Treg but not Tconv proliferation induced by
pDC without impacting mDC/T cell activation.

Overnight R848+IL-3+GM-CSF HD-mDC or HD-pDC were co-cultured for 5 days in
absence of rhiL-2 with CFSE-labeled HD-TCD4" and anti-ICOS 314.8 or control
mAbs. At day 5, T cell proliferation was assessed by CFSE dilution on FoxP3" Treg
or FoxP3"°"¥"®% Tconv among TA-TCD3*. Results are representative of 4 independent

experiments.

Figure S5: Strong IL-10 secretion in culture of BT single cell suspension.
Levels of cytokines (IL-2, IL-10, IL-17 and IFNy) were quantified by ELISA in 48h-

culture supernatants of BT single cell suspensions.

Figure S6: Correlation between TA-pDC and TA-Treg percentages in fresh
primary BT and in retrospective IHC cohort

(A) Spearman rank correlations between the proportions of LinCD4"BDCA2'CD123"
TA-pDC and CD4'CD45R0O'CD25"" TA-Treg as determined by flow cytometry in
enzymatic disaggregation of fresh samples of primary invasive non-metastatic BC
tumor cohort (n=60) published recently by Sisirak et al (17). (B) Analysis on the
retrospective cohort (n=162) previously analysed (2, 17) of percentages of breast
cancer patients with or without detectable TA-pDC among Foxp3™¥" or FoxpP3'°"nee

patients (the highest quartile > 28 FoxP3" cells used as cutoff value).

Table S1: Clinical characteristic of the cohort of BT patients enrolled for TMA

analysis (n=120)

Table S2: clones of mAbs used for the multi-parametric flow cytometry

analyses



Figure S1 : ICOS is mainly expressed by TA-Treg
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Figure S2: pDC expanded Treg sustain suppressive activity
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Figure S3: ICOS-L is highly expressed on R848-activated HD-pDC
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Figure S4: ICOS blockade reduces Treg but not Tconv proliferation induced
by pDC without impacting mDC/T cell activation
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Figure S5: Strong IL-10 secretion in culture of BT single cell suspension

8
€ = ’
2 0
B 3 ‘
>
@
g 2
X
Ie] .0.
5’ 1

o

o wsmenee 0'0®  gummse memm®
IL-2 IL-10 IL-17 IFNy
(n=12) (n=13) (n=8) (n=13)



Figure S6
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Patients ICOS"e8(<1.7) ICOS* (21.7)
(n=59) (n=61)
N % N % N % p= Test
Age (years) <50 40 333 18 305 22 361 0.519 Chi-2
>50 80 66.7 41 69.5 39  63.9
Menopause no 43  36.8 21 356 22 379 0.793 Chi-2
yes 74 63.2 38 64.4 36 62.1
Tumor Size <30 85 70.8 42 71.2 43 70.5 0.933 Chi-2
(mm) 3 35 292 17 288 18 295
SBR 1 24 20.0 18 305 6 9.8 <0.001 Chi-2
2 61 50.8 33 559 28  45.9
3 35  29.2 8 136 27 443
Lymphatic no 71 59.2 44 254 27 55.7 <0.001 Chi-2
emboles 49 408 15 74.8 34 443
Lymph node 0 53 442 29 492 24 393 0.277 Chi-2
involvement ;5 a4 36.7 2 373 2 361
>3 23 19.2 8 136 15 246
PgR (%) <10 29 244 10 172 19 311 0.077 Chi-2
>10 90 75.6 48 828 42 689
ER (%) <10 15 126 3 5.2 12 19.7 0.025  Fisher Exact
>10 104 87.4 55  94.8 49 80.3
Triple Negative no 100 90.1 55  96.5 45 833 0.020 Chi-2
yes 11 9.9 2 3.5 9 167
Her2/neu  Non amplified 103 88.8 54 964 49 81.7 0.017 Fisher Exact
amplified 13 11.2 2 3.6 11 183
Histology Luminal A 71 617 44 80.0 27 450 <0.001 Fisher Exact
Luminal B 29 252 8 145 21 35.0
Her2 amplified 4 3.5 1 1.8 5.0
Triple negative 11 9.6 2 3.6 15.0

Table S1: Patients characteristics and correlation of 1COS" or ICOS* with clinical

parameters



Target Providers Clone |Target providers Clone
CD3 Becton Dickinson SK7 CD45RO Becton Dickinson UCHLA1
CD4 Becton Dickinson RPAT4 |CD56 Becton Dickinson B159
CD8 Becton Dickinson SK1 CD80 Becton Dickinson L307.4
CD11c Biolegende Bu15 CD86 Becton Dickinson IT2.2
CD14 Becton Dickinson M5E2 |CD123 Becton Dickinson 7G3
CD15 Becton Dickinson HI198 CD127 eBioscience eBioRDR5
CD19 Becton Dickinson HIB19 |BDCAZ2 Miltenyi AC144
CD20 Becton Dickinson 2H7 ICOS eBioscience ISA-3
CD25 eBioscience BC96 ICOS-L eBiocience MIH12
CD40 Beckman coulter MAB89 [HLA-DR Becton Dickinson L243
CD45 Becton Dickinson HI30 Ki67 Becton Dickinson B56
CD45RA Becton Dickinson HI100 [FoxP3 eBioscience PCH101

Table S2 : Clones of mAbs used for flow cytometry analyses




7 Discussion

Nous avons vu en introduction de nombreuses données suggérant que les Treg exercent leur
pouvoir suppresseur in situ. En effet, la présence de Treg dans la tumeur est associée a un
mauvais pronostic dans le cancer du sein (Gobert et al., 2009), de I'ovaire (Curiel et al., 2004),
dans les carcinomes du poumon non a petites cellules (Petersen et al., 2006), les carcinomes
hépatocellulaires (Gao et al., 2007), les carcinomes de I'endometre (Yamagami et al., 2011), le
cancer du pancréas (Hiraoka et al., 2006), et les mélanomes (Mougiakakos et al., 2010). De plus,
les TA-Treg montrent un fort pouvoir suppresseur in vitro (Gobert et al., 2009; Strauss et al.,
2008) et expriment un phénotype activé ainsi que de nombreuses molécules impliquées dans
leur pouvoir suppresseur telles que CD39 (Mandapathil et al., 2012; Schuler et al., 2012), et
Granzyme B (Cao et al., 2007; Li et al., 2011). Durant ma thése, nous avons obtenu des données,
qui s’inscrivent dans un schéma global (Figure 10) et suggerent que i) les Treg sont recrutés
spécifiqguement dans la tumeur via I'axe de chimiotactisme CCR4/CCL22 suite a la détection des
cellules transformées par les NK et les macrophages (Article n°1), ii) la présence de facteurs
solubles dans I’environnement inhibe la sécrétion d’IFN-a par les pDC favorisant fortement leur
capacité a induire un enrichissement en cellules FoxP3" et en T CD4 producteur d’IL-10 (Article
n°2) enfin, iii) 'engagement d’ICOS est nécessaire pour permettre la prolifération des Treg et la
sécrétion d’'IL-10 par les T CD4 lors de leur activation par les TA-pDC dans les tumeurs de sein

(Article n°3). (Figure 11)
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Figure 11: Modéle La sécrétion d’IFN-y, de TNF-a et d’IL-1f par les NK et les Macrophages conduit a la production
de CCL22 par les cellules tumorales participant au recrutement des Treg qui sont alors amplifiés in situ par les TA-
pDCsous la dépendance de I’axe de co-stimulation ICOS/ICOS-L

La sécrétion d’IL-1B, de TNF-a. et d’IFN-y respectivement produits par les macrophages et les NK suite a la détection
des cellules transformées conduit a la sécrétion de CCL22 par les cellules tumorales. CCL22 participe au recrutement
des Treg du sang vers la tumeur. Les TA-Treg sont alors activés puis amplifiés par les TA-pDC altérées qui induisent
également la génération d’une forte proportion de T CD4 sécréteurs d’'IL-10. Le blocage de I'interaction ICOS/ICOS-L
supprime I'amplification des Treg et la sécrétion d’IL-10 par les T CD4 suite a leur activation par les TA-pDC altérées
dans I'environnement tumoral et pourrait permettre de bloquer la réponse des cellules T CD4 immunosuppressives
induite parles TA-pDC.
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7.1 Coopération entre NK, macrophages et cellules tumorales dans la

production de CCL22 et le recrutement précoce des Treg

Les travaux dans le cancer de I'ovaire (Curiel et al., 2004), de I'estomac (Mizukami et al., 2008),
du sein (Gobert et al., 2009) et du colon (Svensson et al., 2012) ont clairement démontré
I'implication de CCR4/CCL22 dans le recrutement des Treg au sein des tumeurs. Plus de 80% des
Treg du sang expriment fortement CCR4. De ce fait, aucune étape d’activation dans les organes
lymphoides secondaires n’est nécessaire pour le recrutement de ces Treg dans les tumeurs suite
a la sécrétion de CCL22 par les cellules transformées. A I'inverse, les cellules Th2 spécifiques des
Ag tumoraux proviennent de cellules T CD4 naives qui ont été polarisées dans les organes
lymphoides avant d’acquérir I’expression de CCR4 et leurs fonctions effectrices, ainsi les Treg

pourraient étre recrutés avant les cellules T effectrices dans la masse tumorale.

Nos résultats d’IHC sur coupes de tumeurs, démontrent que les cellules tumorales constituent la
principale source de CCL22 dans les tumeurs de sein, au contraire de ce qui est décrit dans le
modele murin de carcinome pulmonaire ou les NK et les mDC sont les cellules produisant CCL22
dans la masse tumorale (Mailloux and Young, 2009). Nos expériences in vitro réalisées sur
lignées cellulaires de cancer du sein sont en cohérence avec les observations de la littérature
montrant que les cellules épithéliales du colon (Berin et al., 2001) ou les kératinocytes (Xiao et
al., 2003) soumis a des signaux inflammatoires (IFN-y, IL-13, TNF-a) sécretent de forts niveaux
de CCL22 alors que les cytokines IL-4 et IL-13 qui favorisent la sécrétion de CCL22 par les mDC
ont un effet inhibiteur (Xiao et al., 2003) (Article n°1). L'ensemble de ces données suggere que la
sécrétion de CCL22 par les cellules tumorales requiert une stimulation impliquant IFN-y et IL-

13 ou TNF-a..

D’aprés nos données, les NK intra-tumoraux, apres interaction avec les cellules tumorales,
peuvent étre la source de I'IFN-y. En effet, les marquages NKp46 montrent que les NK sont
localisés au contact des cellules transformées dans les tumeurs de sein, en accord avec les
données récemment publiées par Mamessier et coll. (Mamessier et al., 2011) et non, comme
pour les cellules T, dans l'infiltrat lymphoide en périphérie des cellules tumorales. En dépit de
leur altération fonctionnelle (sécrétion d’IFN-y et cytotoxicité) dans I'environnement immuno-
suppresseur des tumeurs établies (Mamessier et al., 2011), les NK participent a I'immunité anti-
tumorale en réduisant la croissance tumorale et la dissémination métastatique de tumeurs de
sein humaines transplantées dans des souris SCID (Dewan et al., 2005). Les expériences in vitro

réalisées dans notre étude (Article n°1), confirment que les cellules NK provenant d’ascite de
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cancer du sein sont capables d’induire la sécrétion de CCL22 par les cellules tumorales se

substituant ainsi a I’ajout d’IFN-y exogéne dans les cultures.

Nous avons montré que les monocytes produisent de I'lL-13 et du TNF-a dans les co-cultures de
lignées tumorales en présence d’IFN-y exogéne, augmentant ainsi la production de CCL22 par les
cellules tumorales. Les macrophages purifiés d’ascite de patientes atteintes de cancer du sein

induisent la production de CCL22 dans les co-cultures avec les cellules tumorales.

Notre modele suppose que le méme mécanisme prend place dans la tumeur, suggérant que les
TAM produisent du TNF-a et de I'IL-1B in situ. L'analyse en cytométrie en flux sur les
suspensions cellulaires de tumeurs primaires de sein met en évidence des TAM (cellules CD68")
exprimant fortement CD163 traduisant une activation non classique de type M2 immuno-
suppresseur. En accord avec notre modéle, la présence d’'IL-1 dans la masse tumorale a été
positivement corrélée avec le taux d’infiltration des TAM (CD68") (Jin et al., 1997). Des données
préliminaires, obtenues sur un nombre restreints de tumeurs primaires de sein (n=20)
confirment la présence d’IL-13 et de TNF-a dans I’environnement tumoral. D’autre part, la
présence de macrophages dans la masse tumorale correle avec l'infiltration en Treg dans le
cancer de I'ovaire (Kryczek et al., 2007) et le nombre de TAM (analysé sur la base de I'expression
de CD163 et CD68) infiltrant la masse tumorale est associé a un mauvais pronostic dans les
cancers du sein (Campbell et al., 2011; Leek et al., 1996; Medrek et al., 2012; Tsutsui et al.,
2005), du rein (Komohara et al., 2011), « téte et cou » (Fujii et al., 2012) du pancréas (Hanada
et al., 2000; Kurahara et al., 2012; Ohno et al., 2003), le mélanome (Bronkhorst et al., 2011), et
le carcinome hépatocellulaire (Zhou et al., 2009a). Chez la souris, la présence de TAM infiltrant
les tumeurs colorectales correle avec la présence de Treg (Liu et al., 2011b). Le modéle que nous
proposons suggere que les Treg sont recrutés trés précocement lors de la détection des cellules

transformées par les effecteurs de I'immunité innée.

Le tissu mammaire normal contient des NK et des macrophages (Coussens and Pollard, 2011;
Misra et al., 2012; Zhao et al.,, 2010) pouvant détecter trés précocement les cellules
transformées conduisant a la sécrétion d’IFN-y, d’IL-1f3 et de TNF-a qui favorise la production de
CCL22 par les cellules tumorales. Ainsi les Treg du sang sont recrutés spécifiquement et trés

rapidement apres I'activation des cellules de I'immunité innée dans les tumeurs.

Cependant, les données publiées par Gobert et coll. montrent que seuls les Treg présents dans
les agrégats lymphoides sont associées a un mauvais pronostic et que suite a leur infiltration

dans la masse tumorale, ils perdent I'expression de CCR4 (Gobert et al., 2009).
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Figure 12: Quels sont les mécanismes de détection des cellules tumorales par les NK et les macrophages, I’axe de
chimiotactisme CCR4/CCL22 permet-il un recrutement précoce des Treg et quel mécanisme permet la migration
des Treg de la zone tumorale versles agrégats lymphoides?

Notre modele suggére que les NK et les macrophages sont capables de détecter les cellules transformées des les
premiers stades du développement du cancer. La sécrétion de CCL22 par les cellules tumorales pourrait avoir lieu
trés rapidement lors de l'initiation de la réponse immune anti-tumorale, ce qui conduirait a un recrutement tres
précoce les Treg dans la masse tumorale. Les Treg représentent la principale sous-population de cellules exprimant
CCR4 dans le sang, ce qui provoquerait I'établissement d’une réponse de type immunosuppressive avant méme que
les cellules effectrices n’infiltrent la tumeur. CCL22 est produit par les cellules transformées, les Treg devraient donc
migrer dans la zone tumorale, or seuls les TA-Treg présents dans les agrégats lymphoides sont associés a un mauvais
pronostic.

@® quels sont les mécanismes impliqués dans la migration des Treg vers les agrégats lymphoides, une fois entrés
dans la masse tumorale ?

@ L’axe CCR4/CCL22 conduit-ila un recrutement précoce des Tregpar rapportaux cellules T effectrices?

La présence de Treg dans les agrégats lymphoides suggére que d’autres mécanismes de
recrutement interviennent aprés I'extravasation des Treg conduisant a leur adressage vers les
agrégats lymphoides et non au contact de la source de CCL22 que sont les cellules tumorales.

Liu et coll. ont montré dans un modele de tumeurs colorectales que la production de CCL20 par
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les macrophages permet le recrutement des Treg qui expriment CCR6 (Liu et al., 2011b). CCL20
étant produite dans I'environnement tumoral dans le cancer du sein (Bell et al., 1999), elle
pourrait participer a cette migration des Treg vers les zones d’agrégats lymphoides. L’analyse de

I’expression de CCR6 a la surface des TA-Treg pourrait permettre de confirmer cette hypotheése.

Deux questions majeures sont soulevées par notre modele et devront étre résolues pour le

confirmer pleinement (Figure 12)

- Quels sont les mécanismes impliqués dans la migration des Treg vers les agrégats
lymphoides aprés leur entrée dans la masse tumorale?
- L’axe CCR4/CCL22 conduit-il a un recrutement plus précoce des Treg comparé aux

cellules T effectrices?

7.2 Relation entre pDC altérées et cellules T CD4 immunosuppressives

dans les tumeurs

La présence de pDC dans les tumeurs primaires est un facteur de mauvais pronostique dans le
cancer du sein (Treilleux et al., 2004), de I'ovaire (Annexe n°2: (Labidi-Galy et al., 2011)) le
mélanome (Jensen et al., 2012) et le cancer « téte et cou » (Hartmann et al., 2003). D’autre part,
nous avons montré que l'infiltration des tumeurs de sein par les pDC est positivement corrélée
avec la présence de Treg que ce soit sur coupe de tumeurs (IHC) ou en cytométrie en flux sur

tumeurs fraiches (Article n°2).

7.2.1 Mécanismes de recrutement des pDC dans la masse tumorale

Nous avons montré que, la proportion de pDC est diminuée dans le sang des patientes atteintes
de cancer du sein et d’ovaire par comparaison avec des donneurs sains (Article n°2, et Annexe n°
2). D’autre part, l'infiltration en pDC est plus importante dans les cancers du sein de type basal
like (triple négatif) et dans les tumeurs a fort index mitotique. Ces observations suggérent
I’existence d’un mécanisme de recrutement des pDC spécifique de certains sous-types tumoraux
conduisant a leur accumulation dans ces tumeurs. Aujourd’hui ce mécanisme n’est pas
caractérisé dans le cancer du sein mais les données de la littérature permettent de suggérer

différentes hypothéses.

En 2001 Zou et coll. (Zou et al., 2001), ont montré la production par les cellules épithéliales de
tumeurs d’ovaire de SDF-1/CXCL12 et I'expression de son récepteur CXCR4 par les pDC dans le
sang et la tumeur de patientes porteuses d’un carcinome ovarien. Les pDC sont capables de

migrer in vitro en réponse a CXCL12 suggérant que le couple CXCL12/CXCR4 pourrait participer a
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leur recrutement dans les tumeurs d’ovaire. La forte production de CXCL12 dans les tumeurs de
sein rapportée par Mirisola et coll. (Mirisola et al., 2009) et que nous avons pu confirmer dans
les surnageants tumoraux de tumeurs du sein (données non publiées), pourrait également

participer au recrutement des pDC dans les tumeurs de sein.

Tres récemment, I'expression de CCR9 par les pDC a été associée a leur fonction tolérogene
(Hadeiba et al., 2008). En effet, la vaccination contre un peptide d’OVA quelques jours aprés
I'injection des pDC CCR9" chargées par ce peptide aboutit a I'inhibition de la prolifération des
cellules T spécifiques dans les ganglions lymphatique chez la souris. Les pDC CCR9" présentent un
phénotype immature, ne sécrétent pas d’IFN-a et migrent dans les ganglions. Suite a leur
activation par un ligand de TLR, elles perdent I'expression de CCR9 et acquierent un phénotype
mature, qui coincide avec la perte de leurs propriétés tolérogenes (Hadeiba et al., 2008). CCL25
le ligand de CCR9 est exprimé dans les xénogreffes de cellules tumorales de cancer du sein
humaines chez la souris (Johnson-Holiday et al., 2011). De méme CCL25 est exprimé dans les
tumeurs humaines de |'ovaire (Johnson-Holiday et al., 2011). La présence de CCL25 dans la
masse tumorale pourrait donc conduire au recrutement des pDC CCR9" immuno-suppressives du

sang vers la tumeur. Cette hypothése n’a cependant pas été explorée chez I’homme a ce jour.

D’autre part, le groupe de N Bendriss-Vermare dans notre équipe (Sisirak et al., 2011), a montré
chez 'homme dans I'amygdale, I'expression par les pDC de CCR6 et CCR10. Cette expression est
induite en présence d’IL-3 produite par les cellules T activées dans les organes lymphoides
secondaires ou les muqueuses. In vivo chez la souris, I'expression de CCR6 et CCR10 est associée
a une perte de I'expression de CCR7 par les pDC qui favorise leur migration des organes
lymphoides vers la peau inflammée ou le tissu tumoral (mélanome, B16 transplanté) via
I’expression de CCR6 et le recrutement en réponse a CCL20. Chez ’'homme, le role de CCR6 dans
la migration des pDC vers la masse tumorale a été démontré dans le mélanome (Charles et al.,
2010). La présence de CCL20 a été mise en évidence par Bell et coll. dans les tumeurs de sein
(Bell et al., 1999) et confirmée par notre équipe (Thomachot et al.,, 2004). Cependant, si le
couple CCR6/CCL20 a été associé a la séquestration des mDC immatures dans le lit tumoral au
contraire du couple CCR7/CCL19 associé lui a la détection des mDC matures dans la périphérie
de la tumeur au contact des lymphocytes T (Bell et al., 1999), I'impact de CCR6/CCL20 sur le

recrutement des pDC n’a jamais été évalué dans le contexte du cancer du sein et de I'ovaire.

7.2.2 Les pDC sont altérées et ne produisent pas d’IFN-a dans les tumeurs de sein

L’activation des pDC dans la tumeur contraste avec leur perte de capacité a sécréter de I'lFN-

o aprés stimulation via un ligand de TLR7 ou 9. Nous montrons (Article n°2), que I'addition de
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surnageants de tumeurs dans des cultures de pDC de donneurs sains en présence de ligands de
TLR7 et 9, inhibe la sécrétion d’IFN-o. sans altérer les sécrétions d’IP-10/CXCL10 et la
surexpression des marqueurs d’activation (CD83, CD86). Ceci suggére que cette altération des
fonctions innées (inhibition d’IFN-a) des pDC de tumeurs ne résulte pas d’une réduction
d’expression des TLRs comme rapporté dans le cancer « Téte et cou » (Hartmann et al., 2003).
Dans notre équipe, Sisirak et coll. ont caractérisé les mécanismes responsables de cette
inhibition de sécrétion d’IFN-a par les pDC dans I’environnement tumoral du cancer du sein par
I’addition d’Ac bloquants ou de cytokines exogéenes (Sisirak et al. Int J Cancer en révision). En
résumé, la présence de TGF-3 et de TNF-a dans I’'environnement tumoral inhibe la translocation
d’IRF-7 dans le noyau cellulaire durant I'activation des pDC par des ligands de TLR-7 et 9 in vitro
conduisant a l'inhibition sélective de la production d’IFN-a.. En collaboration avec le groupe de N
Bendriss-Vermare, nous avons aussi démontré dans le cancer de I'ovaire la perte de capacité a
sécréter de I'IFN-a et du TNF-a par les pDC intra-tumorales, et le role majeur du TGF-f3 et du

TNF-o dans cette altération (Annexe 2).

D’autre part, des données récentes de notre équipe montrent que la déplétion des pDC réduit la
croissance tumorale dans un modele murin porteur de tumeur mammaire syngénique
surexprimant I'oncogéne Her2/Neu activé de rat (I. Le Mercier et al. Cancer Res en révision). De
méme, la déplétion des pDC dans le modele de tumeur mammaire 4T1 (injecté en intra-
cardiaque) réduit la dissémination métastatique et diminue la proportion de Treg dans la moelle

au profit de cellules T CD8 cytotoxiques spécifiques des cellules tumorales (Sawant et al., 2012).

7.2.3 Les pDC altérées activent préférentiellement les T CD4 mémoires immuno-suppresseurs

Dans le but d’expliquer la corrélation entre l'infiltration en Treg et en pDC dans les tumeurs de
sein, nous avons émis I'hypothése que les pDC de tumeurs pouvaient étre responsables de
I'induction d’iTreg a partir de cellules T naives. En effet, Martin-Gayo en 2010 (Martin-Gayo et
al.,, 2010) a montré la capacité des pDC thymiques humaines a induire I'émergence de Treg a
partir de thymocytes au stade DP et au stade SP CD4". Cependant, I’addition de pDC purifiées de
tumeur en présence de CD4 naives allogéniques n’induit aucun enrichissement en cellules
FoxP3" parmi les T CD4 ayant proliféré in vitro (Article n°2). De méme les pDC sont capables
d’induire une polarisation des cellules T CD4 naives de type Trl-like sécrétrices de fortes
quantités d’IL-10 parmi les T CD4 (Ito et al., 2008). Lors de co-cultures de cellules T CD4 naives
allogéniques avec des TA-pDC, nous confirmons que les TA-pDC comme les pDC de donneurs
sains stimulent fortement I’émergence de cellules T CD4 productrices d’IL10, a partir de T naifs.

Donc les TA-pDC ont une capacité a induire des cellules T CD4 productrices d’IL-10 équivalente a
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celle des pDC issues de donneurs sains. En somme, I'environnement tumoral ne modifie pas de

facon significative les capacités des pDC dans la polarisation des T CD4 naifs.

Dans les tumeurs de sein, 'ensemble des T CD4 expriment un phénotype mémoire. Les pDC de
donneurs sains, les TA-pDC et les pDC conditionnées par les surnageants de tumeur induisent la
prolifération de Treg mais seules les pDC pré-incubées par les surnageants de tumeur et les TA-
pDC favorisent un fort enrichissement en Treg parmi les cellules T CD4 mémoires allogéniques
(Article n°2, Article n°3). Nous avons montré que |'ajout d’IFN-a dans les co-cultures de T CD4
mémoires et de TA-pDC inhibe leur capacité a induire la prolifération et I'enrichissement en
Treg. De méme, I'élimination de I'IFN-a sécrété, augmente fortement la capacité de ces pDC a
induire un enrichissement en Treg et en cellules sécrétrices d’'IL-10 parmi les T CD4 mémaoires.
Ainsi les TA-pDC n’entrainent pas une polarisation immuno-suppressive des cellules T naives
mais favorisent I'activation et I’enrichissement en Treg et en cellules productrices d’IL-10 parmi
les T CD4 mémoires. L'incapacité de ces pDC issues de tumeurs a produire de I'IFN-a est
favorable a I'’émergence d'une réponse immuno-suppressive puisque I'ajout d’IFN-o
recombinant dans les co-cultures de cellules T CD4 mémoires et de pDC altérées inhibe cet
enrichissement en Treg et favorise la sécrétion d’IFN-a par les cellules T en réduisant la

sécrétion d’IL-10.

Cependant ce travail pose deux questions majeures qui n’ont pas été résolues a ce jour (Figure

13):

Quels sont les facteurs impliqués dans |’activation et la maturation des TA-pDC ?

Quel est le mécanisme de recrutement des TA-pDC du sang vers la tumeur ou le mécanisme de

leur séquestration dans I'environnement tumoral ?
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Figure 13: Les TA-pDC sont capables d’amplifier les TA-Treg. Quels sont les facteurs induisant leur maturation et
leurrecrutementdans les tumeurs?

Les TA-pDC présentent une état d’activation partiel sur la base de leur expression des molécules de co-stimulation et
du CMH-1I. U'environnement tumoral contient du TGF-f et du TFN-o qui conduisent a une altération des TA-pDC qui
perdent alors leur capacité a sécréter de I'lFN-a en réponse a I'engagement des TLR 7 et 9. Cette absence de
sécrétion d’IFN-a parles pDC favorise I'amplification des TA-Treg et des TA-T CD4 mémoires producteurs d’IL-10.

® Qquelssontles facteurs impliqués dans I'activation etla maturation des TA-pDC?
@ Quelestle mécanisme de recrutementetou de séquestration des TA-pDCdusangverla tumeur?

7.3 ICOS joue un role central dans la réponse immuno-suppressive intra-

tumorale induite par les pDC.

Plusieurs données issues de I'équipe suggerent qu’ICOS est associée a une réponse immuno-
suppressive dans la masse tumorale : i) les Treg (Gobert et al., 2009) et les pDC (Treilleux et al.,
2004) sont de mauvais pronostique dans le cancer du sein, ii) les Treg et les pDC interagissent

dans la tumeur (Article n°2) et iii) cette interaction médiée par ICOS est indispensable pour la
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prolifération des Treg et la sécrétion d’IL-10 par les cellules T CD4 en présence de pDC (Article
n°3) et ces données peuvent expliquer I'impact pronostic défavorable de la détection de cellules
ICOS" dans le cancer du sein (Article n°3). Il est intéressant de noter que des données similaires
ont été obtenues trés récemment dans le cancer de |'ovaire (Conrad et al., 2012), tumeur dans
laquelle les pDC (Labidi-Galy et al., 2012) et les Treg (Curiel et al., 2004) ont un impact pronostic

défavorable.

7.3.1 L’interaction ICOS/ICOS-L participe a l'induction de cellules T immuno-suppressives par les TA-

pDC

Dans nos expériences in vitro, les Treg isolés de tumeur proliférent fortement en présence de
pDC. L'ajout de I’Ac bloquant anti-ICOS supprime la prolifération des Treg et ne module que tres
faiblement la prolifération des autres cellules T CD4, montrant I'importance majeure d’ICOS dans
I'activation des Treg par les pDC. Ces données sont confirmées par les travaux de Conrad et coll.
dans le cancer de I'ovaire (Conrad et al., 2012). Les Treg de tumeur ne proliférent pas lorsqu’ils
sont co-stimulés par anti-CD3/anti-CD28 en présence d’IL-2. De fagon identique, Ito et coll. ont
montré que les Treg ICOS” purifiés de sang ou de thymus humain, au contraire des Treg ICOS",
ne proliférent pas lorsqu’ils sont activés par anti CD3/anti CD28 en présence d’IL-2 exogéne,

alors qu’ils proliferent fortement aprés addition de la chimére ICOS-L-lg en plus de la

signalisation via le TCR et CD28 ou en présence de pDC (lto et al., 2008).

D’autre part, I'inhibition de I'interaction ICOS/ICOS-L réduit trés fortement la sécrétion d’IL-10,
alors que la production d’IFN-y n’est pas altérée dans les surnageants de co-culture [pDC - T CD4
mémoires déplétés en Treg]. Ces résultats sont en accord avec les observations d’lto et coll.
démontrant un réle majeur de la signalisation via ICOS dans la sécrétion d’IL-10 par les cellules T
CD4 (Ito et al., 2007). L'action des TA-pDC porte sur les T CD4 mémoires, induit I'émergence de
cellules T immuno-suppressives alors que la polarisation des cellules naives n’est pas modifiée
(Article n°2). Ceci est en adéquation avec le réle d’ICOS dans I'induction de la réponse immuno-
suppressive par les pDC altérées de tumeur sur les cellules T CD4 mémoires. En effet, il a été
montré, chez la souris, qu’ICOS interviendrait dans un second temps par rapport a CD28 et que
sa fonction premiére ne serait pas de modifier la polarisation des cellules T naives mais au
contraire, d’amplifier une réponse déja initiée (Coyle et al.,, 2000; Gigoux et al., 2009).
L'utilisation de souris KO pour CD28 ou ICOS et double KO CD28/ICOS lors d’un test
d’hypersensibilité montre que CD28 joue un rble prédominant pour linstauration de
I’hypersensibilité alors qu’ICOS intervient plus tardivement (Wong et al., 2009). Cette hypothése

a de plus été confirmée dans un modeéle murin ou l'interaction entre ICOS et la Pi3K a été abolie
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par mutation, confirmant que CD28 participe de facon transitoire a I'activation des cellules T
alors qu’ICOS intervient dans les dernieres étapes de la différenciation de ces cellules en cellules

TFh via une tres forte activation de la Pi3K (Gigoux et al., 2009).

7.3.2 ICOS induit exclusivement des cellules T CD4 immuno-suppressives dans les tumeurs primaires

de sein

ICOS joue de multiples roles dans la réponse immunitaire. Des données chez la souris (Choi et
al., 2011; McAdam et al., 2001) et chez les patients immuno-déficients atteints de mutations sur
le géne d’'ICOS (Salzer et al., 2004; Yong et al., 2009) montrent le réle majeur joué par ICOS sur
les cellules TFh lors de la formation des centres germinatifs et la maturation des lymphocytes B.
De plus, de nombreux modeéles murins ont établi I'implication ICOS dans le développement ou
I’exacerbation de pathologies auto-immunes. En effet, le blocage d’ICOS-L permet de supprimer
le développement du lupus érythémateux disséminé chez la souris NZB (Hu et al., 2009),
I'injection d’ICOS-Ig supprime l'interaction ICOS/ICOS-L et réduit la sécrétion d’IFN-y par les
cellules T dans un modeéle de myocardite expérimentale (Liu et al., 2006). De méme ICOS
participe a 'accumulation de cellules Th1 et Th17 dans I'arthrite auto-immune (Frey et al., 2010)
et les cellules T ICOS KO transplantées dans des souris SCID induisent une faible réaction
allogénique contre I’héte par comparaison avec des cellules T normales (Hubbard et al., 2005) .
Chez 'homme, les patients déficients pour ICOS montrent une forte réduction du nombre et une
altération de la fonction effectrice des cellules T CD4 et CD8 mémoires (Takahashi et al., 2009).
Paulos et coll. ont montré que la co-stimulation via CD3 plus ICOS favorise I'émergence de
cellules Th17 en présence d’IL-6, IL-23 et IL-1 comparé a une co-stimulation classique via
CD3/CD28 (Paulos et al., 2010). L'ensemble de ces résultats montre que I'engagement d’ICOS
amplifie fortement les réponses des cellules T en complément de la co-stimulation médiée par
CD28. Il joue un role complémentaire de CD28 (Shilling et al., 2009) et peut donc participer a une

augmentation des réponses pro-inflammatoires effectrices de type Thl ou Th17.

Cependant, I'environnement tumoral contient de fortes quantités d’IL-10, de TNF-o. et de TGF-
B qui inhibent les fonctions des cellules T effectrices. De plus, on détecte de tres faibles
quantités d’IFN-y, d’IL-17 et les pDC sont altérées pour leur capacité a produire de I'IFN-
o, favorisant I'émergence de Treg et suggérant que |’environnement en cytokines dans les
tumeurs est donc tres défavorable a I'émergence de cellules effectrices pro-inflammatoires.
Nous avons observé que le blocage d’ICOS dans les co-cultures de T CD4 avec des pDC permet
I'augmentation des concentrations d’IL-2 dans les surnageants. Cela suggere que le blocage

d’ICOS supprime I"accumulation de cellules qui consomment et/ou ne sécretent pas d’IL-2 ou
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que I'engagement d’ICOS inhibe la production d’IL-2 par les cellules T. La stimulation des cellules
T en présence d’anti-CD3 et d’'un Ac agoniste d’ICOS (clone 88.2, D Olive, Marseille) nécessite
I'addition d’IL-2 exogene pour induire la sécrétion d’IL-10 par les T CD4 (Brevet
PCT/EP2012/055735) en accord avec les données de la littérature montrant que I'engagement

d’ICOS ne permet pas la production d’IL-2 par les T CD4 (Harada et al., 2003).
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Figure 14: Les TA-Treg sont fortement dépendants d’ICOS. Quelle est la nature de ces cellules ? ICOS peut-il
intervenirdans la réponse immune anti-tumorale?
L’axe de co-stimulation ICOS/ICOS-L est nécessaire pour induire la prolifération des TA-Treg par les pDC et
participe a I'amplification des T CD4 mémoires producteurs d’IL-10. Les Treg du sang ne sont pas dépendants
d’1COS pour proliférer carils répondent a la co-stimulation CD3/CD28 montrant une différence majeure entre les
Treg du sang et les TA-Treg. D’autre part, l'interaction ICOS/ICOS-L peut également intervenir dans les fonctions
effectrices des cellules T mais nos résultats suggérent que I'environnement est défavorable a I'induction d'une
réponse anti-tumorale suite a la co-stimulation par ICOS des cellules T car contrairement a I'lL-10, nous ne
détectons pas d’IFN-vy, d’IL-17 ni d’IL-2 dans la masse tumorale et une forte infiltration en cellules ICOS* est un
facteur de mauvais pronostique.

@ qQuelle estla nature des TA-Treg FoxP3*dansles tumeurs de sein (iTreg, nTreg, plasticité) ?

@ Pouvons-nous mieux caractériser le réle d’ICOS sur les sous-populations de cellules T effectrices dans
I'environnementtumoral ?
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Nous montrons que I'expression d’ICOS dans la masse tumorale est un facteur de mauvais
pronostique ce qui suggére trés fortement que I’ensemble des T CD4 ICOS" intra-tumoraux (dont
les T CD4 ICOS’ non Treg) ont une fonction immuno-suppressive in situ. En effet, si I'activation
de cellules T CD4 via leur TCR et ICOS favorise la sécrétion d’IFN-y en présence d’IL-2 ou d’IFN-y
exogene, en présence d’IL-4, en absence d’IFN-y ou en absence d’IL-2 dans |'environnement, on
observe I'’émergence de cellules productrices de TGF-§ et qui expriment FoxP3 (Mesturini et al.,

2006).

D’autre part, nous avons observé que la présence des signaux CD3/ICOS/CD28 délivrés par des
billes sur lesquels sont fixés les Ac agonistes ne permet pas d’induire la prolifération des TA-Treg
in vitro (données non montrées). Ces observations suggerent fortement qu’ICOS est nécessaire
mais non suffisant pour induire la prolifération des TA-Treg. Les pDC elles-mémes, et
possiblement I'environnement tumoral, sont associés a la présence de facteurs permettant,

lorsqu’ils sont conjugués a I'engagement d’ICOS, de favoriser cette prolifération.

Dans l’environnement tumoral, la stimulation des cellules T mémoires, dont les Treg, via
I’engagement d’ICOS conduirait donc, principalement a un fort enrichissement en cellules T

immuno-suppressives parmi les T CD4.
Cependant, ce travail souléve deux questions majeures (figure 14):

Quelle est la nature des Treg FoxP3" dans les tumeurs de sein? (Cellules T activées, iTreg, nTreg,

plasticité)?

Pouvons-nous mieux caractériser le réle d’ICOS sur les sous-populations de cellules T effectrices

dans I’environnement tumoral?
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8 _Perspectives sur I'étude des Treg intra-tumoraux

Les données expérimentales obtenues par Michael Gobert et au cours de ma thése, ainsi que les
données de la littérature suggérent trés fortement un recrutement spécifique des Treg CCR4" du
sang vers la tumeur (Article n°1). De plus, avons identifié un lien étroit entre les TA-pDC altérées
et les TA-Treg impliquant I'altération fonctionnelle des TA-pDC (Article n°2) et le réle de
I'interaction ICOS/ICOS-L (Article n°3). Nos observations suggérent un modeéle pouvant expliquer
les mécanismes conduisant a I'enrichissement et a I’état d’activation des Treg dans les tumeurs,

ce qui ouvre de nouvelles perspectives en immunothérapie du cancer.

Cependant, nous ne pouvons exclure qu’une fraction de ces Treg pourrait étre induite par la
différenciation de cellules T naives en iTreg exprimant FoxP3. Cette question est importante car
la nature des cellules FoxP3" présentes dans la masse tumorale conditionne leur plasticité
(capacité a se transdifférencier en cellules T effectrices de type Th1, Th2 ou Th17), ce qui doit
étre pris en compte pour la conception de futures stratégies visant a modifier les propriétés de
ces cellules. D’autre part, les mécanismes de suppression associés aux TA-Treg n’étant pas
encore clairement identifiés dans le cancer du sein, leur caractérisation pourrait permettre de

définir de nouveaux outils thérapeutiques.
8.1 Mieux déterminer la nature des Treg dans le cancer du sein

Dans le travail que nous avons réalisé, nous avons identifié les Treg sur la base de leur
expression de FoxP3. Pour valider cette stratégie, nous avons tout d’abord montré que les
cellules FoxP3" co-expriment fortement CD25 et n’expriment pas CD127 et avons validé que les
cellules CD4*CD25'CD127"*8 de tumeur ont un important pouvoir suppresseur sur les autres T
CD4 (Gobert et al., 2009). Cependant, les cellules T activées peuvent expriment FoxP3 de fagon
transitoire (Walker et al., 2003). L’identification de la ou des sous-populations de cellules FoxP3"
infiltrant les tumeurs permettrait probablement de conclure sur la notion de plasticité des

cellules FoxP3" dans le cancer du sein.

En ce sens Wang et coll (Komatsu et al., 2009; Wang et al., 2009) ont montré que I'activation de
cellules T par les signaux anti-CD3/anti-CD28 induit un fort pourcentage de cellules exprimant
FoxP3 et CD25 dont une fraction exprime GARP. Seule la sous-population GARP* parmi ces
cellules T activées présente une forte activité suppressive, et n’exprime ni IL-17 ni IFN-y aprés
purification et réactivation (Wang et al., 2009). Cette co-expression de LAP, GARP et Foxp3 est

aussi retrouvée au sein des lymphocytes infiltrant les tumeurs « téte et cou » (Schuler et al.,
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2012). Les patients porteurs du VIH présentent une augmentation, dans le sang, de la proportion
de cellules FoxP3*CD25", mais I'analyse de I'expression de GARP parmi ces cellules a montré que
la proportion de de Treg CD25'FoxP3'GARP* n’est pas modifiée dans le sang des patients par
rapport aux donneurs sains (Wang et al., 2009). Cette donnée suggere que la proportion de Treg
n’est pas modifiée dans les patients porteurs du VIH mais que la proportion de cellules FoxP3*
accrue dans le sang des patients est due a une activation chronique des cellules T due a la

présence du virus.

Les Treg sont également caractérisés par la déméthylation de la région TSDR (Treg Specific
Demethylated Region) qui stabilise la transcription de foxP3 (Polansky et al., 2008). Chez les
patients atteint de diabéte auto-immun, un enrichissement en cellules FoxP3*IFN-y* ayant un
pouvoir suppresseur in vitro a été montré. Cependant, ces cellules n’expriment pas Helios et
présenterait une méthylation importante de la région TSDR. Ainsi ces cellules posséderaient les
caractéristiques d’iTreg ayant un phénotype proche des cellules Thl (CXCR3" IFN-y").
Contrairement aux nTreg, qui présentent une forte déméthylation de la région TSDR et une forte
expression de Helios méme en présence d’IL-12 et de signaux activateurs (McClymont et al.,
2011). Récemment, I'analyse de la région TSDR dans les T CD4 a permis de montrer une
réduction de la déméthylation chez des patients atteint d’'un syndrome auto-immun proche de
I'IPEX mais pour lequel le pourcentage de cellules T CD25'FoxP3" n’est pas significativement

inférieure a celui des donneurs sains (Barzaghi et al., 2012).

L'utilisation d’animaux porteurs d’un chromosome bactérien codant pour la protéine de fusion
GFP-Cre et linsertion de la séquence ROSA26YFP inductible par la Cre-recombinase dans leur
ADN génomique montre qu‘une fraction des cellules T FoxP3™ (GFP négatives) a exprimé FoxP3
de fagon transitoire (YFP®) puis a dérivé en cellules effectrices ne présentant pas de pouvoir
suppresseur. Cette donnée propose I'existence d’une plasticité des Treg, qui seraient capables
de se trans-différencier en cellules effectrices (Zhou et al.,, 2009b). Contrairement aux Treg
purifiés a partir du thymus, les cellules FoxP3" obtenues a partir de I’activation de cellules naives
perdent I'expression de FoxP3 en présence des cytokines IL-4, IL-6, IL21 in vitro. Le transfert de T
CD4 naifs porteurs du marqueur congénique Ly5.1 chez une souris Ly5.2 a permis d’observer
également l'induction d’une faible proportion de cellules FoxP3" parmi les cellules d’origine
Ly5.1" (ex-naives). Le transfert de toutes les cellules FoxP3" (Ly5.1 et Ly5.2) des animaux
receveurs dans une souris Rag'/" dépourvue de cellules T démontre que les cellules Ly5.1 perdent
I’expression de FoxP3 et proliferent fortement dans I’environnement lymphopénique devenant

des ex-FoxP3". A I'opposé, les cellules FoxP3" Ly5.1 conservent I'expression de FoxP3 dans les
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souris immuno-déficientes. De plus, les T FoxP3" induits a partir de cellules T naives n’expriment
pas Helios, présentent une méthylation importante de la région TSDR du géne foxp3. Ces
résultats démontrent que certaines cellules T peuvent exprimer FoxP3 de fagon transitoire avant
d’acquérir leur fonction effectrices dans un environnement pro-inflammatoire et de devenir des
cellules effectrice ex-FoxP3, alors que les nTreg ne présentent pas de réelle plasticité (Miyao et

al., 2012).

En somme, l'identification des Treg sur la base de FoxP3 peut présenter un biais important car
certaines cellules T activées non nTreg peuvent exprimer FoxP3 de facon transitoire. De méme il
reste important de déterminer si les Treg retrouvés dans la masse tumorale correspondent a des
iTreg ou des nTreg et de développer des outils qui permettraient d’appréhender la notion de
plasticité des TA-Treg. Afin de confirmer que les cellules T FoxP3" ICOS" présentes dans les
tumeurs du sein sont des nTreg ou des iTreg il faudrait étudier si i) ces cellules co-expriment
Helios, BDCA-4, GARP et LAP, ii) présentent une importante déméthylation de la région TSDR et
iii) perdent leur pouvoir suppresseur et leur expression de FoxP3 en présence de cytokines pro-
inflamatoires (IL-12, IL-1B) ou en absence de TGF-B. Ces études pourraient de plus étre

complétées par une analyse de I'expression des différentes isoformes de FoxP3.

8.2 L’axe CD39/CD73 un mécanisme par collaboration entre Treg et T

effecteurs chez ’lhomme ?

Au cours de ma thése nous avons mis en évidence la forte surexpression de CD39 sur les Treg de
Tumeur (Figure 14), en accord avec les observations de Mandapathil et coll. dans le cancer « téte
et cou » (Mandapathil et al., 2012). La dégradation de I’ATP extracellulaire dans les tumeurs par
CD39 pourrait constituer une réduction de signal 2 (ATP extracellulaire) permettant I'activation
de linflammasome et donc la sécrétion d’IL-1B par les macrophages. Il est possible que
I’expression de CD39 par les Treg dans les tumeurs de sein (Figure 15) intervienne dans les
mécanismes d’inhibition des réponses pro-inflammatoires en dégradant I’ATP extracellulaire
relargué par les cellules en apoptose, qui constituerait une perte de signal activateur pour les

macrophages et les DC.

La co-expression de CD39 et CD73 par les Treg chez la souris joue un role central dans leur
fonction suppressive, leur permettant de dégrader I’ATP exogene et I’ADP extracellulaire en Ado
(Deaglio et al., 2007). La délétion de CD73 spécifiquement dans les Treg permet I’établissement
d’une réponse immune anti-tumorale conduisant au rejet de tumeurs transplantées chez la

souris (Stagg et al.,, 2011; Stagg et al.,, 2010). Ado est une molécule fortement immuno-
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suppressive qui altére les fonctions des cellules T, favorise la sécrétion d’IL-10 par les monocytes

et inhibe la sécrétion d’IL-12 par les mDC (Beavis et al., 2012).
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Figure réalisée d’apres les résultats préliminaires obtenus durant ma thése et le Master 2 de Nicolas
Gourdin

Figure 15: Chez I'homme, la dégradation de I'ATP extra-cellulaire en Ado par les T CD4 nécessite la
collaboration entre les Treg CD39* et la sous-population TCD4 CD73*

A) I'analyse par cytométrie en flux de I'expression de CD39 et CD73 sur les cellules T CD3* CD4* en fonction de
I'expression de FoxP3 montre que les TA-Treg humains expriment tres fortement CD39 mais pas CD73 et qu’une
sous-population de T CD4 non Treg exprime CD73 ce qui les différencie des TA-Treg murins qui co-expriment
CD39 et CD73. B) Les Treg murins sont capables de dégrader directement 'ATP en Ado par I'action consécutive
de CD39 et CD73. Chez 'homme la génération d’Ado nécessiterait la collaboration des Treg CD39* et des T CD4
CD73*. Chez 'homme, le mécanisme de suppression par génération d’Ado se rapprocherait alors des mécanismes
par contact cellulaire, les T CD4 CD73*pourraient représenter une cible privilégiée des Treg CD39* nécessitant
une grande proximité entre ces cellules.
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Cependant, contrairement aux résultats obtenus chez la souris, nous avons pu observer que
dans les tumeurs du sein et de I'ovaire chez 'homme, les Treg ne co-expriment pas CD73. Par
contre, une sous-population de cellules T CD4 non Treg exprime CD73 dans le sang et la tumeur
(Figure 15). Ces données suggérent que les Treg et les T CD4 CD73" non Treg coopérent pour
induire la production d’Ado. Dans ce contexte, il est important de comprendre la fonction des T
CD4 CD73", qui fera I'objet du projet de thése développé par Nicolas Gourdin. Les T CD4 CD73"
pourraient ainsi étre sélectivement ciblés par les Treg CD39" dans I’environnement tumoral. Une
analyse transcriptomique pan-génome nous permettra de déterminer si les T CD4 CD73"

présentent des caractéristiques particulieres par rapport aux autres cellules T CD4 non Treg.

L’expression de CD73 n’est pas restreinte aux cellules de I'immunité et CD73 est surexprimé
dans un grand nombre de tumeurs humaines (Sein, ovaire, poumon, colon, gliome..) dans
lesquelles il favorise la prolifération tumorale (Zhang, 2012). CD73 est associé a un mauvais
pronostic dans le cancer du colon (Wu et al., 2012) et favorise les métastases dans le cancer du
sein (Zhang, 2012). Le ciblage de CD73 pourrait donc faire partie des futures stratégies

thérapeutiques.
8.3 Stratégies thérapeutiques:

L'ensemble des données obtenues durant ma thése a mis en évidence trois mécanismes
impliqués dans I'immuno-suppression associée aux T CD4 dans les tumeurs de sein qui débouche
sur des stratégie thérapeutiques: i) CCR4 constitue une cible de choix pour supprimer le
recrutement des Treg dans la tumeur, ii) restaurer la capacité des pDC a produire de I'lFN-a
semblerait étre un élément clef dans I'induction d’une réponse T anti-tumorale et iii) le ciblage
d’ICOS offrirait la possibilité de bloquer I'amplification de Treg et de cellules T CD4 sécrétrices

d’IL-10, via les TA-pDC.

8.3.1 Bloquer CCR4

En dehors de CCR4 (lellem et al., 2001), d’autres récepteurs de chimiokines tels que CCR5
(Yurchenko et al., 2006) , CCR6 (Kleinewietfeld et al., 2005), CCR7 (Szanya et al., 2002), CXCR3
(Saeki et al., 2010) et CXCR4 (Zou et al., 2004) sont exprimés par les Treg et impliqués dans leur

fonction in vivo dans différents contextes inflammatoires.

Notre équipe a montré en 2004 la présence de CCL20 (ligand de CCR6) dans les tumeurs de sein
(Thomachot et al., 2004). Récemment, le couple CCR6/CCL20 a été rapporté comme jouant un

role dans le recrutement des Treg dans le cancer du sein (Xu et al., 2011) et le carcinome
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hépatocellulaire (Chen et al., 2011). Dans un modele murin de cancer colorectal Liu et coll.
démontrent I'importance des TAM, via leur propre capacité a produire CCL20 ou a induire sa
sécrétion par les cellules tumorales, dans le recrutement des Treg CCR6" (Liu et al., 2011b). De
plus, la présence de Treg CCR6" a été décrite dans les tumeurs mammaires chez la souris (Xu et
al., 2011) suggérant que CCR6 peut aussi intervenir dans le recrutement des Treg dans le cas du
cancer du sein. Comme nous I'avons suggéré précédemment, I'analyse de I'expression de CCR6 a
la surface des TA-Treg issus de tumeurs de sein pourrait permettre de déterminer le réle de

CCR6 dans le recrutement des Treg dans les tumeurs primaires de sein.

Dans les tumeurs d’ovaire les Treg co-expriment CXCR3, T-bet et FoxP3, ne produisent pas d’IFN-
v et possedent un fort pouvoir suppresseur. Selon les auteurs, I'IL-12 et I'IFN-y jouent un rdle
important dans I'induction de I'expression de T-bet et de CXCR3 sur ces cellules. La sécrétion de
CXCL10 par les cellules tumorales et les TAM dans les tumeurs et les ascites d’ovaire favorise le

recrutement de ces Treg CXCR3"tout comme pour les Th1 (Redjimi et al., 2012).

Alors que CCR6 est aussi exprimé par les cellules Th17, et CXCR3 par les cellules Thl qui jouent
un réle important dans la réponse immune anti-tumorale, CCR4 n’est exprimé que par les Treg,
les Th17 suppresseurs FoxP3" et les cellules Th2. Ainsi, I'inhibition de CCR4 pourrait permettre
de supprimer les réponses immuno-suppressives associées aux Treg sans affecter la
fonctionnalité des cellules Th1 importantes pour le développement d’une réponse cytotoxique
anti-tumorale, comme le montre leur impact favorable sur la progression tumorale
(Teschendorff et al., 2010). L'utilisation d’'un modeéle murin humanisé (souris NOD/SCID/BZ'/'
possédant un systéme immunitaire humain par transfert adoptif de progéniteurs CD34" ou de
cellules T) a permis de montrer que la présence de cellules Th2 dans les tumeurs de sein
humaines transplantées favorise la croissance tumorale (Pedroza-Gonzalez et al., 2011). Dans ce
modele, Ox40-L, exprimé par les mDC suite a la sécrétion de TSLP par les cellules tumorales,
active les cellules Th2. Ces observations suggérent que I'impact de I'inhibition de CCR4 sur les
Th2 pourrait étre favorable a une réduction de la croissance tumorale. Des lors, I'utilisation
d’antagonistes de CCR4 devient un bon candidat médicament dans |'objectif de supprimer le

recrutement des Treg dans la masse tumorale.

Le développement d’antagonistes de CCR4 capables in vitro de bloquer la migration des Treg
humains et murins a permis de montrer, in vivo chez la souris, que le blocage de CCR4 augmente
I'efficacité de la vaccination contre des Ag de la tuberculose et du virus de I'hépatite B
(respectivement Ag85A et rHBsAg). Cependant I'inhibition de CCR4 sur les Th2 bloque également

leur recrutement par CCL22 et les conséquences de cet impact sur les Th2 n’ont pas été évaluées
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lors de tests de vaccination utilisant ces inhibiteurs (Bayry et al., 2008). Chez la souris, le
recrutement des Treg dans les tissus transplantés lors de greffe de cceur est dépendant de CCR4
et de CCL22 (Lee et al., 2005) et I'injection de Treg CCR4 KO dans un modeéle murin de colite
inflammatoire ne permet pas de reverser la pathologie, (Yuan et al., 2007). L’'ensemble de ces
données démontre clairement l'impact spécifique du blocage de I'axe de chimiotactisme
CCR4/CCL22 sur I'immuno-suppression liée aux Treg dans différents contextes inflammatoires

chez I’lhomme et la souris

Les travaux du groupe d’Eric Tartour ont montré que l'utilisation d’antagonistes de CCR4
permettait d’accroitre I'efficacité d’une vaccination contre des auto-Ag conduisant a une
réduction de la croissance tumorale en facilitant I’'émergence de T CD8 spécifiques (Pere et al.,
2011). D’autre part, dans la leucémie T de I'adulte (Yoshie et al., 2002), le cancer du sein (Li et
al., 2012a) et le lymphome T cutanée (Chang et al., 2012), les cellules tumorales expriment CCR4.
Une étude récente réalisée sur une large cohorte (n=483) de patientes souffrant de cancer du
sein, démontre que I'expression de CCR4 dans les cellules tumorales est un facteur indépendant
de mauvais pronostique pour la SSR et la SG (Li et al., 2012a). Par ailleurs, dans le mélanome,
CCR4 est impliqué dans la génération de métastases cérébrales (lzraely et al., 2010). De ce fait,
différents outils ayant pour objectif le ciblage des cellules CCR4" ont été développés (Nakamura
et al., 2006). Ils présenteraient deux avantages i) le ciblage des cellules tumorales et ii) une
réduction du niveau d’infiltration par les Treg. Les petites molécules inhibitrices développées par
Bayry et coll. (Bayry et al., 2008) pourrait permettre dans le cancer du sein d’augmenter la
réponse immunitaire cytotoxique anti-tumorale (Pere et al., 2011) lors d’approches vaccinales et

d’agir directement sur les cellules tumorales.

8.3.2  Restaurer et/ou induire la sécrétion d’IFN-a par les pDC dans les tumeurs de sein

La présence d’'IFN-a dans les tumeurs de sein est associée a une plus forte proportion de cellules
T CD8 spécifique des Ag tumoraux, corrélée a une meilleure survie des patientes (Domschke et
al., 2009). Cette donnée suggere que l'inhibition de la capacité des pDC a produire de I'lFN-a

favorise la croissance tumorale.

L’administration d’IFN-a. (Roferon), utilisé pour ses propriétés immuno-stimulatrices, en
combinaison avec IL-2 est utilisée dans le traitement des carcinomes du rein (Negrier et al.,
1998) et des mélanomes (Dutcher, 2002) métastatiques mais les effets secondaires associés

limitent fortement son bénéfice.
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Dunn et coll. en 2005 ont montré que le rejet de tumeurs murines hautement immunogenes par
les souris immuno-compétentes est fortement dépendant de I'lFN-a et de I'expression d’un des
récepteurs de I'lFN—a (IFNARI) par les leucocytes (Domschke et al., 2009; Dunn et al., 2005). Plus
récemment, |'utilisation de souris chimériques obtenues par transfert adoptif de moelle a permis
de montrer le rbéle du récepteur IFNARI sur les mDC CD8al dans le rejet de tumeurs
immunogenes. En effet, I'activation des mDC CD8a. par I'l[FN-a est nécessaire pour I'induction
de la présentation croisée permettant I'établissement d’une réponse cytotoxique anti-tumorale
par les cellules T CD8 (Diamond et al., 2011; Fuertes et al., 2011). D’autre part, dans un modéle
murin de mélanome (B16), 'utilisation de ligand de TLR9 (CpG) permet la réactivation des pDC
qui sécretent de I'IFN-o. permettant I'activation des mDC CD8a et favorisant I'établissement
d’une réponse immune adaptative anti-tumorale (Nierkens et al., 2011). De méme,
I'administration d’un ligand de TLR-7 (852A) in vivo permet de réduire les métastases
pulmonaires de mélanome B16 chez la souris via un mécanisme qui dépend de la présence de
pDC et de leur production d’IFN-a lors du traitement (Inglefield et al., 2008). Dans un modéle
murin de tumeur mammaire, |'efficacité de stratégie vaccinale par administration d’Ag (OVA)
exprimé par la tumeur est fortement augmentée lors de I'administration en adjuvant d’un ligand
de TLR-7 (PolyUs21) et I'effet dépend de la sécrétion d’IFN-o. par les pDC. A I'opposé, I'utilisation
en adjuvant d’'un autre ligand de TLR-7 (R837) ne permet pas une vaccination efficace car il
n’induit qu’une faible sécrétion d’IFN-o. par les pDC. Lors de la vaccination contre OVA, si R848
est utilisé comme adjuvant, l'injection d'IFN-o. exogene permet d’augmenter fortement la
réponse T CD8 spécifique d’OVA (Rajagopal et al., 2010). De plus, le traitement de souris
porteuses de mélanome B16 par Imiquimod un ligand de TLR-7 conduit a une sécrétion d’'IFN-a
par les pDC associée a une activité cytotoxique a I'encontre des cellules tumorales indépendante

des cellules de I'immunité adaptative (Drobits et al., 2012).

L’'ensemble de ces données chez la souris suggére que l'altération de la capacité des pDC a
produire de I'IFN-o. est une étape importante dans I'immuno-suppression tumorale et que la
réactivation de ces pDC dans leur capacité a sécréter IFN-o participe a la restauration d’une
immunité anti-tumorale. Actuellement des analogues de TLR7 (Imiquimod, Resiquimod, 852A)
sont en cours d’évaluation dans plusieurs essais cliniques seuls ou en combinaison (Galluzzi et

al., 2012).

8.3.3 Le ciblage d’ICOS en immunothérapie

Nos travaux ont permis de montrer le réle majeur d’ICOS dans I'enrichissement en cellules T

sécrétrices d’IL-10 et en Treg parmi les T CD4 infiltrant les tumeurs de sein. L'utilisation d’un Ac
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anti-CD25 (Daclizumab) ou d’IL-2-couplée a la toxine diphtérique conduit a une réduction du
nombre de Treg dans le sang des patients, mais ne permet pas d’augmenter la survie ni méme
I’efficacité de la vaccination si on regarde le pourcentage de cellules T CD8 spécifiques des Ag
cibles (Deaglio et al., 2007; Jacobs et al., 2010). Nous avons vu en introduction que le traitement
des patients atteints de mélanome (Weber et al., 2012) par I’Ac anti CTLA-4 permet d’augmenter
leur survie dans différentes études cliniques (Annexe n°1)). Cependant ce traitement est associé
a de nombreux effets secondaires (Verschraegen, 2012) et, de facon surprenante, il conduit
également a une augmentation du nombre de Treg dans les tumeurs (Khan et al.,, 2010),
montrant qu’il ne permet pas de cibler directement les T CD4 FoxP3*, mais qu’il supprime un
important mécanisme d’inhibition des cellules T. L’Ac anti-PD-1 (BMS-936558) permet
également de lever, un point de contréle négatif de la réponse immunitaire conduisant a une
plus forte activation de I'ensemble des cellules T et augmente la survie de patients atteints de
mélanome, de cancer du rein ou de cancer du poumon non a petites cellules (Topalian et al.,
2012). De méme, I'utilisation d’Ac agonistes de GITR ou d‘OX40 conduisent a I'augmentation de
la réponse T en induisant une plus forte activation et les rend moins sensibles a la suppression
par les Treg, mais les données de la littérature suggerent qu’ils stimulent également la
prolifération et les fonctions des Treg (Howie et al., 2009; Liao et al., 2010; Xiao et al., 2012).
Ceci révele qu'il est primordial de développer des outils permettant de cibler spécifiquement les
Treg. En ce sens, bloquer I'interaction ICOS/ICOS-L est trés prometteur car contrairement au
blocage de CD25 impliqué dans la signalisation de I'lL-2, ICOS semble avoir une fonction
essentielle, spécifiquement dans I'amplification des Treg et des cellules T CD4 productrices d’IL-
10 infiltrant les tumeurs de sein et d’ovaire (Article n°3 et (Conrad et al., 2012)). En effet, nous
avons montré que l'inhibition d’ICOS réduit faiblement la prolifération et la sécrétion d’IFN-y des
cellules T non Treg en culture avec des pDC. D’autre part, les mDC n’exprimant pas ICOS-L, la
réponse des cellules T CD4 mémoires (prolifération, production de cytokines) en présence de
mDC n’est donc pas modifiée par la neutralisation d’ICOS. Cependant, I'impact défavorable
d’ICOS observé dans les tumeurs de sein (Article n°3) est probablement étroitement lié a

I’'environnement immuno-suppresseur.

Toutefois, lors de traitement permettant une activation forte des T CD4 dans les tumeurs, le
ciblage d’ICOS pourrait également réduire la réponse effectrice. En ce sens, le traitement chez
I’lhomme par Ipilimumab induit des cellules ICOS'IFN-y" qui sont des T CD4 trés fortement
activées (Chen et al., 2009) et chez la souris, I'efficacité du traitement par anti-CTLA-4 sur la
croissance de mélanome B16 est fortement réduite chez des souris déficientes pour ICOS (Fu et

al,, 2011). Cependant, dans ces deux études, la fonction d’ICOS n’a pas été déterminée
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directement. En effet, I'expression d’ICOS sur les T CD4 IFN-y" dans le traitement par Ipilimumab
chez I'homme pourrait résulter de leur forte activation sans pour autant jouer un roéle
fonctionnel majeur. D’autre part, 'effet réduit du traitement par anti CTLA-4 sur la croissance
tumorale dans les souris ICOS KO pourrait étre lié aux modifications globales (réduction de la
proportion de cellules T mémoires dans le sang périphérique et absence de centre germinatif
dans les organes lymphoides secondaires) du systeme immunitaire chez ces animaux

indépendamment de 'immuno-subversion tumorale impliquant les cellules T.

En somme, afin d’avoir une efficacité thérapeutique majeure du ciblage d’ICOS, il serait
important de le tester sur des tumeurs primaires en néo-adjuvant avec pour objectif de réduire
les quantités de Treg et de Trl et donc I'environnement immuno-suppresseur dans la tumeur
avant d’induire une mort des cellules tumorales par une chimiothérapie immunogene
(anthracyclines) ou une thérapeutique ciblée (ex: Ac anti-Her2/neu) qui via le relargage d’Ag
tumoraux pourrait favoriser le développement d’une réponse immune anti-tumorale spécifique,

associée ou non a l’activation des DC par ciblage des ligands de TLR.

8.3.4 Validation de la neutralisation d’ICOS en modéle pré-clinique

Pour aller plus loin dans notre évaluation du potentiel que représente le ciblage d’ICOS dans le
traitement du cancer du sein, nous avons débuté un travail pour valider cette stratégie
thérapeutique dans un modeéle murin de tumeur mammaire transplanté développé dans le
groupe d’lsabelle Puisieux. La transplantation de la lignée NEU15, qui surexprime I’Ag HER2/Neu
de rat, dans des souris FVB transgéniques MMTV-Neu®" mais aussi dans des souris FVB sauvages
génere des tumeurs qui sont infiltrées par les effecteurs de I'immunité. Ceci permet d’exploiter
deux modeéles. En effet, la transplantation de la lignée NEU15 dans les souris FVB sauvage est un
modéle dans lequel la tumeur est hautement immunogénique car I’Ag HER2/Neu™' est
totalement absent des souris FVB sauvages. On observe ainsi une forte infiltration de ces

tumeurs par les leucocytes et la présence d’Ac dirigés contre HER2/Neu®™*'

. A l'opposé, la
transplantation de la lignée NEU15 dans les souris FVB/MMTV-Neu™" correspond a un modele
immuno-tolérant dans lequel les tumeurs poussent plus rapidement et avec un taux de prise
tumorale plus élevé car I’Ag HER2/Neu est un Ag du soi pour ces souris. L’analyse extensive de
ces modeles a permis de montrer leur forte similitude avec la pathologie humaine caractérisée
par i) une forte infiltration par des Treg, ii) une infiltration par des pDC fonctionnellement
altérées pour leur capacité a produire de I'IFN-a. Le traitement des souris porteuses de tumeur

par un ligand de TLR7 permet de réduire trés fortement la croissance tumorale (I LeMercier et al.

Cancer Res en révision).
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L’analyse du modele immunogénique montre une expression importante d’ICOS sur I'ensemble
des TA-T CD4 et un pourcentage important (15%) de TA-T CD4 FoxP3"®® exprimant Ki67
contrairement a ce qui est observé chez I’homme ol ICOS est exprimé principalement par les
TA-Treg et ol Ki67 est exprimé par les TA-Treg et une faible proportion de TA-T CD4 non Treg
(3.9%) (Article n°3) (Figure 16A). Ces données suggerent que les T CD4 effecteurs sont fortement
activés dans ce modele, empéchant probablement un ciblage spécifique des Treg via ICOS.
Cependant les données préliminaires obtenues par injection d’un Ac anti-ICOS de rat (17G9)
montrent une diminution de la proportion de Treg parmi les T CD4 et une augmentation du
rapport TCD8/Treg dans la masse tumorale (Figure 16B), suggérant qu’ICOS joue un rble
important dans le maintien des fortes proportions de TA-Treg parmi les TA-T CD4. En parallele,
I’'expression d’ICOS-L est augmentée sur les TA-pDC suite au traitement par I’Ac anti-ICOS,
confirmant que l'interaction ICOS/ICOS-L a lieu entre les TA-pDC et des cellules ICOS" dans la
masse tumorale. A ce jour, les premiers résultats dans le modéle immunogénique n’ont pas
permis d’observer d’'impact majeur du traitement par I’Ac anti-ICOS sur la croissance tumorale.
Le fort niveau d’activation des TA-T CD4 effecteurs et I'expression d’ICOS par ces cellules
contraste avec les observations réalisées chez 'homme et pourraient expliquer I'absence
d’activité anti-tumorale du traitement par I’Ac anti ICOS. Nous avons vu que I'expression d’ICOS
est importante dans la fonctionnalité des cellules TFh, Il est possible que le blocage d’'ICOS
réduise la fonctionnalité des TFh, or dans ce modele, I'expression de I'Ag Her2/neu®™’ par les
cellules tumorales conduit a I'établissement d’une réponse humorale spécifique. Le ciblage
d’ICOS pourrait inhiber ou réduire I'efficacité de la réponse humorale anti-Her2/neu™’, cette

derniere étant susceptible de participer au contréle de la croissance tumorale.

L'utilisation de souris déficientes pour ICOS ou de souris chimériques par transfert de moelle de
souris ICOS-/- et de souris FoxP3¢pDTR (souris DREG) permettra d’obtenir des animaux dans
lesquels seuls les Treg seront totalement déficients en ICOS aprés administration de toxine
diphtérique (collaboration B Salomon, Institut Curie, Paris). Il sera alors possible de déterminer si
I'expression d’ICOS est indispensable pour I'enrichissement en Treg dans les tumeurs

mammaires.

Par ailleurs, nous développons en collaboration avec G Marodon (Institut Curie, Paris) un modeéle
de souris humanisées (souris NSG immuno-déficientes ayant recu un transfert adoptif de
progéniteurs CD34" de sang de cordon humain) (Marodon et al., 2009) chez qui on injectera des
lignées de tumeurs de sein humaines surexprimant Her2/neu (BT474, SKBR3 ou MDA-MB231)

capables de générer des tumeurs. Ces souris seront traitées in vivo avec I'anticorps anti-ICOS
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neutralisant (clone 314.8) afin de déterminer si le traitement de ces souris, dans lesquelles on

retrouve I'ensemble des sous-populations immunes dont les pDC et les Treg, permet de réduire

la croissance tumorale.
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Figure réalisée d’aprés des résultats préliminaires obtenus durant ma thése et par Renaud Colisson en
Post-Doc dans I'équipe

Figure 16: Le blocage d’ICOS restaure I’expression de ICOS-L sur les pDC intra-tumorales et diminue le
pourcentage de Treg in vivo spécifiquement dans les tumeurs

A) Expression d’ICOS et Ki67 sur les cellules T CD4 dans les tumeurs primaires de sein humaines ou les tumeurs
murines obtenues par transplantation de la lignée NEU-15 dans les souris FVB sauvages

Chez I’lhomme, I'expression d’ICOS et de Ki67 est fable sur les TA-T CD4 FoxP3"9 alors que chez la souris la
majorité des TA-T CD4 FoxP3"9 expriment ICOS et un pourcentage important de ces cellules prolifére. B) Chez la
souris, le blocage d’ICOS permet de diminuer le pourcentage de Treg parmi les T CD4 et conduit a une
augmentation du rapport T CD8/Treg dans les tumeurs. De plus, le blocage d’ICOS est associé a une augmentation
del'expression d’ICOS-L sur les TA-pDC (CD45*D11c*SiglecH*) analysées par cytométrie en flux.
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8.3.5  Utilisation combinée d’une thérapie ciblée pour activer les pDC et d’un anti-ICOS comme

stratégie pour traiter les tumeurs de sein

L'utilisation de drogue inhibant le récepteur CCR4 combinée a un blocage d’ICOS par notre Ac
anti-ICOS montrerait potentiellement un effet synergique sur la réduction du nombre de Treg

dans la masse tumorale via une inhibition combinée du recrutement et de I’expansion des Treg.

L’administration de ligand de TLR-7 en combinaison avec un inhibiteur du TGF-f pourrait
permettre de restaurer la sécrétion d’IFN-a, par les TA-pDC. Cependant, le traitement cutané par
Imiquimod, de souris porteuses de tumeurs mammaires Her2/neu, augmente fortement la
proportion de cellules Trl et de Treg dans les tumeurs et les taux sériques d’IL-10 (Lu et al.,
2010) suggérant que l'activation des pDC permet d’augmenter la réponse anti-tumorale mais est
également associée a une forte augmentation de la réponse T immuno-suppressive, qui limite
I’efficacité du traitement par ligand de TLR-7. Le traitement combiné par Imiquimod et un Ac
anti-IL-10 permet de réduire fortement la croissance tumorale en réduisant cette immuno-
suppression (Lu et al., 2010). Ainsi, le blocage d’ICOS combiné au traitement par un ligand de

TLR-7, pourrait permettre de favoriser la réponse T CD8 contre les cellules tumorales.

Au final, la réduction du nombre de Treg dans la tumeur couplée a une ré-activation des pDC
pourrait aboutir a I'activation des mDC BDCA-3" qui seraient alors capables via un mécanisme de
cross-présentation de présenter les Ag tumoraux aux cellules T CD8. L'ensemble de ces
stratégies d'immunothérapie utilisées en néo-adjuvant avec une chimiothérapie provoquant une
mort immunogene des cellules tumorales (anthracyclines) permettrait potentiellement d’établir

une réponse immune anti-tumorale durable contre les Ag tumoraux chez les patientes.
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9 Conclusion générale

Le cancer du sein est une pathologie a forte incidence sur la population mondiale. Cette
pathologie comme de nombreux autres cancers est associée a une modification du systeme
immunitaire, indispensable a la croissance tumorale. L’évolution de la pathologie peut en effet
étre accompagnée par un processus d'immuno-suppression conduisant a la tolérisation des
clones tumoraux et des Ag qui leurs sont associés. L'immunothérapie du cancer vise a restaurer
la réponse immunitaire a I'encontre des cellules tumorales afin de réduire la croissance tumorale
et la dissémination métastatique. Aujourd’hui, I'utilisation de drogues agissant sur le systéme
immunitaire tel que I'lpililumab dans le cas du mélanome ou les Ac anti PD-1 et PDL-1 dans le
mélanome et le cancer du rein a apporté les premiéres démonstrations que les approches

d’'immunothérapie peuvent avoir un impact favorable réel sur la survie des patients.

Mon travail de thése centré sur les mécanismes de régulation de la réponse immune impliquant
les Treg et les pDC a permis de montrer que ces cellules jouent un réle central dans I'immuno-

suppression du cancer du sein.

Les données obtenues durant ma these, mises en relief avec les observations antérieures de
notre équipe et d’autre groupes de recherche suggerent fortement que i) les Treg sont recrutés
par CCL22 dans la masse tumorale suite a la détection, par les macrophages et les NK, des
cellules transformées, ii) leur interaction avec les pDC altérées conduit a leur activation et leur
prolifération et iii) I'engagement d’ICOS par ICOS-L exprimé par les TA-pDC est indispensable
pour l'enrichissement en Treg et l'induction de cellules T CD4 productrices d’IL-10. Ces
observations permettent de dégager différentes stratégies thérapeutiques qui pourront étre

évaluées dans des modeles pré-cliniques.

Cependant, notre connaissance des TA-Treg reste limitée a ce jour, des investigations
complémentaires sont indispensables pour déterminer la nature de ces cellules (sont-elles
induites ou proviennent-elle du thymus ?), la plasticité dont elles peuvent faire preuve
(conversion en cellules effectrices) et les mécanismes par lesquels elles suppriment la réponse
immunitaire. D’autre part, ce manuscrit est centré sur les Treg, mais comme nous |’avons vu en
introduction, d’autres cellules T exercent une fonction immuno-régulatrice. De méme, des
cellules myéloides telles que les macrophages (Savage et al., 2008) et les cellules myéloides
suppressives (Diaz-Montero et al., 2009; Lechner et al., 2011; Hoechst et al., 2008) infiltrent les
tumeurs ou elles jouent aussi un réle immuno-suppresseur. Développer des outils permettant i)

de mieux caractériser l'infiltrat immunitaire dans les tumeurs de sein s’inspirant de ce qui a été
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réalisé par I'équipe de Jérome Galon (Fridman et al., 2012) dans le cancer du célon, ainsi que ii)
mettre en place un suivi des cellules immunes dans le sang des patientes durant la prise en
charge classique ou lors de traitement d’immunothérapie, dans la ligne du travail réalisé par
Walker et coll (Walker et al., 2004) permettra sans doute de dégager de nouvelles variables
importantes pour le diagnostic et I"évaluation du pronostic de chaque patiente. Au final deux

guestions majeures restent a ce jour totalement ouvertes :

- Quelle est la cinétique gouvernant la mise en place de la réponse immuno-suppressive

associée aux Treg dans le cancer du Sein ?

Pour répondre a cette question il est nécessaire de définir i) les facteurs conduisant a l'initiation
de la réponse immune anti-tumorale (signaux de danger détectés par les cellules de I'immunité
innée), d’établir si les Treg sont bien recrutés et activés tres précocement dans les tumeurs
(avant les cellules effectrices), d’évaluer I'impact des Treg sur les autres populations immunes

infiltrant les tumeurs en fonction du temps et de la progression de la pathologie.

- Quel(s) est / sont le(s) site(s) d’action de I'immuno-suppression médiée par les Treg lors

du développement tumoral ?

Les Treg semblent exercer leur pouvoir immuno-supresseur dans les tumeurs et leur migration
dans la masse tumorale est une condition essentielle conduisant a leur impact défavorable dans
le cancer. Cependant les Treg peuvent exercer leur fonction dans les organes lymphoide et dans
la moelle osseuse. Si les Treg agissent dans la moelle osseuse, sont-ils directement associés a la

dissémination métastatique dans ce site ?

En somme le travail que nous avons réalisé durant ma thése est une pierre de plus dans la
construction de nouvelles stratégies pour lutter contre le cancer du sein. Mais au-dela des
perspectives a cours terme que sont I"évaluation du ciblage d’ICOS ou de l'inhibition de CCR4
dans un modele pré-clinique, ce travail suggére de nouvelles questions et démontre en ce sens
gue notre connaissance de la réponse immune associée aux tumeurs et du réle des Treg dans
I’évolution de la pathologie cancéreuse reste fragmentaire et constitue un défi pour les années a
venir. Les résultats obtenus par le traitement avec Ipilimumab ou les Ac ciblant PD-1 ou PDL-1
dans le cancer démontrent que I'immunothérapie du cancer est aujourd’hui bien plus qu’un
concept. C’est avec une immense satisfaction que j’ai acquis la conviction qu’intervenir et suivre
la réponse immunitaire chez les patients constituera une avancée importante de la recherche

translationnelle du XXleme siecle.
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Abstract Cancers express tumor-associated antigens that
should elicit immune response to antagonize the tumor
growth, but spontaneous immune rejection of established
cancer is rare, suggesting an immunosuppressive environment
hindering host antitumor immunity. Among the specific and
active tumor-mediated mechanisms, CD4"CD25"€" T regula-
tory cells (Treg) are important mediators of active immune
evasion in cancer. In this review, we will discuss Treg sub-
populations and the mechanisms of their suppressive func-
tions. Treg depletion improves endogenous antitumor
immunity and the efficacy of active immunotherapy in animal
models for cancer, suggesting that inhibiting Treg function
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could also improve the limited successes of human cancer
immunotherapy. We will also discuss specific strategies for
devising effective cancer immunotherapy targeting Treg.
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Introduction

A number of strategies have been tested to increase the potency
of the immune system to target cancer. To date, these
approaches have been largely focused on the enhancement of
the tumor immunogenicity or the induction and expansion of
immune effectors to target and eradicate the tumor. However,
these efforts to stimulate the immune system against tumors in
patients have been disappointing despite evidence that periph-
eral immune responses against tumor antigens (TAA) can be
stimulated. One plausible explanation is the strongly immuno-
suppressive local tumor environment suggesting that there is a
need to overcome mechanisms of immunosuppression to
improve antitumor immunotherapy.

Tumor immunity could in part be considered an autoimmune
response, and the mechanisms for maintaining immune quasi-
self-tolerance against this tumor may hinder tumor immunity.
Among key mechanisms of self-tolerance, regulatory T cells
(Treg) play an important role in the maintenance of immuno-
logical self-tolerance and immune homeostasis by suppressing
a wide variety of physiological and pathological immune
responses against self and nonself as well as quasi-self TAA.
Treg represent a heterogeneous population of cells composed of
discrete subsets with different phenotypes and functions.

It is now accepted that there are two main Treg groups, i.e.,
natural Treg (nTreg) and induced or adaptive Treg (iTreg) with
different origins. nTreg developed in the thymus play a key
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role in maintaining self-tolerance and were originally charac-
terized as a subset of human CD4" T cells (2% to 3% of
peripheral CD4" T cells) constitutively expressing IL-2Ro
chain (CD25) and specifically expressing the transcription
factor forkhead box p3 (FOXP3) that is crucial for their
development and suppressive function [1]. Indeed, in human,
the loss-of-function mutation of the foxp3 gene impairs Treg
development and clearly causes a breach in self-tolerance that
leads to a severe autoimmune syndrome called immune defi-
ciency polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome
[2].

In addition to nTreg, FOXP3" iTreg are induced in the
periphery in response to antigenic stimulation under tolerogenic
conditions and thus contribute to the development of an
antigen-specific immunosuppressive response. Moreover, these
cells can secrete transforming growth factor-beta (TGF-{3) and
interleukin (IL)-10 that participate in their immunosuppressive
effect against conventional T cells (Tconv), but are heteroge-
neous with respect to their suppressive functions.

Apart from these two main Treg groups, several types of
regulatory T cells have also been described. These include
type 1 regulatory (Trl) and Th3 cells that do not express
high levels of FOXP3 or CD25. Trl arise from CD4" T cells
in the periphery in response to self-antigen stimulation in the
presence of IL-10 but exert their suppressive function in an
antigen-nonspecific manner through the secretion of IL-10
and TGF-f3 and actively downregulate pathological immune
responses in vivo [3, 4]. Th3 cells expressing TGF-f3 have
been largely involved in oral tolerance (for review: [5]).

Treg are found in all the lymphoid organs including the
blood, lymph node, spleen, and thymus. Much evidence accu-
mulated for a decade in rodents and humans demonstrates the
increased levels of functional FOXP3"CD4"CD25"e" Treg
either in the peripheral blood and/or the tumor microenviron-
ment in cancer patients that play an important role in the
inhibition of antitumor immunity. The presence of Treg is also
likely to hinder the development of antitumor immune
responses after treatment with immunotherapeutic agents. For
this reason, methods to neutralize these cells or their function
could be critical for the successful immunotherapeutic treat-
ment of cancer.

In this review, we will discuss the roles of Treg in
suppressing immune responses and possible strategies for
devising effective cancer immunotherapy targeting Treg.

Treg markers

Treg were initially described by Gershon and Kondo in the
early 1970s [6] and called suppressor T cells. However, there
was extensive skepticism in the immunological field about
the existence of these suppressor T cells due to the lack of
specific markers. In 1995, the work of Sakaguchi rejuvenated
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the Treg field by reporting on a small proportion of T cells
with a particular cell surface phenotype (CD4"CD25"") that
maintains self-tolerance and whose elimination leads to the
development of autoimmune diseases [7]. Treg express all
components of high-affinity IL-2R (CD25, CD122, and
CD132), and numerous studies have demonstrated IL-2 as a
key growth and survival factor of nTreg. The discovery of
FOXP3 helped jumpstart work in the field in 2003 [1]. In the
mouse, FOXP3 is restricted to functionally suppressive Treg,
whereas it is well known that in human cell types other than
Treg cells, such as activated T cells, express CD25 or FOXP3
[8-10]. Thus, foxp3 mRNA and FOXP3 protein are
transiently induced in human non-Treg CD4" T cells in
response to TCR stimulation alone, even though at lower
levels than its constitutive expression in Treg [11]. Notably,
primary human FOXP3" T cells may express effector cyto-
kines including IL-17 [12] or interferon gamma (IFN-y) [13].
However, surface markers are required for the identifica-
tion of Treg to better understand the mechanisms of their
suppressive functions and favor their in vivo neutralization.
Among those markers, glucocorticoid-induced tumor necrosis
factor (TNF) receptor-related (GITR) protein and cytotoxic
lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4) are the most im-
portant with respect to development and Treg function [14,
15]. CTLA-4 is an essential receptor involved in the negative
regulation of T cell activation. However, these markers are not
Treg restricted as they are also expressed on activated Tconv.
In recent years, extensive efforts have been made to identify
more specific markers of Treg. Ex vivo, CD127 expression is
strongly downregulated on Treg and is inversely correlated
with FOXP3 expression. In combination with CD4 and CD25
expression, CD127 provided a new set of cell surface markers
for accurate estimation of homeostatic Treg and will favor the
more specific purification of Treg compared to methods using
CD25"e" expression only [16, 17], although how the tumor
environment affects Treg CD127 expression remains to be fully
defined. However, in humans, the majority of these markers are
no longer usable after culture as FOXP3 could be induced on
activated Tconv and CD127 is upregulated on activated nTreg.
Recent studies reported that expression of inducible co-
simulator (ICOS) [18], a homolog of CTLA-4 and CD28§
linked to the development of T follicular helper cells, allows
the characterization of highly suppressive Treg. Within
tumor environment, in particular in melanoma [19] and breast
carcinoma [20], high ICOS expression was observed on
tumor-associated Treg (TATreg) that are highly suppressive
compared to their blood counterpart. At homeostasis, Ito et al.
described ICOS'FOXP3" nTreg in the thymus that suppress
dendritic cells (DC) and T cell function through IL-10 and
TGF-f secretion, respectively [21].
CD39, an ectonucleotidase triphosphate diphosphohydro-
lase 1, is the dominant ectonucleotidase expressed by Treg
that drives the sequential hydrolysis of ATP and ADP to
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adenosine monophosphate (AMP). The formation of adeno-
sine is then accomplished by ecto-5"-nucleotidase (CD73), a
glycosyl phosphatidyl inositol-linked membrane protein
widely expressed. Whereas resting murine Treg constitutively
expressed CD39, their activation is required for CD39 to
become functional. In humans, CD39 expression efficiently
allows separation of functionally suppressive Treg from other
resting or activated T cells [22].

TNFR2 in combination with CD4 and CD25 allow the
identification of a larger population of anergic and most
potently suppressive Treg in healthy peripheral blood [23]
as previously described in human thymus [24, 25].

Through DNA microarray studies in murine cell subpopu-
lations, Sugimoto et al. defined several Treg-specific genes
(Gpr83, Ecml, and Helios) as potential specific markers of
Treg [26]. Helios, an ikaros transcription factor family mem-
ber in mice and human Treg, would help to differentiate nTreg
(FOXP3"Helios") from iTreg (FOXP3 Helios ) [27].

Moreover, murine Treg express the lymphocyte activation
gene-3 (Lag-3 or CD223), a CD4 homologue that binds major
histocompatibility complex (MHC) class II molecules with
very high affinity, and anti-Lag-3 antagonist Ab inhibits the
suppressive function of Treg in vitro and in vivo [28]. Lag-3
was recently reported in humans as a marker of a discrete
subpopulation of CD4"CD25"&" FOXP3" Treg preferentially
expanded at the tumor site and in peripheral blood of cancer
patients [29].

Moreover, recent studies have highlighted the possibility of
using other surface markers to distinguish true Treg from
activated Tconv expressing FOXP3. Among them, IL-1RI/II
expression could help to distinguish activated Treg from
FOXP3-expressing non-Treg [30]. Further, latency-associated
protein identifies a subset of CTLA4 GITR" Treg whose
suppressive function is TGF-3 dependent and that also express
TGF-f3 receptor [31].

In addition, the expression of a transmembrane protein
called glycoprotein A repetition predominant (GARP also
called LLRC32) that acts as a receptor and an anchor for the
surface expression of latent TGF-f3 has been reported to char-
acterize healthy bona fide human activated Treg. siRNA-
mediated downregulation of GARP in nTreg reduced their
suppressive capacity, whereas GARP overexpression in non-
Treg cells leads to a suppressive phenotype comparable to
nTreg, suggesting that GARP plays a functional role in activat-
ed Treg [32-34].

Mechanisms of suppression

Treg can suppress most immune cells including CD4" and
CD8" T cells, DC, B cells, macrophages, and natural killer
(NK) cells. In vivo and in vitro studies suggest Treg-mediated
suppression could be through multiple mechanisms and that
various molecules could be secreted or expressed at the cell

surface that actively participate simultaneously and synergis-
tically to their suppressive functions. Diverse mechanisms are
used by Treg to affect these different cell subsets.

IL-2

IL-2 is required in vitro to favor the suppressive function of
suboptimally activated Treg, whereas fully activated ones do
not require IL-2. IL-2 may increase Treg suppressive function
by upregulating FOXP3 expression via STATS. Moreover,
studies have suggested that Treg could deprive local IL-2 by
consumption through their high-affinity IL-2R receptor, thus
hampering activation of other T cell subsets and favoring their
apoptosis.

Cytokine secretion

IL-10 and TGF-3 observed in supernatants of in vitro sup-
pression assays have been suspected to mediate part of Treg
suppressive functions. However, their in vitro neutralization is
not sufficient to block nTreg suppression, whereas it plays a
role at least in part in the in vivo effect of Treg in the inhibition
of autoimmune inflammatory bowel disease (IBD), and in
some iTreg. IL-35, a novel IL-12 member with immune-
suppressive function, has been suggested to participate in the
Treg suppressive mechanisms as Treg isolated from IL-35-
deficient IL-35"" mice fail to control IBD in vivo and are less
suppressive in vitro [32-35].Controversial data exist for a role
of IL-35 in human Treg functions [36, 37].

Granzyme-dependent cell cytolysis

Human activated Treg express perforin and granzyme A after
activation through CD3/CD46 antibodies and kill activated
CD4" and CDS8" T cells and other cell types independently
from Fas/FasL [38]. Cao et al. report in murine tumor models
(Ilymphoma, melanoma, and acute myeloid leukemia) the
presence of 5% to 30% of Treg expressing granzyme B within
the tumor microenvironment that are lytic for NK and CTL
[39]. In addition, Treg from granzyme B~ mice were
reported to have reduced suppressive activity in vitro [40].

Extracellular nucleotide metabolism via CD39 and CD73

The degradation of ATP by CD39 in tandem with CD73
represents a mechanism that may be used by Treg to induce
the production of pericellular adenosine that inhibits a series of
T cell responses through adenosine receptor (A,A) including
Ag-induced proliferation, secretion of IL-2 and inflammatory
cytokines [IFN-y, TNF-«], induction of cytolytic effector
molecules (perforin and FasL) and granules exocytosed by
CTL and favors T cell apoptosis. However, whereas most
studies reported CD39 and CD73 co-expression on murine
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Treg [41, 42], results strongly suggest that human Treg in
peripheral blood [43] or in breast tumor environment (Faget et
al., manuscript in preparation) express CD39 independently of
CD?73 that is mainly expressed on surrounding cells (Tconv,
endothelial cells, and fibroblasts).

Cyclic AMP increase

Furthermore, Bopp et al. [44] identified cyclic AMP (cAMP)
as a crucial mediator of Treg suppression, which delivers a
negative signal through transfer by gap junctions in responder
T cells affecting their survival by inhibiting IL-2 production
and proliferation. Moreover, Treg also indirectly boost cAMP
levels in targets cells by increasing adenosine-mediated sig-
naling (through A2A) via generation of this nucleoside from
nucleotide degradation [41].

Targeting DC

Interaction of CTLA-4, constitutively expressed on the Treg
surface with its ligands CD80 and CD86 on DC, is an impor-
tant pathway by which Treg can mediate their suppressive
function. Indeed, Treg downregulate or prevent CD80 and
CD86 upregulation on murine as well as human DC in vitro
blocking their co-stimulatory function and subsequent T cell
activation and function [45, 46]. This could be reversed by
anti-CTLA-4 Fab fragment in vitro.

Lag-3 expressed on Treg may play a role in Treg-induced
suppression of DC function as Lag-3, by binding MHC class
II molecules expressed by immature DC, induces an ITAM-
mediated inhibitory signal that blocks their maturation and
reduces their allostimulatory functions [47].

Moreover, as T cells can also express MHC class II and
CD80/CD86 molecules upon activation, Treg-mediated
ligation of Lag-3 or CTLA-4 on these effectors might down-
regulate effector T cell function. In this context, Treg CTLA-4
deficiency or anti-CTLA-4 treatment abrogates their suppres-
sive effect in vivo on systemic autoimmune disease (IBD) [48,
49] without affecting their development or homeostasis,
strongly suggesting that part of Treg suppressive function is
mediated through CTLA-4. Treg also compete with Tconv for
DC interaction [50].

Treg in tumors

Prevalence phenotype and localization of Treg cells
within tumors

TA-Treg are a heterogeneous population of cells arising
through distinct pathways of development and mediating dis-
parate functions through a variety of different mechanisms.
There are no definitive reports to date documenting the
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relative contributions of specific developmental pathways
(such as iTreg versus nTreg) in a given Treg population in a
given tumor, although it has been established in a mouse model
that both nTreg and iTreg can contribute to tumor tolerance
[51]. Such a study in humans has not yet been reported.

As compared to healthy peripheral blood, increased numbers
and prevalence of Treg cells have been observed in peripheral
blood and tumor tissues in most, if not all, of the patients with
cancer, including pancreatic and breast cancer [20, 52], colo-
rectal cancer [11, 53, 54], gastric and esophageal cancer [55,
56], leukemia and lymphoma [57, 58], melanoma [59, 60], non-
small cell lung cancer, ovarian cancer [54, 61], and hepatocel-
lular carcinoma [62]. Treg cells are found in tumor stroma as
well as tumor islets [16, 17, 20], co-localized with their target
immune cells including effector T cells and tumor-associated
APC (e.g., macrophages and DC) [63, 64]. This suggests that
Treg might actively interact with target immune cells within the
tumor microenvironment [65, 66].

TA-Treg also possess characteristics unique and specific
to them that are engendered by the tumor microenviron-
ment. For example, CD4"CD25 "FOXP3" Treg in the blood
of patients with prostate cancer are more suppressive than
those in the blood from control individuals, even if total
numbers do not differ [67]. TA-Treg in some human cancers
could be more prone to kill CD8" effector T cells through
FasL-mediated apoptosis [68]. A novel population of tumor-
induced CD4'CD25°CD69" Treg that suppress T cell func-
tion through membrane-bound TGF-{3 was recently described
in mouse models of melanoma, hepatocellular carcinoma, and
lung cancer [69]. The functional consequences of CD127
expression are relatively unstudied in TA-Treg. We have
demonstrated that both CD4"CD25"FOXP3'CD127" and
CD4"CD25'FOXP3"CD127 T cells in the blood and ascites
of patients with ovarian carcinoma are suppressive Treg
(Curiel et al., manuscript submitted). Additional differences
are sure to be described over the near term. As other cell types
such as activated T cells express CD25 or FOXP3, their
remains the need to assess if these FOXP3" TA-Treg are
functionally suppressive. Thus, FOXP3 remains a valid mark-
er to define primary Treg cells in the microenvironment of
human tumors and autoimmune diseases [11, 12]. However,
this phenotype indicates that these Treg may not solely mediate
immune suppression. Thus, the functional relevance of TA-
Treg cells may not only be determined by their tissue levels but
also the tissue localization and phenotype.

Treg cell tumor trafficking

Chemokines are small molecules that regulate trafficking of
immune cells between normal and pathologically altered tis-
sues, among other functions [70]. While normal tissues pro-
duce differing chemokines, cancers likewise secrete them
[71]. Treg trafficking within tumor is one of the important
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mechanisms whereby CD4" Treg accumulate in the tumor
microenvironment. In support of this hypothesis, CCL22
secretion within tumor environment is strongly correlated with
TA-Treg infiltration in ovarian as well as breast carcinoma
[20, 63]. The source of CCL22 within the tumor environment
appears to be cancer cells and TA-macrophages in ovarian
and breast carcinoma [20, 63]. We recently demonstrated
that CCL22 secretion by tumor cells in breast carcinoma
occurs after interaction with innate immune cells (NK and
macrophages) [72]. Intriguingly, whereas malignant ovarian
ascites TA-Treg express membrane CCR4, the CCL22
receptor, and migrate towards tumor microenvironmental
CCL22 in vitro and in vivo [63], TA-Treg within breast tumor
environment strongly downregulate CCR4 compared to their
blood counterpart [20] suggesting modulation according to
tumor histology or CCL22 concentration within tumor envi-
ronment as we demonstrated membrane CCR4 loss in the
presence of high CCL22 concentrations [20]. Subsequent
studies confirmed the relevance of CCR4/CCL22 signaling
in Treg tumor trafficking in other cancers [73, 74].

In addition to CCR4/CCL22, other chemokines and che-
mokine receptors may be also important for Treg trafficking to
specific tumor. In pancreatic cancer, tumor cells produce
CCLS5 and promote Treg tumor migration through CCRS
[75]. High levels of Treg are found in normal bone marrow,
particularly in patients with prostate cancer bone metastasis
[76]. Bone marrow CD4" Treg express functional CXCR4,
the receptor for CXCL12, and Treg cell release from bone
marrow is achieved through granulocyte colony-stimulating
factor reducing marrow expression of CXCL12 [76]. Interest-
ingly, activation of Treg upregulates CXCR4 expression and
enables them to migrate to the bone marrow through CXCL12
[76]. Thus, CXCR4/CXCL12 signals are crucial for activated
CD4" Treg bone marrow trafficking. This suggests that bone
marrow is a preferential site for migration and/or selective
retention of Treg, and bone marrow may function as an im-
munoregulatory organ [76]. It may explain at least partially
why human cancers often metastasize to the bone marrow [77].

In summary, emerging evidence suggests that Treg com-
partmentalization and trafficking may be tissue or/and organ
specific and that distinct chemokine receptors and integrin
expression may contribute to selective retention and traffick-
ing of Treg at sites where regulation is required. Manipulation
of Treg migration may be therapeutically meaningful.

Treg and disease prognostic values

Treg have been quantified in many human tumors. Much of
the data suggest that a higher Treg number within the tumor
microenvironment would imply a worse prognosis. However,
Treg infiltration in and around the tumor can be beneficial, or
no significant effects, depending on the type of tumor in
question (for review: [66]).

The first comprehensive Treg study in humans was in
patients with ovarian cancer [63]. In these patients, Treg were
recruited into tumor, suppressed tumor-specific T cell immu-
nity and contributed to in vivo tumor growth. Treg were not
only more populous in malignant ascites and tumors of
patients with stage IIl and stage IV disease but were also
associated with a strikingly high death hazard and reduced
survival. A subsequent study in ovarian cancer demonstrated
that patients with high ratios of CD8/Treg lived more than two
times longer than those with lower ratios [78]. These studies
concluded that detection of Treg in tumor tissue can negatively
impact patient prognosis. Along this line, Treg, particularly the
diffusely distributed TA-Treg, are reported to negatively
predict patient outcome in gastric cancer [79], esophageal
cancer [80], pancreatic cancer [81], lymphoma [82], renal cell
carcinoma [83], and liver cancer [84]. In breast cancer,
patients with increased levels of TA-Treg are at increased risk
of relapse and have shorter disease-free survival and overall
survival [20, 85].

Treg are reported to positively predict patient outcome in
some patient populations. In colorectal cancer [86], high
FOXP3" cell frequency in healthy tissue was associated with
worse prognosis, while higher frequencies of FOXP3™ cells in
tumors were associated with better survival. However, in
another study in colon cancer patients [87], a low intraepithe-
lial CD3"/FOXP3" ratio served as a prognostic indicator for
reduced disease-free survival. In head and neck cancer, higher
numbers of intratumoral Treg was positively associated with
and served as a significant prognostic factor for better regional
control of the tumor [88].

Treg are reported not to be associated with patient survival
in some patient populations. For example, in anal cancer [89]
the authors found no prognostic effects for Treg cells. How-
ever, the prognostic significance of these cell populations
must be considered in light of the fact that the patients exam-
ined had already been treated with radiochemotherapy. In
patients with lymphoma [90], it was also reported that
FOXP3" and FOXP3~ leukemia/lymphoma cases did not
differ in clinical stage, age distribution, lactate dehydrogenase
and calcium in serum, or in overall survival. In patients with
prostate cancer, Treg are not associated with clinical efficacy
in vaccination and androgen deprivation [91, 92].

Altogether, Treg have negative and positive prognostic
values in patients with different cancers. This may depend
on the cancer type, Treg distribution, and localization. More
importantly, it may be associated with the functional pheno-
type and plasticity of Treg in different cancer environments.
For example, in the microenvironment of ulcerative colitis and
the associated colon cancer, FOXP3" Treg are functionally
suppressive, but highly express effector cytokines including
TNF-«, IFN-y, and IL-17 [12], which may promote T cell
immunity [93]. This may explain why Treg cells positively
predict patient survival in colorectal cancer [86]. Nonetheless,
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it is well accepted that TA-Treg infiltrating tumors suppress
tumor immunity and dampen therapeutic efficacy of immune
intervention as well as conventional cancer therapy including
chemotherapy and radiotherapy.

Treg in cancer prevention

Most work on Treg in cancer examines effects in existing
tumors. Nonetheless, Treg could also operate during immune
surveillance or immunoediting. For example, in a mouse model
of chronic colon inflammation, Treg reduced cancer by damp-
ening this inflammation [94]. In carcinogen-induced sarcoma,
Treg reduced immune surveillance [95]. CD4"CD25" Treg can
reduce concomitant tumor immunity [96], suggesting that they
could dampen antitumor immunity in preclinical cancers.

Therapeutic targeting of Treg

Understanding the role of Treg in limiting antitumor immunity
has provided the impetus for the development of therapeutic
modalities to override their immune inhibitory effects.

Elimination of Treg
Chemotherapy regimen

There is evidence that certain chemotherapy regimens are able
to mediate their effect at least in part by affecting Treg. Met-
ronomic doses of cyclophosphamide or fludarabine in humans
apart from reducing all T cells also reduced the number of Treg
and also reduced their suppressive function that resulted in an
increased efficiency of the immune response [97, 98]. Cyclo-
phosphamide treatment affects a discrete population of cycling
Treg expressing ICOS"€"TNFR2" enriched within the tumor
environment [99]. Moreover, paclitaxel-based chemotherapy
selectively decreased the size of the Treg population rather than
other subsets including effector T cells [100]. Such low-dose
chemotherapy may also represent a clinical practice to enhance
antitumor immune response by targeting Treg. Recent results
reported the improvement of chemotherapy efficiency on Treg
in combination with anti-CD25 treatments.

CD25 targeting/depletion of CD25-expressing cells

CD25 expression remains the master target for Treg-depleting
strategies. In vivo studies in murine models demonstrated that
administration of depleting anti-CD25 mAb (PC61) allowed a
strong Treg reduction in peripheral lymphoid tissue and
induced regression of established tumors in syngenic mice
[101].

Denileukin diftitox (Ontak®, DAB389IL-2) is a recombi-
nant protein fusing the active domain of diphtheria toxin to
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human IL-2 approved by the FDA regulation to treat cutane-
ous T cell leukemia/lymphoma [102]. It is targeted to the IL-2
receptor and is proposed to be internalized through IL-2R« by
endocytosis [103]. It inhibits protein synthesis and induces
apoptosis. Denileukin diftitox also targets cells through IL-2
receptors 3 and y chains (CD122 and CD132, respectively)
[103, 104] (Curiel et al., unpublished results). Its administra-
tion in humans prior to DC vaccination increased the vaccine-
mediated antitumor T cell response in renal cell carcinoma
patients in conjunction with efficient depletion of peripheral
Treg and reduced Treg-associated immunosuppression [105].
Similar results were observed in melanoma patients treated
with denileukin diftitox combined with melanoma peptides. In
addition to in vitro work supporting the concept that denileu-
kin diftitox may deplete recently activated T cells, we have
recently shown that weekly denileukin diftitox in patients with
advanced cancers will also deplete effector cell populations
(Curiel et al., manuscript submitted). An optimal balance
between Treg depletion and effector function may be attained
with different denileukin diftitox schedules or doses. Monthly
infusions are now being tested in ovarian cancer in this regard.
Treatment of melanoma patients with anti-CD25 antibody
single-chain Fv fragment fused with Pseudomonas exotoxin
A (LMB-2) showed a partial reduction of Treg in the periphery
or within the tumor but without any increased immune
response or clinical response nor autoimmune syndrome.

Daclizumab (Zenapex®) and basiliximab (Simulect®) are
antthuman CD25 mAbs approved for use in autoimmune
disease, transplantation, and cancer including HTLV-1-
induced adult T cell lymphoma/leukemia. In metastatic breast
carcinoma patients, daclizumab treatment durably reduced
circulating CD25"E"FOXP3" Treg and favors the emergence
of cancer-specific CTL after vaccination with cancer antigen
peptides (hTERT/survivin) [106]. However, because of the
nonspecific expression of CD25, the major risk of such a
strategy is to eradicate activated T cells present within the
tumor that could help in the development/initiation of T cell
antitumor immunity.

Blockade of Treg function

Blockade of Treg suppressive function through Treg
receptors

Antagonist anti-CTLA-4 mAb Treg targeting could be
achieved with other Treg receptors. Among them, the major
work has been performed with anti-CTLA-4 antagonist mAb.
Two fully humanized mAbs developed by BMS (MDX-100:
ipilimumab®, Yervov®) and Pfizer (CP675206: tremelimu-
mab®) have been tested in clinical trials in cancer patients
with various tumor types including melanoma, renal cell
carcinoma, and prostate cancers. Response rate has been
consistently observed in the range of 10% to 15%. Several
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phase II trials of ipilimumab® in stage IV melanoma patients
showed impressive 1- and 2-year survival, suggesting that it
provides durable clinical benefit leading to its approval to treat
metastatic (stage IV) melanoma by the United States Food and
Drug Administration in April 2011. Importantly, treatments
with anti-CTLA-4 mAD are frequently associated with signif-
icant pathologic autoimmune-mediated side effects (rashes,
diarrhea, and colitis) invariably reversible in patients who also
develop a therapeutic response, suggesting that immune-related
symptoms might mean more than just an adverse effect. Accu-
mulating evidence indicates that anti-CTLA-4 mAbD increases
Treg numbers without reducing their suppressive function in
vitro [107-109], suggesting that the therapeutic impact of
CTLA-4 blockade through mAb acts mainly through a direct
activation of effector T cells. Indeed, these mAb will lead to an
alleviation of the inhibition of the T cell immune response by
favoring the binding of C80/CD86 to CD28 by blocking inter-
action of CTLA-4 on T cells with CD80/CD86 on DC.

Antagonist of VEGFR (Sutent and sorafenib) Human Treg
also express other receptors like vascular endothelial growth
factor receptor 2 (VEGFR2) [110] that could be targeted by
small molecules (sunitinib and sorafenib) blocking multiple
tyrosine kinase receptors involved in angiogenesis including
PDGFR, Flt3, cKit, VEGFR2, and VEGFR3. Neoadjuvant
treatment of patients suffering from metastatic renal cell
carcinoma (RCC) with sorafenib strongly reduces peripheral
blood Treg [111] as well as TA-Treg [112]. Monotherapy of
RCC patients with sunitinib was associated with a decline in
peripheral blood Treg [113] and correlated to enhanced
overall survival in 5/7 patients treated in a neoadjuvant
setting [114]. However, this effect on Treg may be indirect
because it does not alter in vitro expansion of either Treg
or effector T cells and may be related to negative effects
on myeloid-derived suppressive cells [115]. A combination
of such targeted therapies with immunotherapy may en-
hance efficiency as previously described for denileukin
diftitox treatment [105]. Indeed, in murine Lewis lung car-
cinoma model, combination of sunitinib with immune ther-
apy (IL-12 and CD137 agonist) significantly improved the
long-term survival rate of large tumor-bearing mice [116].

Agonist anti-GITR mAb Treatments with agonist anti-GITR
mAD reverse suppression mediated by Treg in murine models
[117, 118]. However, as GITR is also rapidly upregulated on
activated T cells, it is tricky to conclude on a unique effect of
anti-GITR on Treg. Moreover, engagement of GITR on effec-
tor T cells by its ligand expressed on DC renders them resis-
tant to Treg suppression suggesting the possible action of
agonist anti-GITR mAb on these effectors cells by reducing
their sensitivity to Treg suppressive effect. To our knowledge,
this strategy has not yet been tested in a human clinical trial.
Recently, the combined action of anti-CTLA-4 and anti-GITR

mAb revealed a better effect than individual therapies in
murine models [119, 120].

Other blocking mAb OX40 (CD134), a co-stimulatory mole-
cule of the TNF receptor family, is constitutively expressed on
Treg and transiently expressed on activated T cells. Treatment
with agonistic mAb anti-OX40 inhibits Treg suppressive activ-
ity [121]. Moreover, experiments using 0X40™"~ Treg and
effectors T cells demonstrate that OX40 signal alters either Treg
suppressive functions or activation of T cell effector function,
suggesting that anti-OX40 mAb mediates the tumor rejection
observed in murine models by reducing Treg suppressive func-
tion and increasing T cell effectors’ function [122].

In a murine model, folate receptor-4 (FR4), a GPI-anchored
protein, is predominantly and constitutively expressed on Treg
and closely associated with FOXP3 gene expression, and
upregulated after activation [123, 124]. Moreover, TA-Treg
expressed high levels of FR4, and the administration of anti-
FR4 mAD that specifically depletes activated Treg enhanced
antitumor immune reaction favoring tumor rejection. However,
the FR4 human equivalent remains to be described.

Blockade of Treg suppressive function through TLR
agonist stimulation

Toll-like receptors (TLR) are expressed ubiquitously on a
variety of mammalian cells, including human Treg. They
recognize bacterial and viral pathogen-associated molecular
patterns and affect significant elements of specific immunity
including DC maturation [125]. TLR signaling for tumor
immunotherapy is important as demonstrated by in vitro
experiments showing that only vaccines providing appropriate
TLR signals can reverse Treg-mediated tolerance. Recent data
obtained in vitro using purified human Treg demonstrate that
agonist TLR2 signaling (PAM,CSK,, PAM;CSK,, FSL-1)
reduced Treg suppressive function through a mechanism in-
volving a downregulation of the Cdk-inhibitor p27Kip1 and a
restoration of Akt phosphorylation [126]. In addition to these
direct effects on Treg, TLR2 agonists induced proliferation
and IL-2 secretion by T effectors cells, rendering them more
resistant to Treg suppressive function [127]. In murine tumor
models (melanoma, lung carcinoma, and leukemia), treatment
of mice with TLR1/2 agonist mediates tumor regression
through reducing Treg suppressive effect and increasing
CD8" CTL cytotoxic function [128]. Treg-mediated suppres-
sion can be inhibited in vitro by TLR8-derived signals [129],
and treatment of melanoma patients with CpG (TLR9 agonist)
in vivo results in a reduced frequency of Treg [130]. These
experiments suggest that TLR ligation may be a novel way to
enhance the potency of certain cancer vaccines by inhibiting
Treg suppressive function or rendering T effectors cells resis-
tant to Treg suppression.
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Blockade of Treg cell induction and recruitment

Chemokine receptor inhibitors We recently demonstrated
that CCL22 mediates Treg migration into human ovarian
cancer and breast tumors [20, 63] and that blockade of
CCL22 significantly decreases Treg migration into ovarian
tumors in an immune-deficient murine xenograft model, lead-
ing to immune rejection in the presence of antitumor effector T
cells [63]. Thus, blocking Treg trafficking into the tumor site
may be achieved through blockade of the CCR4/CCL22 axis.
However, CCL22 may also facilitate trafficking of effector T
cells. Therefore, any potential benefit of CCL22 blockade, or
of interrupting other trafficking signals, requires further study
as to potential therapeutic utility. Selective in silico studies
identified small-molecule chemokine receptor antagonists or
mAD able to block in vitro CCL22-mediated recruitment of
human Treg and Th2 cells [131] and have gone into phase I
clinical trials [132]. Therapeutic utility may be limited by the
binding promiscuity of chemokine receptors, the redundancy
of chemokine/ligand pairs, or the role of chemokines in normal
tissue homeostasis or antitumor immunity. These additional
effects of chemokine/receptor antagonism must be taken into
account in strategies to block chemokines and their receptors.

Blockade of Treg development from CD4" T cells through
TGF-( inhibitors As TGF-f is one of the elements driving
the development of FOXP3" iTreg from naive CD4" T cells in
the periphery, targeting TGF-f3 pathway would help in reduc-
ing this development. The antisense therapeutics targeting
TGF-f2 with the inhibitor AP 12009 was tested in a phase
I/II clinical trial for advanced pancreatic cancer and other
malignancies [133]. Inhibition of TGF-3 with LY2109761, a
novel inhibitor of TGF-f3 I/Il receptors, was described to
suppress pancreatic cancer metastases [134]. However, as
TGF-{ signaling is involved in a lot of processes governing
tumor development and regulates the tumor microenviron-
ment apart from Treg differentiation (reduction of NK cell
proliferation and cytolytic function, negative regulation of
CTL cytotoxicity, Th17 differentiation, etc.) [135], the effi-
ciency of this inhibitor could be related to a direct antitumor
effect, an inhibition of development of Treg or other targets
(Th17) as well as the functional reactivation of other immune
cell subsets. However, once clinical efficacy is evident, mech-
anistic studies are needed.

Reactivating IFN-a production by TA-pDC to counteract
Treg expansion DC are Ag-presenting cells with diverse ana-
tomic localizations, cell surface phenotypes, and immunolog-
ical functions [136]. Two major subsets are described in
human: myeloid and plasmacytoid (pDC). Whereas their role
in initiation or upregulation of immune responses is currently
well established, there is strong evidence of their involvement
in the induction of immune tolerance [137]. Distinct
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mechanisms by which DC can induce Treg that could impede
tumor immunity have been identified (for review [138]).

Thymic pDC favor the generation of Treg via a mechanism
involving ICOS/ICOS-L or CD40/CD40L [21, 139, 140]. In
ovarian carcinoma, TA-pDC that are recruited through
CXCLI12/CXCR4 axis were shown to favor the development
of CD4" or CD8" Treg producing IL-10 [141, 142]. In breast
tumors, TA-Treg and TA-pDC have been associated with poor
patient prognosis [20, 143]. Both DC subsets are co-localized
within the lymphoid aggregates surrounding primary breast
tumors suggesting the capacity of pDC to favor Treg expan-
sion. TA-pDC purified from ovarian tumors [144] as well as
from breast tumors (Sisirak et al., manuscript submitted) are
strongly deficient in their capacity to secrete IFN-«. In vitro,
these TA-pDC are capable of favoring Treg expansion (Sisirak
et al., manuscript submitted) through mechanisms that are
currently under investigation (Faget et al., manuscript in prep-
aration) and addition of exogenous IFN-« in Treg/TA-pDC
cocultures strongly drop Treg expansion, suggesting that ther-
apeutic strategies aimed at reactivating TA-pDC through TLR
agonist stimulation could reduce Treg expansion. Moreover,
antagonizing CXCR4 with bicyclam compounds or antibodies
may also be useful in the tumor microenvironment by reducing
pDC entry thus reducing pDC-T cell interactions.

Inhibition of B7-HI/PD-1 axis The expression of PD-L1/
B7-H1, member of the B7 family co-signaling molecules, has
been detected in the majority of human cancers either on
tumor cells (melanoma, kidney, ovary, lung, and colon; for
review: [145]) or in TA-mDC as described by Curiel et al. in
ovarian tumors [146]. The receptor, programmed death-1
(PD-1), is expressed on activated T cell subsets, antigen-
specific CD8" T cells, and Treg [147], and its engagement
leads to anergy and apoptosis of activated T cells then favoring
tumor cells to overcome host response. Furthermore, PD-L1/
B7-H1 signals in the tumor environment induce IL-10 pro-
duction by T cells, causing immune suppression [146]. Pre-
clinical cancer models suggest that interruption of PD-1/
PD-L1 interactions leads to antigen-specific CTL infiltra-
tion and improved antitumor T cell responses, decreased
Treg suppressive function all together favoring tumor con-
trol (for review: [145]). MAbs developed against both PD-1
and PD-L1 are being evaluated in phase I/II clinical trials in
patients with a variety of cancers (breast carcinoma, renal cell
carcinoma, melanoma, etc.) with some evidence of antitumor
activity.

Tumor Treg effects of anticancer therapies

Anticancer treatments could impact Treg numbers and func-
tion (for review [148]). Indeed, histone deacetylase inhibitors
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increase Treg numbers and their suppressive function [149,
150], and IL-2 can further enhance this effect in a murine
model of renal cell carcinoma [151]. Retinoids, including all-
trans retinoic acid, also favor gut-homing Treg [152, 153],
whereas in breast cancer patients, the aromatase inhibitor
letrozole can reduce Treg numbers and function [153]. More-
over, systemic IL-2 changes Treg trafficking molecules and
boosts Treg numbers in ovarian cancer [154]. Association of
gp100 vaccine with IL-2 injections variably increased or
decreased phenotypic blood Treg, but effects on clinical
responses are uncertain [155]. These results suggest it will
be of importance to reassess the mechanisms of action of
anticancer therapies in light of their potential impact on Treg
activity and will provide clues as to how to alter their use for
better therapeutic effects.

Cancer vaccines can induce the emergence of tumor-
specific Treg in humans as demonstrated by the emergence
of circulating MAGE-A3-specific CD4'CD25 FOXP3" T
cells after MAGE-A3 melanoma vaccine [156]. In this
context, development of novel vaccine strategies generat-
ing Ag-specific antitumor effector cells while minimizing
simultaneous Treg generation [ 157] remains crucial to optimal
immunotherapy strategies.
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Abstract

In ovarian cancer, the immune system fails to eradicate established tumors partly due to the induction of
immune tolerance within tumor microenvironment. In this study, we investigated the contribution of
plasmacytoid dendritic cells (pDC) in the establishment of immune tolerance in a cohort of 44 ovarian cancer
patients. In the tumor and malignant ascites, CD4"CD123"BDCA2" pDC were the most abundant dendritic cell
subset; however, they were profoundly depleted in peripheral blood. The presence of pDC in primary ovarian
cancer, but not ascites, was an independent prognostic factor associated with early relapse. Following
chemotherapy, we observed a partial restoration of blood pDC levels in patients in complete remission. These
findings show preferential recruitment of pDC into tumors where they express a partially mature phenotype that
may reflect an in situ activation. Importantly, compared with pDC found in ascites or blood, tumor-associated
pDC (TApDC) produced less IFN-o, TNF-0, IL-6, macrophage inflammatory protein-13, and RANTES in
response to toll-like receptor stimulation, and alterations in pDC functions were mainly mediated through
tumor-derived TNF-o. and TGF-f3. Unlike ascites-derived pDC, TApDC induced IL-10 production from allogeneic
naive CD4" T lymphocytes, suggesting the existence of a paracrine immunosuppressive loop. Taken together,
our findings indicate that both local and systemic dysfunction of pDC play a critical role in the progression of

ovarian cancer via induction of immune tolerance. Cancer Res; 71(16); 5423-34. ©2011 AACR.

Introduction

Ovarian cancers are the leading cause of death from gyne-
cologic cancers and the fifth most common overall cause of
cancer death among women (1). Most women (~75%) present
with advanced stage disease, for which the 5-year survival rate
is a dismal 30% or less, and has not changed over 3 decades (2).
Thus, understanding mechanisms underlying therapeutic suc-
cess and failure has important clinical relevance: predicting
nonresponse and developing new therapeutic approaches may
improve outcome.
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Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are one of 2 main
subsets of human dendritic cells (DC) in blood. pDC are
identified as a CD4", CD11c", lineage marker , and HLA-
DR cells that express CD123/IL-3 receptor alpha chain and/
or as BDCA2- and BDCA4-expressing cells (3). At steady state,
they are circulating in blood and directly enter in lymph nodes
through the high endothelial veinules (HEV; ref. 4, 5) and are
absent from peripheral tissues. pDC are crucial effector cells in
antiviral immunity. Indeed, in response to viral stimulation (6)
through toll-like receptors (TLR) 7 and 9 (7), they produce high
amounts of type I IFN (o, B, and w). pDC link innate and
adaptive immune responses by promoting the activation and
differentiation of natural killer (NK) cells, B cells, myeloid DC
(mDC), and T cells (7-9). Consistent with their antigen pre-
sentation capabilities, pDC were also shown to mediate
tolerance to allogeneic antigens in cardiac allograft (10), oral
antigens (11), and airway allergens (12).

Emerging evidence indicates that tumor infiltration by pDC
may have clinical importance, as underlined by their identi-
fication in tumors including melanoma, head and neck, lung,
ovarian, and breast cancers (13-15). Several types of cancers
are characterized by impaired function and numbers of pDC
(13, 16), but correlations of pDC frequency with disease
progression in cancer remain poorly studied. Infiltration of
primary breast carcinomas by pDC is variable and their
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presence at high density is associated with poor clinical
outcome (17) and their depletion in the blood of pancreatic
cancer patients is correlated with reduced survival (18).

In ovarian cancer, several studies have shown an accumula-
tion of pDC in malignant ascites, with depletion in blood (14,
19, 20). pDC were reported to be attracted into ascites through
SDF-1/CXCL12, to produce high amounts of type I IFN in
response to TLR ligand (14, 21), and to induce CD8* regulatory
T cells which suppress tumor antigen-specific T cells through
the production of IL-10 (21). In addition, ascite pDC were
shown to favor tumor angiogenesis via the production of TNF-
o and IL-8 (20). However, the role of tumor infiltration by pDC
[called tumor-associated pDC (TApDC)] in advanced ovarian
cancer remains to be addressed.

In this report, we have characterized the tissue distribution,
phenotype, and functions of pDC in advanced epithelial
ovarian cancer and their impact on patients’ clinical outcome.
Our findings bring new insights into the physiopathology of
pDC in the context of ovarian cancer in humans, showing
quantitative systemic and local functional alterations of pDC
associated with progression.

Materials and Methods

Patients

We studied 44 untreated patients with International Federa-
tion of Gynecology and Obstetrics (FIGO) stage L, IL, III, and IV
epithelial ovarian cancers. All patients gave written, informed
consent. The study was approved by local Institutional Review
Boards. Biological samples were collected at Centre Leon Bérard,
Lyon, and other institutions in Rhéne-Alpes Region, France.

Preparation of tumors and ascites cell suspensions

We collected fresh solid tumors and malignant ascites
aseptically. Cells were harvested from ascites by centrifuga-
tion over a Ficoll-Hypaque density gradient. Ovarian tumors
samples were minced into small pieces in serum-free RPMI
medium and digested with collagenase Ia (1 pg/mL) and
DNase I (50 KU/mL; Sigma Aldrich) for 1 hour at 37°C with
gentle agitation. The resulting cell suspensions were filtered,
washed, and resuspended in RPMI 1640 medium (Invitrogen)
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS; Lonza) and
antibiotics (complete RPMI) before isolation of mononuclear
cells (MNC) by centrifugation over a Ficoll-Hypaque density
gradient for further analyses.

Peripheral blood MNCs

Peripheral blood was collected aseptically from healthy
donors (HD; n = 55) or ovarian cancer patients (n = 44) in
a CTAD-coated tube. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were obtained over a Ficoll-Hypaque density gradi-
ent, washed twice, and resuspended in PBS containing 2% FCS
(Lonza) and 0.5 mmol/L EDTA for flow cytometry analysis.

Ex vivo mononuclear cell stimulation

We stimulated MNC from tumors, ascites, and peripheral
blood from 6 patients and 8 HDs in complete RPMI at 1 x 10°
cells per well in duplicate wells with formaldehyde-inactivated

influenza (flu) virus (A/Wisconsin/67/05; generous gift from
Aventis Pasteur) and CpG-A/ODN 2336 that were used at 100
HAU/mL and 5 ug/mL, respectively in 24-well tissue culture
plate at 37°C. Cell-culture supernatants were harvested after
18 hours and used for cytokines production quantitation by
ELISA.

pDC purification from blood, tonsils, tumors, and
ascites

To isolate pDC from biological samples, CD3-, CD8-, CD11b-,
CD14-, CD16-, CD19-, CD20-, CD56-, Glycophorin A-, and
EpCAM-expressing cells were depleted using specific antibo-
dies and paramagnetic beads (Invitrogen). pDC from blood and
HD tonsils were purified from lineage-negative enriched
MNC using the BDCA4 cell isolation kit (Miltenyi Biotec)
according to the supplier's instructions. Ovarian tumors or
malignant ascite pDC were sorted from lineage-negative
enriched MNC using FACS (FACSVantage SE DiVa flow cyto-
meter, BD Bioscience) as CD4"CD123™ cells using APC anti-
CD123 (Biolegend) and PE-Cy5 anti-CD4 (Beckman Coulter).
Purity was routinely 98% or more.

Preparation of ovarian tumors and ascites-derived
supernatants

Single-cell suspensions from ovarian tumors and ascites
were incubated at a final concentration of 1.5 x 10° cells/mL
in complete RPMI in petri dishes. Culture supernatants were
collected after 48 hours, filtrated on 0.2 tm, and cryopreserved
at —80°C until use.

Culture of ovarian tumor-associated or healthy pDC

Freshly isolated TApDC and ascite pDC were cultured at 5
x 10° cells/mL in 96-well flat-bottom plates in complete RPMI
for 24 hours in presence of recombinant hIL-3 (Peprotech),
formaldehyde-inactivated influenza (flu) virus (A/Wisconsin/
67/05) and CpG-A/ODN 2336 that were used at 20 ng/mL, 100
HAU/mL, and 5 nug/mL, respectively. Freshly isolated healthy
blood or tonsil pDC were cultured as previously mentioned in
the presence of hIL-3 with or without ovarian tumor (TUMSN)
or ascite (ASCSN) supernatants supplied at 25% for 16 hours
before addition of TLR ligands for another 24 hours. Cells and
supernatants were harvested after 24 hours for TApDC and
ascite pDC, and 40 hours for healthy pDC culture to analyze
cell surface expression of activation markers and cell viability
(by Propidium Iodide Incorporation) by flow cytometry and
cytokines production by ELISA.

Flow cytometry analysis

Three-color staining was done by flow cytometry on a
FACScan (BD Bioscience) using isotype-matched controls
or monoclonal antibodies and data were analyzed with Cell-
Quest software (BD Bioscience). pDC were identified as
CD4"CD123"BDCA2" cells using fluorescein isothiocyanate
(FITC) anti-BDCA2 (Miltenyi Biotec), PE anti-CD123 (BD
Bioscience), and PE-Cy5 anti-CD4 (Beckman Coulter). mDC
were identified as Lin~CD4"CD11c" using FITC-conjugated
lineage (Lin) cocktail (CD3, CD14, CDl16, CD19, CD20,
and CD56; BD Bioscience), PE anti-CD11c (BD Bioscience),
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and PE-Cy5 anti-CD4 (Beckman Coulter) antibodies. CD4 T
lymphocytes were identified as CD3"CD4 " cells using FITC
anti-CD3 (BD Bioscience) and PE-Cy5 anti-CD4 antibodies
(Beckman Coulter). The phenotype of CD4 " BDCA2™ pDC was
analyzed with PE-coupled anti-CD86 (BD Bioscience) and
anti-CD40 (Beckman Coulter). Monoclonal antibodies. Viabi-
lity was assesed by Propidium Iodide Incorporation. Flow
cytometry results are expressed as% positive cells and mean
fluorescence intensity (MFI). At least 200,000 gated events/
condition were analyzed on the total cell population and 5,000
gated events/condition on purified cells.

Allogeneic mixed leukocyte reaction

Allogeneic CD4"CD45RA™ naive T cells were purified from
HD peripheral blood after magnetic depletion using anti-CDS8,
-CD14, -CD19, -CD16, -CD56, and -glycophorin A antibodies
followed by anti-IgG beads (Invitrogen). The purity was rou-
tinely more than 95%. Highly purified fluorescence-activated
cell sorting (FACS)-sorted pDC from ovarian tumors and
ascites from the same patients were differentiated by culture
in IL-3 (20 ng/mL) for 16 hours and then cultured with
responder T cells in a ratio of 0;3;11;33;111;333;1,111;3,333,
and 10,000 per 100,000 T cells for 96 hours in triplicate in
round bottom 96-well plates. Finally, cells were pulsed with 0.5
uCi per well [3H]thymidine (Amersham Biosciences) and
harvested 18 hours later. The [3H]thymidine incorporation
was assessed by liquid scintillation spectroscopy (Betaplate
scintillation counter, Perkin Elmer). Culture supernatants
were collected for cytokine analysis by ELISA.

Determination of cytokines production

The ELISA for hIFN-o. (Bender MedSystems), hIL-10
(Bender MedSystems), hIFN-y (Bender MedSystems), and
hIP-10/CXCL10 (BD Biosciences) were used according to
manufacturer's instructions. Levels of TNF-o, IL-6, IL-8,
macrophage inflammatory protein (MIP)-1f3, IP-10, RANTES,
IL-12p40, and IL-12 p70 in culture supernatants were deter-
mined using a Milliplex map, based on the Luminex xMAP
technology by Millipore.

Statistical analysis

Comparison of independent samples was done by the
Student's ¢ test or nonparametric tests when appropriate.
Correlation analysis of the data was done using the Spearman
test. The following clinical variables were collected prospec-
tively: age, performance status (PS), stage, debulking surgery,
and the presence of macroscopic residual disease. pDC and
mDC levels in tumors and ascites were categorized in upper
tertile and lower 2 tertiles.

Progression-free survival (PFS) was defined as the time from
pathologic diagnosis to progression. PFS was calculated using
Kaplan-Meier method. To evaluate the relationship between
survival and biological and/or clinical factors, all potential
prognostic factors were included in univariate Cox propor-
tional hazard regression models (22). Candidate prognostic
factors with a 0.05 level of significance in univariate analysis
were then selected for inclusion in the multivariate analysis.
Independent prognostic variables of PFS were identified by a

Cox regression analysis using a backward selection procedure
to adjust the time cohort effect on patient's characteristics. All
statistical analyses were done using SAS software v.9.2 for
Microsoft Windows (SAS Institute). All P values for 2-tailed
tests were considered significant when P < 0.05.

Results

Accumulation of pDC in ascites and depletion in the
blood

We evaluated the tissue distribution of CD4"CD123"
BDCA2" pDC (Refs. 3, 23; Supplementary Fig. S1A) and
Lineage CD4"CD11ct mDC (Supplementary Fig. S1B; ref.
24) as a fraction of total MNC in 44 patients with previously
untreated epithelial ovarian cancer. Patients’ characteristics
are detailed in Supplementary Table S1. Consistent with
previous investigations (14), the percentage of both pDC and
mDC in total PBMC were significantly reduced (P < 10 %) in
ovarian cancer patients (mDC median% = 0.04, range 0-0.65;
pDC median% = 0.11, range 0.01-0.98) compared with HD
(mDC median% = 0.18, range 0-1.19; pDC median% = 0.32,
range 0.07-0.78; Fig. 1A and B). The depletion of blood pDC
tended to be deeper in advanced stages (III/IV; 0.1%) ovarian
cancer patients compared with early stages (I/IL; 0.19%),
although this did not reach statistical significance (P = 0.09;
Fig. 1C). Similar variations according to stage were observed
with mDC (P = 0.43; Fig. 1D). These data suggest that pDC
are actively recruited from blood to the tumor.

To document variations in pDC number in blood during
treatment, we determined pDC levels in patients at diagnosis
(n = 44), on therapy, that is, after 4 cycles of chemotherapy
(n = 12), in complete remission (CR) 3 months after the end of
treatment (z = 10) and at progression (7 = 12). We observed
partial restoration of blood pDC in most of the patients after
4 cycles of chemotherapy (P = 0.01; Fig. 1E) which was main-
tained in patients in CR (P < 10 2). In contrast, we observed a
trend toward decreased pDC levels in patients with progressive
disease when compared with those in CR (P = 0.22). For mDC,
we observed significant lower levels in progressive patients
when compared with HD (P < 10”3, Fig. 1F).

With regard to their tissue distribution, pDC infiltrated
some tumors (median% = 0.06, range 0-0.68) and accumu-
lated in the majority of malignant ascites (median% = 0.83,
range 0.04-2.93; Fig. 1A). Indeed, ascite pDC were 7.2-fold
higher than patient blood pDC (P < 10™*) and 13.8-fold higher
than TApDC (P < 10~%). MDC were present in malignant
ascites (median% = 0.06, range 0-0.86) but in lower propor-
tions than pDC (P < 10~>) while their presence in tumors was
scarce (median% = 0.01, range 0-0.13; Fig. 1B).

Correlation of TApDC frequency with poor clinical
outcome

The distribution of pDC was skewed with depletion in blood
in most of ovarian cancer patients and accumulation in some
tumors and especially in malignant ascites. We questioned the
impact of the presence of pDC in tumors and ascites on
patients’ outcome. We adopted a classification by tertile (33™
percentile) to compare the highest tertile subgroup to all
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others. To address this question, we analyzed all relevant
clinical and pathologic information's (Supplementary
Table S1) that were available on the 44 patients. As our study
was prospective with a median follow-up of 14 months, we
centred our analysis on PFS. In addition to TApDC levels, 5
clinico-pathologic variables (age, stage, PS, debulking surgery,
and the presence of residual disease) were analyzed due to
their previously described prognostic significance in ovarian
cancer (25). We observed that the subgroup of patients who

progressed showed significantly higher levels of TApDC than
those in CR (P < 0.05; Fig. 2A). In univariate analysis, the
following factors were associated with prolonged PFS: early
stage (I-1I), debulking surgery, absence of residual tumors and
low tumor infiltration by pDC defined as less than 0.1% of total
MNC (Fig. 2B and Supplementary Table S2).

In contrast, high levels of ascite pDC had no impact on
ovarian cancer patients’ outcome (Fig. 2C). When using a
cut-off of ascite pDC 1% or more of total MNC (10-fold
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Figure 2. Tumors highly infiltrated
by pDC showed early relapse. PFS
rates were calculated using
Kaplan-Meier method and
compared using log-rank test.

A, box plot set showing tumor-
associated pDC (TApDC) levels in
patients in CR and those with
progressive disease after a
median follow-up of 14 months.
B-E, PFS of patients with the
highest tertile (33rd percentile)
frequency of TApDC (>0.1%),
ascite pDC (>1%), TAmDC
(>0.02%), and ascite mDC
(>0.13%) compared with all
others. ***, <1075,
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higher than in tumors), median PFS was estimated to 13.6
months compared with 10.8 months in patients with ascite
pDC less than 1% [hazard ratio (HR) = 0.94, CI: 0.38-2.34,
P = 0.89]. To assess whether this effect was specific to
pDC or concerned all DCs, we further investigated the
impact of mDC accumulation in ascites and tumors on
PFS. We did not observe any impact of tumor-associated
mDC (TAmDC) nor ascite mDC on PFS of ovarian cancer
patients (Fig. 2D and E; Supplementary Table S2).

In multivariate analysis, TApDC remained an independent
prognostic factor associated with early relapse. Median PFS
for patients with the highest tertile of pDC (>0.1% of total
MNC) was 9.7 months whereas those with TApDC less than
0.1% showed a median PFS of 18.4 months (HR = 7.13, CI:
2.02-25.11, P = 0.002; Fig. 2B and Supplementary Table S2)
suggesting that infiltration of ovarian tumor by pDC has a
deleterious effect on patients’ outcome.

Partial phenotypic activation of TApDC

To examine the possibility that tumors alter pDC status,
expression levels of markers involved in pDC maturation/
activation or in T cell costimulation (24) were measured
directly ex vivo comparing blood, ascite, and tumor-associated
pDC from 17 patients. We found that TApDC expressed a
semimature phenotype with significantly higher levels of CD40
and CD86, compared with ascites and blood pDC, which
showed classic immature phenotype (Fig. 3). These findings
suggest that ovarian tumors induce partial activation of
TApDC in situ. To assess whether this observation could be
explained by the presence of dead cells (26), we investigated
by flow cytometry the percentage of dead cells among MNC
in ascites and tumors from 13 ovarian cancer patients identi-
fied by Propidium Iodide Incorporation. We observed 5-fold
higher levels of dead MNC in tumors (median% = 20) than
ascites (median% = 4.94, P < 107°).
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Full maturation of TApDC and ascite pDC after in vitro
stimulation

Highly purified pDC from ascites, ovarian tumors, and HD
blood were cultured with IL-3 and TLR ligands (TLR-L).
Changes in expression levels were determined using paired
analysis of expression of CD40 and CD86 before and after
stimulation. CD40 and CD86 expression increased following
IL-3, CpG-A, and influenza virus (flu) stimulation in both
ascite and tumor pDC at higher levels than blood pDC
(Fig. 4). Interestingly, TApDC seemed to be more prompted
than blood and ascite pDC to mature in vitro even in the
absence of TLR-L as culture in IL-3 induced high expression of
both activation markers. Another important observation is the
acquisition of a fully mature CD40"&" CD86™&" phenotype by
both ascite pDC and TApDC but not blood pDC in response to
CpG-A. These observations were similar to those obtained
with Flu virus. Thus, tumor microenvironment seemed to have
altered TLRY response of ascite pDC and TApDC induced by
CpG-A. These findings show that both TApDC and ascite pDC
conserve their ability to achieve full maturation following
in vitro TLR stimulation despite an altered phenotype at
baseline.

Amplification of IL-10 production by T cells in response
to TApDC

pDC play an important role as antigen-presenting cell by
inducing antitumor CD4 ™ T cell responses (27). We observed
significant correlation between TApDC and CD4" T lym-
phocytes infiltration in tumors (r2 =0.657,P< 103 Fig. 5A)
whereas no significant correlation was observed with mDC

(* = 0.278, P = 0.13). Next, we examined the function of
TApDC in priming T-cell responses. Freshly, FACS-sorted
pDC from ascites and ovarian tumors from the same
patients (n = 2) were used to stimulate naive allogeneic
CD4" T cells purified from HD blood in vitro. Both TApDC
and ascite pDC induced proliferation of allogeneic naive
CD4% T cells in a dose-dependent manner (Fig. 5B). Strik-
ingly, TApDC induced strong IL-10 (P < 0.05) production by
primed T cells and slightly higher levels of IFN-y in compar-
ison to ascite pDC (Fig. 5C). These results lead us to propose
that TApDC may contribute to create an immunosuppres-
sive environment through the generation of IL-10-produ-
cing T cells.

Inhibition of IFN-a production in TApDC

The production of IFN-o. in response to TLR 7 and 9 ligands
represents a key mediator in pDC innate function (28). We
compared the capacity of blood pDC from HD (rn = 12),
TApDC and ascite pDC from ovarian cancer patients (n =
5) to produce IFN-o in response to TLR ligands. Consistent
with a previous report (14), ascite pDC produced high levels of
IFN-0. in response to TLR7 and 9 ligands (Fig. 6A). Although
not significant, they produce even more IFN-o. than HD blood
pDC in response to Flu (P = 0.1; Fig. 6A) but not CpG-A (P =
0.54; Fig. 6B). In contrast, we observed a severe inhibition of
IFN-o production in TApDC compared with ascite and blood
pDC mainly in response to TLR9 (CpG-A) and to a lower
extent to TLR7 ligands (flu virus). These results indicate that
the capacity of pDC to produce IFN-o. was selectively altered
at the tumor site.
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pDC were profoundly depleted from the blood of ovarian
cancer patients preventing their isolation. As pDC is the main
cellular source of IFN-o in response to TLR ligands, we
compared the capacity of total MNC (adjusted to the percen-
tage of pDC) of blood, ascite, and tumors from the same
patients (n = 6) and PBMC from HD (n = 8) to produce this
cytokine. IFN-o. production was reduced in tumor-associated
MNC compared with ascite or blood MNC after exposure to
CpG-A (Fig. 6D) confirming that only pDC into tumor mass are
altered for this innate function. Although pDC are severely
depleted in ovarian cancer patient's blood, they are still
functional as patients’ PBMC produced similar levels of
IFN-o in response to TLR ligands than HD (Fig. 6C and D).

We further investigated the production of 8 cytokines/
chemokines (TNF-o,, IL-6, IL-8, IL-12p40, IL-12p70, MIP-18,
IP-10, and RANTES) by FACS-sorted TApDC and ascite pDC
that were activated in vitro by TLR ligands (Supplementary
Fig. S2A and B). We observed, similar to IFN-o, a significant
inhibition of proinflammatory cytokines (IL-6 and TNF-o)
and chemokines (MIP-13 and RANTES) production by
TApDC mainly in response to TLR9 ligand (Supplementary
Fig. S2A). By contrast, there was no significant difference for
the production of IL-8 and IP-10 by TLR-activated TApDC
and ascite pDC (Supplementary Fig. S2B).

Altogether, the substantial differences between TApDC and
ascite pDC in term of frequencies, phenotype, response to TLR
ligands, and impact on patients’ outcome suggest that pDC
are differentially affected in the microenvironment of ascites
and tumors suggesting that malignant ascites do not closely
mirror the tumor microenvironment of the tumor mass.

Inhibition of IFN-a production of healthy pDC by
ovarian tumor-derived supernatants mainly through
TGF-3 and TNF-a dependent mechanism in vitro

The weak IFN-a production of TApDC compared with
ascite and blood pDC suggests that the tumor microenviron-
ment actively and specifically inhibits TApDC ability to pro-
duce IFN-o. To decipher the mechanisms involved in TApDC
dysfunction, pDC isolated from blood and/or tonsils of HD
were preincubated in presence of IL-3 and ovarian tumor-
derived supernatants (TUMSN, n = 5) for 16 hours and then
stimulated during 24 hours with TLR ligands (flu virus or CpG-
A). Most of TUMSN inhibited IFN-o. production of pDC to
both flu virus (median% of inhibition = 60.8%) and CpGA
(median% of inhibition = 53.2%; Fig. 7A). In contrast, IP-10
production remained unaffected (Fig. 7A) and no effect on
pDC viability was detected (data not shown), excluding
that the negative effect of TUMSN on IFN-o production by
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Figure 5. TApDC prime allogeneic naive CD4" T cells and induce IL-10 T
cell response. A, Spearman rank correlations between the proportion of
CD4"BDCA2"CD123" pDC and CD3*CD4" T lymphocytes in ovarian
tumors. B, FACS-sorted TApDC and ascite pDC were cultured with IL-3
(20 ng/mL) for 24 hours and then incubated at graded doses with naive
allogeneic CD4"CD45RA™ T cells for 5 days. T cell proliferation was
determined by 3H thymidine incorporation [mean and s.e.m (error bars) of
triplicate cultures]. C, culture supernatants were collected and IL-10 and
IFN-y were analyzed by ELISA. Data are one of 2 independent
experiments. *, <0.05. TA, tumor-associated.

TLR-activated pDC involved induction of cell death. These
results suggest that soluble factors present within the tumor
environment contribute to the functional inhibition of TLR-
activated pDC. Of most importance, supernatants derived
from tumors (TUMSN) were more efficient than those derived
from ascites (ASCSN; 48%—-67% compared with 14%-23% of
inhibition, respectively; P < 10?) to block IFN-a production
by CpG-A-activated pDC (Supplementary Fig. S3).

We next investigated the involvement of several well-known
immunomodulators including TGF-B (29), TNF-o, and IL-10
(30) to inhibit IFN-o. production by pDC. We observed that
TUMSN contained significantly higher levels of TNF-o. (med-
ian = 470 pg/mL, range 279-2,503 pg/mL) than ASCSN
(median = 218 pg/mL, range 64-476 pg/mL; P = 0.03; Sup-
plementary Fig. S4A). IL-10 was also higher in TUMSN (med-
ian = 2,900 pg/mL, range 263-5,862 pg/mL) than ASCSN
(median = 1,638 pg/mL, range 530-2,864 pg/mL) but this
difference was not significant (P = 0.07; Supplementary

Fig. S4B) whereas active TGF-1 was present at similar levels
in both TUMSN and ASCSN (Supplementary Fig. S4C).

To investigate the role of IL-10, TGF-f, and TNF-o. in pDC
alteration by the tumor microenvironment, we blocked these
cytokines in ovarian TUMSN using neutralizing antibodies
(Ab). Blocking TNF-o. and TGF-f independently, but not IL-10,
induced a partial reversion of ovarian TUMSN-mediated
inhibitory effect on IFN-o. production of healthy pDC
(Fig. 7B). TUMSN-mediated inhibitory effect on IFN-o. pro-
duction was totally reversed when TNF-o. and TGF-} were
simultaneously blocked, while blocking IL-10 together with
either TNF-o. or TGF-3 has only minor additional effect.
Collectively, these observations show that the specific inhibi-
tory effect associated to the soluble fraction of the ovarian
tumor environment on pDC innate functions is mainly
mediated through TGF-f3 and TNF-o. cooperation.

Discussion

In this prospective study on 44 patients presenting ovar-
ian cancer and using ex vivo analysis, we showed that TApDC
are different from ascite and blood pDC in terms of dis-
tribution, phenotype, innate and adaptative functions, and
impact on patients’ outcome. Indeed, pDC accumulate
mainly in malignant ascites whereas their frequencies were
variable in ovarian tumors. Of most importance, only accu-
mulation of TApDC was an independent prognostic factor
associated with early relapse whereas their presence in
ascites was not deleterious for patients. The presence of
mDC in ascites and tumors had no impact on patients’
outcome highlighting the specific pejorative role of pDC in
the context of tumor microenvironment.

To further investigate the clinical significance of the pre-
sence of pDC in tumors and ascites, we conducted a systema-
tic comparison of TApDC and ascite pDC. TApDC showed a
semimature phenotype as illustrated by higher levels of acti-
vation molecules CD40 and CD86. This partial activation of
TApDC might be due to endogenous danger signals such as
self-nucleic acids released by dying cells in the tumor micro-
environment (26) which were in higher proportions in tumors
than ascites. We also observed increased levels of TNF-o in
ovarian TUMSN when compared with ASCSN, a cytokine
previously shown to induce pDC maturation (31). In addition
to their baseline semimature phenotype, TApDC were more
potent than ascite or blood pDC to mature iz vitro in response
to both TLR-independent and TLR-dependent signals.

In contrast, TApDC but not ascite pDC were strongly
affected for their capacity to produce IFN-ot upon TLR sti-
mulation, in particular in response to CpG-A, a TLR9 ligand
known to induce type I IFN secretion in pDC (32). Collectively,
these results showed that TApDC seemed to respond to
signals by maturing rather than by producing IFN-o, even
in response to IFN-o inducers.

Moreover, ovarian tumor-derived supernatants blocked
specifically IFN-a production by TLRL-activated pDC in vitro.
These results suggest that soluble factors present in the tumor
microenvironment are involved in TApDC dysfunction. In this
context, we showed that cytokines such as TGF-$ and TNF-o
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detected in ovarian tumor derived-supernatants, were
involved in this pDC dysfunction. The inhibitory role of
TGF-B is consistent with a previous study showing that
increased intratumoral IFN-c. levels correlates with reduced
TGF-B1 in breast cancer patients (33). Moreover, recent
reports in mice and human showed that this cytokine con-
tributes to peyer patches, splenic stromal, and tumor envir-
onments mediated inhibition of pDC capacity to produce
IFN-o (29, 34, 35).

The deleterious prognostic effect of TApDC in ovarian
cancer could be related to the alteration of IFN-o. production.
This cytokine is indeed active against ovarian cancer in vitro
(36, 37) and in vivo (38, 39). Inhibition of IFN-o. production by
TApDC might confer a selective advantage for ovarian tumors,
as IFN-o. has direct antitumor activities, by inhibiting tumor
cell proliferation and neoangiogenesis, but also by promoting

immunosurveillance through the activation of B cells, NK cells
and macrophages (reviewed in reference 40) and inhibiting
tumor stem cell-like population (41).

In this study, we observed that both TLRL-activated TApDC
and ascite pDC were able to induce CD4™ T cell proliferation
consistently with the acquisition of a fully mature phenotype.
Importantly, T cell proliferation induced by TApDC correlated
with high IL-10 production, confirming the role of TApDC in
inducing immune tolerance in ovarian cancer. Taken together,
the differences observed between TApDC and ascite pDC
suggest that the role of these immune cells are different and
possibly opposite according to the tissue. PDC play a proin-
flammatory role in malignant ascites, whereas they are immu-
nosuppressive in tumors. IFN-0 produced primarily from pDC,
in addition to having direct antitumoral activity (36, 37), pro-
vides an important signal for T helper precursor differentiation
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in favor of a T helper type 1 immune response (42). The
dramatically decreased secretion of IFN-0. by TApDC associated
with IL-10 T-cell response would have serious consequences on
the induction of efficient antitumoral immune response and
explain the deleterious impact of the presence of pDC into
tumors. Therefore, tumors may deregulate immunity by attract-
ing and manipulating pDC behaviour.

Our data also clearly show that malignant ascites could not
serve as a model for tumor microenvironment in the context of
ovarian cancer. Indeed, TApDC and ascite pDC from ovarian
cancer patients have clearly distinct phenotype, functions, and
impact on survival. Our observations are in agreement with the

work published by Zou and colleagues (14, 21) showing that
pDC isolated from malignant ascites are functional in terms of
IFN-o. production. We further provide here novel information
showing that the accumulation of pDC in ascites (up to 10-fold
higher than in tumors) had no impact on patients’ outcome
whereas their presence in tumors was deleterious. Moreover, we
showed that TApDC were strongly inhibited for their innate
response. Thus, functional inhibition of TApDC is strictly
dependent on ovarian tumor microenvironment.

In our study, we found that blood pDC and mDC were
significantly decreased compared with HDs, consistent with
prior studies in breast (13) and pancreatic cancer (18)
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patients. This imbalance in the circulating pDC pool is not just
exclusively a finding in cancers, but is also observed in patients
with autoimmune diseases, such as systemic lupus erythema-
tosus (43) and in chronic HIV infections (44, 45). Importantly,
during primary HIV infection, numbers of blood pDC and
levels of IFN-o. production have been shown to be severely
reduced, leading to speculation that HIV disease progression
may result in part from the failure of pDC to limit viral
replication (45-47). Upon initiation of effective antiretroviral
therapy in HIV-infected individuals, the levels of pDC have
been shown to partially recover (48, 49).

We reported in this work several similarities between
ovarian cancer patients and HIV patients. Indeed, we observed
severe reduction in blood pDC in patients with advanced
stages ovarian cancer, similarly to HIV patients (44, 45, 50), in
comparison with those with early stages, and to HDs. We have
also shown severe alteration of IFN-o. production in TApDC in
comparison with HD blood pDC in response to TLR ligands.
Similarly, to HIV patients undergoing antiretroviral therapy
(48), levels of blood pDC partially recovered in patients under-
going chemotherapy or in CR whereas there was a trend
toward decrease levels in patients with progressive disease.
Taken together, these data suggest that the solid tumors exert
systemic modulatory effects on the immune system, in addi-
tion to their effects in the tumor microenvironment. These
similarities observed between HIV and ovarian cancer
patients suggest similar mechanisms implicated in the dis-
turbance of blood pDC homoeostasis in both diseases.

To our knowledge, this work represents the first systematic
comparison of pDC phenotype and function in blood, ascites,
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Supplementary figures

Figure S1. Identification of pDC and mDC in blood, ascites, and
tumors. A single-cell suspension of freshly resected tumor, malignant
ascites, and blood of patients with OC was prepared. (A) PDC were
identified as CD4+BDCA2+CD123+ cells. Numbers indicate the
frequency of pDC (percentage) among total mononuclear cells of blood,
tumor, and ascite single-cell suspensions. Representative FACS
analysis showed a higher percentage of pDC in ascite compared to
patient blood and tumor. (B) mDC were identified as Lineage-
CD4+CD11c+ cells in the same samples as in (A).

Figure S2. TApDC were inhibited for their production of TNF-a, IL-
6, MIP-1B, and RANTES in response to TLR ligands. FACS-sorted
TApDC and ascite pDC were cultured with inactivated flu virus (100
HAU/mIl) and CpG-A (5 mg/ml) for 24 h. Levels of (A) TNF-q, IL-6, MIP-
18, and RANTES and of (B) IP-10 and IL-8 were determined in culture
supernatants by multiplex quantification. Data are from 6 different OC
patients. Results are compared using Mann-Whitney test. + : extremes;
O : outlier. * :< 0.05.

Figure S3. TUMSN are more efficient than ASCSN to inhibit IFN-a
production by TLR-activated pDC. Supernatants of single-cell
suspensions from ovarian tumors (TUMSN) and ascites (ASCSN) were
collected after 48 h and frozen. Purified blood pDC from healthy donors
were cultured with 20 ng/ml IL-3 in the presence or not of 25% TUMSN
or ASCSN derived from five different OC patients for 16 h before CpG-
A (5 mg/ml) was added for another 24 h. After 40 h, IFN-a production
was measured by ELISA. Data are expressed as mean = SD of 4 to 7
independent experiments.

Figure S4. Ovarian tumor supernatants contain active TGF-8, IL-10,
and TNF-a. Active TGF-B1, IL-10, and TNF-a were measured by ELISA
in ovarian tumor (TUMSN) and ascite supernatants (ASCSN) from 7
different patients. TNF-a levels were significantly higher in TUMSN than
ASCSN. Results are compared using Mann-Whitney test .* :< 0.05.
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Supplementary tables

Table S1. Patient characteristics

Table S2. Univariate and multivariate analysis of prognostic
factors associated with progression-free survival.
PFS=Progression-free survival, NC= Not Computed (no events
occurred in the I-Il subgroup), HR=Hazard Ratio, Cl= Confidence Index.
R Reference item, * = Not computed (no events occurred in the I-lI
subgroup), **= No value



Table S1

Characteristics N Y%
Number of evaluable patients 44

Age, years

Median 67

Range 26-90

Stage

I-11 5 11.4
1I-1V 39 88.6
Grade

1-2 4 13.8
3 25 86.2
Unknown 15

Histological type

Papillary serous 33 75
Endometroid 3 7
Mucinous 1 3
Others 7 16
Estrogen Receptor

Yes 21 70
No 9 30
Unknown 14

Progesterone Receptor

Yes 9 30
No 21 70
Unknown 14

HER-2

Yes 0 0
No 23 100
Unknown 21

Involved nodes

Yes 14 56
No 11 44
Unknown 19

Debulking surgery

Yes 25 57
No 19 45
Residual tumor

Yes 34 78
No 10 22
Progression

Yes 24 55
No 20 45




Table S2

Explanatory I M;gisan UNIVARIATE MULTIVARIATE
variables (months) | HR 95% CI » | HR 95% CI »

Age (years)

<65 17 18.4

>65 27 10.2 2.10 1.89 -4.95 0.09 ]0.72 | 0.17-3.01 0.65
PS

0-1% 29 14.2

>1 12 9.7 1.86 | 0.76 - 4.55 0.17 | 1.57 | 0.32-7.65 0.58
Debulking surgery

Yes® 25 17.9

No 19 7.2 3.18 1.41-7.18 | 0.005 |3.70 | 1.02-13.39 | 0.046
Stage

1R 5 | NC

1I-1v 39 12.4 NC NC NC | NC NC NC
Residual tumor

Absent ® 10 18.4

Present 34 10.8 4.0 1.18-13.53 | 0.03 | 1.73 | 0.33-8.96 | 0.51
Tumor pDC

<0.1% 20 18.4

>0.1 12 9.7 2.99 1.20-7.50 | 0.02 |7.13 | 2.02-25.11 | 0.002
Ascite pDC

<I® 23 10.8

>1 12 13.6 0.94 0.38-2.34 0.89 ok ok ok
Tumor mDC

<0.02* 18 14.1

>0.02 12 17.8 0.64 0.23-1.77 0.39 ok ok ok
Ascite mDC

<0.13% 21 13.6

>0.13 11 ok 0.38 | 0.13-1.16 | 0.09 ok rx ok
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