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A mon grand-pére



Résumeé

Le cancer est la seconde cause de mortalité dans le monde et les cancers de localisation
mugqueuse (poumon, estomac, colorectal, du col de l'utérus, ...) représentent la premiére
cause de mortalité due au cancer dans le monde. La majorité des vaccins contre les cancers
mugueux n’ont a ce jour, pas montré de résultats cliniques significatifs. Au cours de ce travail,
nous avons développé une immunothérapie efficace basée sur la sous-unité B non toxique de
la toxine de Shiga et montré pour la premiére fois dans le domaine de la cancérologie que la
localisation de I'immunisation était cruciale pour induire des réponses immunitaires anti-
tumorales. En effet, dans un modéle préclinique, une immunisation systémique
intramusculaire n’a pas permis d’induire de protection thérapeutique efficace contre le
développement de tumeurs muqueuses de la langue, alors que la voie d’immunisation
intranasale a induit une réponse clinigue complete. Nous avons identifié les lymphocytes T
CD8* comme les cellules nécessaires a cette protection et plus précisément la population de
lymphocytes T résidents mémoires (Trm). Ces Trm présentent le phénotype classique CD103*
mais expriment également I'intégrine CD49a qui joue un réle dans la migration/rétention au
sein des tumeurs mais également dans la survie a long terme des Trm. Par ailleurs nous avons
montré que les cellules dendritiques muqueuses pulmonaires permettaient d’induire ce
phénotype CD49a sur les lymphocytes T CD8* alors que les cellules dendritiques de la rate non.
Notre travail montre que I'aspect quantitatif de ces Trm joue un réle dans la protection anti-
tumorale, en effet nous avons pu pour la premiére fois moduler in vivo le nombre de Trm en
traitant les souris par un anticorps anti-TGF-B. La diminution du nombre des Trm est corrélée
a la diminution de la protection anti-tumorale. Les patients atteints de cancers des voies
aérodigestives supérieures sont majoritairement traités par radiothérapie. Dans I'optique
d’essais cliniques a court terme, nous avons montré que la radiothérapie localisée associée a
notre immunothérapie permet une protection plus efficace que le traitement seul de I'un ou
de I'autre notamment en provoquant un remodelage du microenvironnement tumoral associé
a une normalisation vasculaire. Nos résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans le
développement d'immunothérapies thérapeutiques efficaces contre les cancers muqueux et

pourront mener rapidement a des essais cliniques.
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Liste des abréviations

a-GalCer : a-Galactosylcéramide

BALT : Tissu Lymphoide Associé aux Bronches

CAF : Cancer-Associated Fibroblasts

CCL : Chimiokine (motif Cystéine-Cystéine) Ligand

CCR : Récepteur aux chimiokines

CcDh : Cluster de Différenciation

cDC : Cellule Dendritique conventionnelle

DC : Cellule Dendritique

CALT : Tissu Lymphoide Associé aux tissus Conjonctifs

CEVADS : Carcinomes Epidermoides des Voies
AéroDigestives Supérieures

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

cMmv : CytoMégaloVirus

CPA : Cellule Présentatrice d’Antigene

CpG : Cytosine-phosphate-Guanine

CTL : Lymphocyte T Cytotoxique

CXCL : Chimiokine Cystéine-X-Cystéine Ligand

CXCR : Récepteur aux Chimiokines Cystéine-X-Cystéine

E6 : Early Protein 6

E7 : Early Protein 7

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ELISpot : Enzyme Linked Immunosorbent Spot

Foxp3 : Forkhead box P3

GALT : Tissu Lymphoide Associé aux intestins

Gb3 : Globotriaosylcéramide

GM-CSF : Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor

HEV : High Endothelial Venule

HIF1a : Hypoxia-Inducible Factor 1a

HIV : Human Immunodeficiency Virus

HLA : Human Leucocyte Antigen

HPV : Human Papilloma Virus (+ serotype)

Hsp : Heat shock proteins

IEL : Lymphocyte Intra-Epithélial

IFN-y : Interferony

IgA : Immunoglobuline A

IL : Interleukine

IM : Intra Musculaire

IN : Intra Nasale

IRM : Imagerie par Raisonnance Magnétique

ITG : Intégrine (+ le type)

J : Jour

KLRG : Killer cell Lectin-like Receptor G 1
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LB
LBA
LT

M1
M2
MALT
M-CSF
MCL1
MDSC
MPEC
NALT
NK
NKT
ORL
pDC
PMA
pRb
ROS
SLEC
STxB
TAM
Tem
TCR
Teff
Tem
TemRA

TGF- B
Th

TIL
TLR
TNF- a
Tscm
Treg
Trm
VADS
VALT
VEGF
VLAl

Lymphocyte B

Lavage Broncho-Alvéolaire

Lymphocyte T

Macrophage de type 1

Macrophage de type 2 (+ sous-type)

Tissu Lymphoide Associé aux muqueuses
Macrophage-Colony Stimulating Factor
Myeloid Leukemia Cell differenciation protein 1
Cellules Myéloides Suppressives

Memory Precursor Effector Cells

Tissu Lymphoide Associé aux Nasopharynx
Natural Killer

Natural Killer T
Oto-Rhino-Laryngologique

Cellule Dendritique plasmacytoide
Phorbol-12-Myristate-13-Acetate
Protéine du Rétinoblastome

dérivés Réactifs de I'Oxygeéne

Short Lived Effector Cells

Sous-unité B de la Toxine de Shiga

Tumor Associated Macrophage
Lymphocyte T central mémoire

T Cell Receptor

Lymphocyte T effecteur

Lymphocyte T effecteur mémoire
Lymphocyte T mémoires effecteurs de

différenciation terminale
Transforming Growth Factor Beta
T helper

Tumor Infiltrating Lymphocyte

Toll Like Receptor

Tumor Necrosis Factor- a
Lymphocyte T stem cell memory
Lymphocyte T régulateur
Lymphocyte T résident mémoire
Voies AéroDigestives Supérieures
Tissu Lymphoide Associé aux Vagin
Vascular Endothelial Growth Factor
Very Late Antigen 1
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1. Immunosurveillance et cancer

Le Larousse Médical définit le cancer comme une « maladie qui a pour mécanisme une
prolifération cellulaire anarchique, incontrélée et incessante. »1. Cette prolifération cellulaire
anarchique prend naissance a partir d’une cellule saine qui dégénére pour différentes raisons
d’instabilités génomiques qui s’associe a un risque de malignité (cancer) et a une
augmentation du volume tissulaire constituant ainsi le tissu tumoral. Cette néoformation de
tissus corporels peut concerner tous les types de tissus. On distingue de facon générale les
cancers « solides » (carcinomes, sarcomes) des cancers « liquides » (leucémies, lymphomes),
mais également les cancers muqueux (pulmonaires, urogénitaux, gastro-intestinaux, de la
sphere Oto-Rhino-Laryngologique (ORL), ocesophagiens, ..) des cancers non muqueux
(mélanomes, prostate, hématopoiétiques, cérébraux, ...). En 2012, I'Organisation Mondiale de
la santé a estimé le nombre de déces di au cancer dans le monde a 8,2 millions (soit prés de
13% de la mortalité mondiale) dont 148 000 en France. Les projections montrent que la
mortalité liée aux cancers va continuer a augmenter pour atteindre plus de 13 millions de

déces dans le monde en 2030.

Cette définition du cancer axée exclusivement sur la cellule tumorale est aujourd’hui
complétée par la notion de microenvironnement tumoral correspondant a un stroma
environnant les cellules tumorales et composé de différents types cellulaires. Ce stroma inclut
les cellules du systeme immunitaire, les néovaisseaux, le tissu de soutien (fibroblastes), ainsi
que différentes molécules et fibres permettant une communication entre ces multiples

cellules.

Dans ce contexte, il est maintenant clairement établi que le systeme immunitaire et

les cellules tumorales interagissent de fagon bidirectionnelle.

L'immunité est un systeme complexe que les travaux de recherche parviennent de
mieux en mieux a comprendre et a moduler. Les cellules de I'immunité innée et adaptative
jouent un role dans la protection anti-tumorale mais malgré la diversité des réponses
immunitaires anti-tumorales possibles, les cellules malignes finissent éventuellement par

échapper au contréle de I'immunité.
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Ainsi la capacité des cellules tumorales a échapper au systéme immunitaire constitue

I'une des propriétés importantes permettant de définir un cancer (Figure 1).

En respect du droit d'auteur et de la propriété
intellectuelle, ce contenu a été retiré de la version de
diffusion

Figure 1. Evolution de la compréhension des caractéristiques des tumeurs cancéreuses.
A. Caractérisation initiale des propriétés des tumeurs cancéreuses, adapté de Hanahan D. et
al.2 en 2000. La figure B représente les caractéristiques associées aux tumeurs cancéreuses 11
années plus tard représentatif de I’évolution des connaissances. Adapté de Hanahan D. et al.2

1.1. Systéme immunitaire et effecteurs de la réponse anti-tumorale

Les réponses immunitaires (innées et acquises) permettent une diversité de réponses

contre les pathogenes et vis-a-vis de cellules tumorales.

L'immunosurveillance décrit le processus par lequel les cellules de I'immunité

recherchent et repéerent les pathogénes étrangers ou les cellules cancéreuses. La théorie de
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I'immunosurveillance reconnait un réle prépondérant au systéeme immunitaire dans le
contrble de I'apparition et de la prolifération des cellules tumorales. Cette idée se précise
grace ala théorie des 3E élaborée par Robert Schreiber : élimination, équilibre, échappement.
Ces phases correspondent a la capacité du systeme immunitaire a éradiquer les cellules
tumorales (élimination), a controler la croissance des cellules tumorales sans parvenir a les
éliminer (équilibre) puis a ne plus étre capable de controler la croissance tumorale

(échappement). Ce contréle immunitaire repose sur plusieurs populations cellulaires.

1.1.1. Role des Lymphocytes T CD8"

On distingue classiquement les lymphocytes T CD8* (LT-CD8*) naifs n’ayant pas
rencontré I'antigéne, les LT-CD8* effecteurs (Teff) induits quelques jours aprés la stimulation
antigénique, les LT-CD8* mémoires de type mémoire central (Tcm,) et les LT-CD8* mémaoires
de type mémoire effecteur (Tem). Les LT-CD8* sont capables de reconnaitre, a la surface des
cellules tumorales, des peptides dérivés d’antigenes tumoraux associés a des molécules du
complexe majeur d’histocompatibilités de classe 1 (CMH ) et d’induire une réponse
spécifiques contre ces antigenes afin de provoquer la lyse de ces cellules entrainant ainsi une

régression tumorale®.

1.1.1.1. Génération d’une réponse LT-CD8* mémaoire

Les LT-CD8* naifs expriment le récepteur de chimiokine CCR7 qui reconnait les
chimiokines CCL19 et CCL21 constitutivement exprimées par les ganglions lymphatiques ce
qui permet leur recrutement. Lors d’'une réponse primaire, les cellules dendritiques (DC)
sensibilisées par un antigene migrent dans les ganglions drainants et activent les LT-CD8* naifs
(CD45RA*CCR7*). Cette présentation antigénique associée aux signaux de costimulation
déclenche l'activation des LT-CD8"* ainsi que leur différenciation spécifique qui comprend 3
phases : la phase d’expansion clonale, la phase de contraction des cellules effectrices puis

I’établissement des cellules mémoires.
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Lors de la phase de contraction plus de 90% des cellules T effectrices meurent par
apoptose® mais certaines se différencient en cellules T effectrices mémoires. On distingue
généralement deux sous-populations de Teff ; les MPEC (Memory Precursor Effector Cells)
KLRG-1M|L-7R" (Killer cell Lectin-like Receptor G 1 ; Récepteur a I'interleukine 7) qui peuvent
se différencier en cellules mémoires et les SLEC (Short-Lived Effector Cells) KLRG-1"|L-7Rlow
qui ne se différencient pas en cellules mémoires et qui meurent via 'apoptose.®1° Ces deux
populations n‘ont pas la méme capacité de différenciation mais présentent une capacité
identique de dégranulation et de cytotoxicité in vivo, ainsi que la méme capacité de sécrétion
de cytokines!!. Ces données montrent que les MPEC ont comme les SLEC une forte fonction

effectrice avant de se différencier en Tem.
On distingue deux types de lymphocytes T effecteurs mémoires :

1) les Tem CCR7"CD45RA" présents dans la circulation sanguine et les tissus non
lymphoides. lls possedent des granules cytotoxiques, peuvent proliférer et sécretent

rapidement des cytokines aprés une nouvelle rencontre avec I'antigene.

2) les LT mémoires effecteurs de différenciation terminale (TemRA) de phénotype
CCR7°CD45RA*. Ces cellules ont une forte fonction effectrice immédiate mais une
capacité proliférative limitée. Ces lymphocytes sont surtout présents au sein du
compartiment LT-CD8" et peu au sein des lymphocytes T CD4* (LT-CD4*) et sont
retrouvés surtout chez I'adulte et le sujet dgé. Une partie de leur répertoire est dirigée

contre certains virus comme le Cytomégalovirus.

Les Tcm (CCR7*CD62L*CD45RA’) sont générés a partir des LT naifs'2. Ils sont localisés
dans les ganglions, sont amplifiés rapidement lors d’'une nouvelle rencontre avec I'antigéne et
possedent une forte capacité proliférative et sécrétrice d’interleukine 2 (IL-2) apres activation
par les DC dans les ganglions lymphatiques. Ces cellules constituent une réserve pour la
génération rapide de nouvelles cellules T effectrices en cas de réexposition a I'antigene.
L’expression de CCR7 et CD62L explique leur localisation dans les organes lymphoides
secondaires en raison de I'expression constitutive de leurs ligands. Il a été montré in vitro chez
I'Homme et dans des modeles de transfert adoptif qu’il est possible d’induire un phénotype

Tcm a partir de Tem*>!4, Par contre, ces Tcm ont une faible capacité cytotoxique immédiate.
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Une autre sous-population de LT a récemment été décrite et pourrait constituer un

précurseur des LT mémoires : les Tscm (Stem Cell Memory) de phénotype CD45RA*CD95*IL-

2RB'3. Ces cellules possédent des caractéristiques phénotypiques communes avec les LT naifs

(CD45RA*CD45R0O CCR7*CD27+)'®1” mais sont différentes de par I'expression de CD95 et de

I'IL-2RB qui sont eux, exprimés par les cellules mémoires. Ces cellules ont été décrites chez

I’'Homme et la souris'®, elles présentent un phénotype a mi-chemin entre les LT naifs et les

Tcm?®®. Gattinoni L. a montré qu’elles seraient les précurseurs des Tcm et des Tem en induisant

in vitro a partir de T naifs (via I'lL-7 et I'IL-15) des Tscm et a partir des Tscm, des Tem et des

Tecm®>20, Le phénotype et la localisation de ces différentes sous-populations sont résumés

dans le

tableau 1.

Marqueurs CD8* Naif Tscm MPEC SLEC Teff Tcm Tem
Granzyme B = = = e e = *
Eomes _ + +++ - + ++ ++
Perforin _ _ + +++ +++ _ +++
Marqueurs de KLRG1 - - i o o 3 o
différenciation cD27 + 4 - _ + o .
CD28 ++ +++ +++ + - +++ +
CD62L +++ +++ +++ + - +++ +
Récepteurs |L-15RB ++ +H ++ ++ + +++ ++
cytokiniques IL-7Ra ++ + + ot + _ i+t +
Organes
Organes lymphoides Organes Sang, rate,
Localisation Iympho'|:des Sane Rat.e, Rat.e, second.aires, Iympho'l:des c.|uelques
secondaires, ganglions | ganglions | sang, tissus secondaires, tissus non
sang, lymphe non sang, lymphe | lymphoides
lymphoides

Tableau 1. Phénotypes et localisations des principales populations de lymphocytes T

CcD8".

* Varie selon les tissus. Le Ly6c est un marqueur de différenciation murin.

= Non décrit

Les Tcm, les Tem, les TemRA sont des cellules qui participent a 'immunosurveillance

mais ne sont pas les seuls LT-CD8* capables d’assurer ce role. En effet, dans les tissus

épithéliaux, des LT-CD8" résidents mémoires (Trm) ainsi que des lymphocytes T intra-

19




épithéliaux ont été décrits ; ces cellules ne circulent pas et restent localisées dans les tissus.

Ces populations seront détaillées dans le chapitre 2.2.3..

1.1.1.2. Arguments en faveur d’un role anti-tumoral des LT-CD8*

L’élimination des tissus tumoraux sans détruire les tissus sains requiert les LT-CD8*
précédemment décrits ; ils peuvent étre cytotoxiques vis-a-vis des cellules tumorales par
différents mécanismes (perforine, granzyme, FasL, Interféron y (IFN-y), Tumor Necrosis Factor

(TNF)) :

1) la perforine contenue dans les granules lytiques spécialisés se polymérise pour
former des pores transmembranaires sur les cellules cibles induisant la mort

cellulaire.?122

2) les granzymes sont des protéases qui ont un role dans I'induction de I'apoptose
des cellules cibles. Il est décrit que les granzymes seules ne peuvent pas induire
I'apoptose de cellules, elles se servent des pores créés par la perforine afin de pénétrer
dans les cellules cibles. De plus, elles ne peuvent pas cliver directement I’/ADN mais sont
capables d’activer des enzymes et de déclencher une cascade enzymatique aboutissant

a I'apoptose.

3) le FasL présent a la surface des LT cytotoxiques se lie au Fas présent sur les cellules
cibles, cette interaction induit I'activation des caspases des cellules cibles conduisant a

leur apoptose.

4) I'lFN-y, en plus de ses propriétés antivirales, induit 'augmentation de I'expression
des molécules du CMH | des cellules cibles augmentant ainsi significativement la
possibilité des cellules cibles d’étre reconnues par des effecteurs immunitaires ; I'lFN-y

permet également le recrutement et I'activation des macrophages.

5) la sécrétion de TNF-a ou de TNF-B peut également activer les macrophages en
synergie avec I'IFN-y ; ces cytokines peuvent induire la mort cellulaire a travers leur

interaction avec leur récepteur TNFR-1.
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Le réle anti-tumoral des LT-CD8* est étayé par de nombreuses études chez la souris et
chez 'Homme. De plus, les LT-CD8* sécrétent des cytokines et des chimiokines capables
d’attirer et d’activer d’autres cellules effectrices comme les neutrophiles ou les
macrophages?®. Uinfiltration intratumorale en LT-CD8* est généralement corrélée a une
meilleure survie chez les patients atteints de cancers??’, mais également dans des modéles
murins chez lesquels la présence des LT-CD8"* intratumoraux préexistants permet la protection
anti-tumorale?®. De nombreux protocoles d’immunothérapie adoptive chez I'Homme
(activation et amplification in vitro de LT-CD8"* autologues pour réadministration) ont montré
des réponses cliniques significatives chez des patients atteints de cancers?*=1. l’induction de
LT-CD8* anti-tumoraux est corrélée aussi bien chez 'Homme que chez la souris a une réponse

clinique anti-tumorale3%33,

Par ailleurs, lors de I"'administration chez 'Homme d’anticorps bloquants la liaison
PD-1/PD-L1, la levée de I'anergie des LT-CD8* préexistants au sein des cancers entraine des
réponses cliniques tout a fait remarquables, renforcant ainsi le réle potentiel de ces cellules
dans I'immunité anti-tumorale*. Des travaux récents ont décrit une prolifération de ces LT-

CD8* intratumoraux chez les patients répondant a ce type de traitement.

La littérature et la communauté scientifique s’accordent désormais sur le réle crucial
des LT-CD8* dans la réponse anti-tumorale.

1.1.2. Role des Lymphocytes T CD4*

Les LT-CD4* sont capables de se polariser de différentes facons :

1) les LT-CD4* de type 1 (Th1) qui produisent de I'IFN-y, du TNF-a et de I'IL-2. Ces
cytokines permettent l'induction et la persistance des LT-CD8* spécifiques anti-
tumoraux3®38, La présence de Thl est indispensable a la génération de LT-CD8*
mémoires fonctionnels. L'IL-2 joue un r6le majeur dans l'induction de la mémoire
immunitaire LT-CD4* et LT-CD8* 3%, I'IFN-y est important pour [I'activation des
macrophages et I'augmentation de leur activité antimicrobienne et le TNF-a joue un role
dans l'inflammation. Ces cellules sont capables d’activer les macrophages, les LT-CD8*

cytotoxiques (CTL) et d’induire une réponse immunitaire adaptative.
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2) les LT-CD4* de type 2 (Th2) produisent de I'lL-4, 5, 6, 9, 10, 13 qui induisent une
réponse humorale en favorisant la différenciation des lymphocytes B. Ces sécrétions
cytokiniques stimulent également I'activation et la différenciation des cellules
éosinophiles, mais inhibent certaines fonctions des cellules phagocytaires®.

3) il existe également d’autres sous-populations de LT-CD4* comme les ThO qui
sont plus hétérogénes que les populations Thl et Th2 et sont considérées comme des
précurseurs de ces derniéres. Les LT-CD4* qui produisent de grandes quantités de TGF-3
(Transforming Growth Factor-B) sont appelés Th3 mais leurs différences fonctionnelles
avec les lymphocytes T régulateurs Foxp3* (Treg) ne sont pas encore claires, bien que
leur profil d’induction ne soit pas dépendant des mémes cytokines ; d’autre part ils
auraient une responsabilité dans la balance Th1l et Th2%!. Les LT-CD4* qui produisent de
I'lL-17, de I'lL-6, de I'lIL-1B et de I'lL-23 sont appelés Th17 et possédent des propriétés
pro-inflammatoires. ils sont impliqués dans des processus d’infections, d’auto-immunité
et d’ostéolyse®?. Il existe également des sous-populations de Th9 qui ont un réle dans
les allergies inflammatoires chroniques et qui sécretent de hauts taux d’IL-9, d’IL-10, de
CCL17 et CCL22 et auraient un role dans le contrdle de la croissance tumorale*3#4, Enfin
la sous-population Th22 qui semble étre spécifique de la peau (expression de CCR4 et

CCR10) et seraient impliquées dans la réparation et le remodelage tissulaire*>46,

De facon générale les Thl et Th9 sont associés a un meilleur pronostic que les Th2, les
Th3 et Th22%7%, Certaines cellules CD4* comme les Th17 peuvent étre associées a un

pronostic différent selon les cancers mais leur réle est encore trés controversé*®=>2 (Figure 2).
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En respect du droit d'auteur et de la propriété
intellectuelle, ce contenu a été retiré de la version de
diffusion

Figure 2. Activité pro ou anti-tumorale des différentes populations CD4. Tiré de la revue de

Protti MP. et al.*®

1.1.3. Role des Natural Killer

Le role des cellules Natural Killer (NK) dans I'immunosurveillance est avéré vis-a-vis des
cellules tumorales qui n’expriment plus les molécules du CMH | ; ces cellules tumorales CMH |
négatives échappent aux LT-CD8* cytotoxiques qui ne peuvent avoir une activité cytotoxique
gu’apres reconnaissance du CMH I. Les NK représentent une population de cellules
lymphoides capable de lyser les cellules CMH | négatives. Comme les autres populations
lymphoides, les NK sont des cellules tolérantes vis-a-vis des antigénes du soi*3. En plus de leur
activité anti-tumorale, les NK sont également capables de sécréter de I'lFN-y aprés priming

par les DC*%.
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1.2. Détournement du systéme immunitaire par les cellules tumorales

1.2.1. Role des lymphocytes T régulateurs

La population Treg est une population de LT-CD4* exprimant le CD25 et le facteur de
transcription Foxp3. lls participent a l'inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale en
inhibant par exemple la prolifération d’autres cellules de 'immunité comme les LT-CD4" et les
LT-CD8* >>=>/, Dans la majorité des cancers, les Treg infiltrants sont associés a un mauvais
pronostic®®. Néanmoins, ces cellules pourraient aussi inhiber la réponse inflammatoire pro-

tumorale expliquant parfois leur réle bénéfique>°-5?

. Une étude ex vivo montre que les
propriétés inflammatoires Th17 sont inhibées par un fort infiltrat en Treg ce qui pourrait étre

en lien avec le role pronostic corrélé a I'infiltrat en Treg®2.

1.2.2. Role des cellules myéloides suppressives

Les cellules myéloides suppressives (MDSC) correspondent a une population
hétérogene de cellules immatures qui peuvent se différencier en macrophages, en DC ou en
granulocytes. Elles sont capables de réguler négativement les réponses lymphocytaires T et
NK grace a la sécrétion de TGF-f3, d’IL-6, d’IL-10, I'expression d’arginase ou de dérivés réactifs
de 'oxygéne (ROS)®3%4, Dans les tissus sains, les MDSC se différencient aprés avoir migré mais
dans le contexte tumoral le microenvironnement empéche cette différenciation tout en
augmentant leur prolifération et leur activation via la sécrétion de facteurs solubles tels que
le GM-CSF (pour Granulocyte Macrophage — Colony Stimulating Factor)®>, le G-CSF®® et le
VEGF®’ (Vascular Endothelial Growth Factor). Différents facteurs (Hsp72, hypoxie) sont
capables de réguler les fonctions suppressives des MDSC®°, Ces derniers peuvent également,
dans ce contexte tumoral, se différencier en macrophages M2 (voir chapitre suivant). De plus,
lors de traitements par chimiothérapie, ils participent a la polarisation de la réponse
immunitaire. Ainsi, 'activation de I'inflammasome par les MDSC induit la production d’IL-1

qui favorise la production d’IL-17 par les LT-CD4* 7°,
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1.2.3. Role des macrophages

Les macrophages dans le contexte tumoral sont dénommés TAM pour Tumor-
Associated Macrophages. Les TAM représentent une population hétérogene qui differe en
fonction de l'environnement tumoral dans lequel elle se trouve et qui présente deux

polarisations majeures :

1)  dans un environnement normoxique, les macrophages sont classiquement
activés et sont appelés macrophages M1 ; ils expriment fortement des molécules du
CMH Il et expriment les marqueurs CD62L*, CCR2" et CX3CR1"°" chez la souris et chez
'Homme. lls possédent des clusters de différenciation spécifiques chez I'Homme
(CD14", CD16°, CD64*) et chez la souris (Ly6C", CD43'°%, CD11b*, CD115%, CD11c). lls ont
des capacités effectrices anti-tumorales et sont pro-inflammatoires via la production de
TNF-a et de chimiokines CXCL9 et CXCL10 capables d’attirer les cellules associées aux
réponses Thil.

2) dans un environnement hypoxique, les macrophages se différencient en
macrophages M2. lls dérivent de monocytes et peuvent étre générés par I'lL-4, I'IL-137%,
I'IL-3472 ou le M-CSF’3 ; ils expriment faiblement les molécules du CMH Il et ont un
phénotype CCR2"°" et CX3CR1M chez la souris et chez 'Homme. lls possédent des
clusters de différenciation spécifiques chez ’'Homme (CD14'°%, CD16", CD64") et chez la
souris (Ly6C'®¥, CD43M, CD11b*, CD115*, CD62L, CD11c*). lls ont des propriétés pro-
angiogéniques, sont anti-inflammatoires et sont impliqués dans la réparation tissulaire
et I'immunosuppression en sécrétant de I'IL-10, I'lL-1RA ainsi que des chimiokines
CCL17, CCL22 et CCL24 associées au recrutement de Treg’#’>. D’autre part cette
population de macrophage peut encore étre subdivisée en plusieurs sous-populations
M2a, M2b, M2c et M2d en fonction de leurs profils d’expression génétique et de leurs

caractéristiques plus spécifiques’®”’.
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1.2.4. Role des cytokines et autres facteurs solubles

Parmi les molécules immunosuppressives, on retrouve certaines cytokines comme
I'lL-10, le TGF-B ou encore le VEGF qui peuvent étre directement sécrétées par le

microenvironnement tumoral’s.

L’'IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire majoritairement produite par les Treg et
les macrophages, capable d’induire une inhibition de la production de cytokines pro-
inflammatoires (IL-12, IL-18, TNF-a) par les DC, les macrophages et les LT, ainsi qu’une
diminution de la présentation antigénique par les DC et une diminution de la prolifération des
LT. L'effet de la diminution de la présentation antigénique par les DC provoque indirectement
une baisse des réponses Th1l, Th2 et Th17. La diminution de sécrétion d’IL-12 et d’IL-18
provoque quant a elle une diminution de la réponse Th1l et de la production d’IFN-y par les

cellules T et par les cellules NK7°:80,

Le VEGF est un médiateur crucial du développement tumoral par son effet pro-
angiogénique et sa capacité immunosuppressive. En effet, il est capable d’inhiber
complétement la capacité des DC & activer les LT en se liant au VEGFR-1%! et de diminuer la
sécrétion d’IL-2 par les cellules T indirectement via I'activation du VEGFR-1 sur les DC®2. Par
ailleurs, l'inhibition du VEGF fait I'objet de nombreuses recherches et d’essais cliniques en
raison de la capacité de cette molécule a favoriser I'angiogenéese et a induire différents
mécanismes d'immunosuppression. Différentes équipes et notre groupe avons montré que le
VEGF-A est pro-angiogénique, inhibe la maturation des DC, provoque |'accumulation de MDSC
et induit des Treg®-%5. Différents travaux ont observé que des traitements anti-angiogéniques
diminuaient les concentrations de Treg et de MDSC dans le sang de patients atteints de
cancers®—0, D’autre part, le VEGF est capable de provoquer I'induction de I'expression de
molécules d’épuisement sur les LT-CD8* intratumoraux comme PD-1, Tim-3, CTLA-4 et Lag-3,

qui constituent un mécanisme majeur d’échappement tumoral®®.

Le TGF-B, également produit par les Treg, posséde un réle plus controversé qui semble
dépendre des cytokines du milieu dans lequel il se trouve ; en effet le TGF-B avec I'lL-6 induit
une réponse inflammatoire et peut déclencher une polarisation Th17, a 'opposé le TGF-p avec

de I'IL-10 active les Treg et stimule I'immunosuppression®?. Il semblerait que le TGF-B
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contribue a I'immunité anti-tumorale a un stade précoce et a 'immunosuppression dés lors

que les cellules échappent au contrdle de 'immunité®3°4,

1.3. Autres mécanismes d’échappement de la cellule tumorale au

systéme immunitaire

L’échappement tumoral a cette immunosurveillance peut étre expliqué par de

nombreux mécanismes comme :

1) la modulation de la cible antigénique : perte partielle ou compléte des
molécules du CMH ou baisse d’expression des antigénes reconnus par le systéeme
immunitaire (immunosélection).

2) le développement de mécanismes d’inhibition des lymphocytes cytotoxiques
via I'expression du ligand FasL par les cellules tumorales, qui déclenche en se liant au
récepteur de mort Fas présent sur les CTL, I'apoptose des CTL®".

3) I’échappement a I'apoptose, qui est I'une des caractéristiques majeures des
cellules tumorales, via I'augmentation d’expression des molécules anti-apoptotiques

comme Bcl-2, Bcl-X ou MCL-1%.

1.4. Role pronostique des cellules immunitaires du

microenvironnement tumoral

De nombreuses cellules immunitaires sont retrouvées au sein des tumeurs dont
majoritairement les LT-CD8*, les LT-CD4*, les NK, les macrophages et les DC. Le travail de
Galon J. et ses collegues ont montré I'importance de prendre en compte les données
immunologiques telles que le type, la densité et la localisation des cellules immunitaires pour
prédire la réponse clinique chez des patients atteints de cancers colorectaux®’. Le groupe de
Lacopetta lui, a montré que les cellules Treg infiltrant les cancers colorectaux, contrairement
a d’autres types de cancers, étaient de bon pronostic a un stade précoce®. Notre groupe, via
le travail de Cécile Badoual, a également montré dans les cancers de la sphére ORL une

association entre l'infiltration par les Treg CD4*Foxp3* et un meilleur contréle locorégional de
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la croissance tumorale ainsi qu’une meilleure survie des patients par rapport aux tumeurs non
infiltrées®. La localisation de ces cellules au sein des tissus tumoraux semble étre un facteur
pronostique chez 'Homme méme si trés peu de groupes ont étudié le réle de la localisation
de l'infiltrat immunitaire et son impact sur le pronostic clinique!®. Une méta-analyse montre
que dans 30% des études les Treg étaient associés a un bon pronostic clinique!®l. De trés
récentes études démontrent que lorsque le ratio Treg/LT-CD8* augmente en périphérie de
tumeurs du sein, la survie sans récidive a 5 ans de ces patients diminue ; cette infiltration était

également corrélée a des parameétres clinicopathologiques défavorables®?,

Par ailleurs, I'infiltration tumorale par les cellules NK a été associée a un bon pronostic
dans les cancers du poumon, les cancers de I'estomac et du colon?®-1%> méme quand cette

infiltration est retrouvée en périphérie des tumeurs0®,

1.5. Autres éléments du microenvironnement tumoral

Les tissus tumoraux correspondent a un ensemble de cellules qui proliferent de facon
anormale dans un tissu sain jusqu’a former une masse appelée tumeur. Cette masse possede
son propre microenvironnement appelé stroma tumoral. Il est désormais clairement établi
que les cellules immunitaires, les cellules tumorales et les cellules du stroma communiquent
entre elles, de facon directe (récepteur/ligands) ou de facon indirecte (molécules sécrétées
dans le milieu extracellulaire). Les cellules tumorales contrélent ainsi potentiellement les
cellules adjacentes les obligeant a répondre a leurs besoins nutritifs et a favoriser leur
prolifération. Parmi ces cellules, les fibroblastes associés aux cancers ou CAF (cancer-
associated fibroblasts) sont activés par la sécrétion de chimiokines, de protéases ou de TGF-

et favorisent la croissance tumoralel?”.

D’autre part, les tissus tumoraux ont besoin d’un apport permanent en nutriments
mais la croissance tumorale provoque un état d’hypoxie de la tumeur qui a souvent plusieurs
conséquences comme la résistance a la cytotoxicité d’effecteurs immunologiques anti-
tumoraux ou a la chimiothérapie ainsi que 'augmentation de la capacité invasive des cellules
tumorales et donc I'apparition de métastases ; par ailleurs, il existe un lien entre I’hypoxie et
le développement de mécanismes d’immunosuppression rendant le microenvironnement

tumoral moins permissif aux effecteurs anti-tumoraux3’1%, Ces différents éléments
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expliquent la corrélation retrouvée entre I’hypoxie et le caractére agressif des tumeurs®,
Comme les tissus tumoraux ont tout de méme besoin d’un apport en nutriments, I’hypoxie
déclenche également un phénomeéne de néoangiogenese ; il existe d’autres caractéristiques
induites par I’lhypoxie comme la sécrétion de facteurs de croissances, le remodelage tissulaire
ou l'apoptose qui contribueraient a la pression sélective des cellules cancéreuses conduisant
ainsi au phénotype agressif associé a [I’hypoxie'®'1l |’angiogenése tumorale est
majoritairement déclenchée par I’hypoxie qui induit HIF1a lui-méme régulant positivement de
nombreux facteurs pro-angiogéniques, comme le VEGF, qui agissent sur les cellules
endothéliales et provoquent I'amplification du réseau de vaisseaux sanguins intra- et
péri-tumoraux. De nombreuses thérapies sont basées sur ce concept d’angiogenese ;
notamment, les molécules anti-angiogéniques qui permettent de limiter la néoangiogenése
et par conséquent de diminuer I'apport en nutriments nécessaires aux cellules tumorales pour

leur développement et leur croissance.

1.6. Approches dimmunothérapies actuelles documentant le concept

d’immunosurveillance

Les lymphocytes T dans le microenvironnement tumoral expriment des molécules de
costimulation inhibitrices (CTLA-4, PD-1, Lag-3...) qui aprés interaction avec leurs ligands
(PD-L1, Galectine 9 ; CMH de classe Il) entrainent un signal d’inhibition aux LT via I’activation
de phosphatases intracellulaires (SHP1, SHP2..)!'2. Les lymphocytes qui expriment ces
molécules de costimulation inhibitrices sont dits « épuisés » (exhausted) et ne répondent pas
a des signaux d’activation. Il est intéressant de noter que ces molécules de costimulation
inhibitrices sont augmentées lors d’une activation lymphocytaire T chronique secondaire a
une persistance de I’antigéne comme observé dans les infections chroniques et les cancers3*.
Différents travaux ont montré que dans les cancers |'expression de ces molécules sur les LT
témoigne d’une activation de ces cellules, parfois associée a un bon pronostict!3-11>,
Néanmoins dans d’autres tumeurs ces marqueurs sont associés a une survie diminuée!16-118,
L'influence respective de I'activation cellulaire, de I'exhaustion et de la spécificité de ces LT
exprimant ces molécules de costimulation inhibitrices peuvent expliquer ces résultats

contradictoires. Le groupe de Rosenberg a montré que les LT exprimant ces molécules de
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costimulation inhibitrices sont enrichis en LT spécifiques d’antigénes associés aux tumeurs!®,
Sur le plan clinique, des résultats spectaculaires ont été observés apres blocage de
I'interaction de certaines de ces molécules de costimulation inhibitrices avec leurs ligands
permettant une levée de l'inhibition des LT infiltrant les tumeurs. Ainsi, des anticorps anti-
CTLA-4 (ipilimumab/Yervoy) associés ou non a la chimiothérapie augmentent la survie des
patients atteints de mélanomes métastatiques?%'21, Des anticorps anti-PD-1 (nivolumab,
pembrolizumab) sont plus efficaces que la chimiothérapie de référence chez des patients
atteints de mélanomes métastatiques et permettent d’obtenir des taux de réponses cliniques
entre 25 et 40% avec des durées de réponses dépassant le plus souvent un an??? . Plus
récemment, le nivolumab et le prembrolizumab ont démontré une meilleure efficacité que la
chimiothérapie chez des patients atteints de cancers du poumon non a petites cellules a des
stades avancés?31?4 Tous ces médicaments sont aujourd’hui commercialisés aux Etats Unis
et en cours d’enregistrement en Europe avec des autorisations temporaires d’utilisation déja
disponibles en France. Ces traitements sont en cours d’évaluation dans d’autres cancers avec
des résultats cliniques prometteurs (maladie de Hodgkin réfractaire, cancer de la vessie,
cancer du rein, cancer du sein triple négatif, cancer des voies aérodigestives supérieures
(VADS)...)'?>. Ces traitements valident le concept d’immunosurveillance car leur efficacité
repose sur |'existence d’une réponse LT-CD8" naturelle bloquée fonctionnellement par ces
molécules de costimulation inhibitrices. Il a d’ailleurs été montré que la présence de LT-CD8*
avant traitement constituait un marqueur prédictif de réponse a ces traitements3>126, De
facon intéressante, les patients présentant un taux de mutations important dans leur tumeurs
sont également plus susceptibles de répondre a ces traitements'?”:128, |’hypothése expliquant
cette observation reposerait sur la plus grande facilité des LT de répondre a un antigene muté
pour lesquels les processus de délétion thymique et de tolérance périphérique aux antigenes
du soi ne sont pas opérants. Il a d’ailleurs été détecté des LT-CD8* dirigés contre ces

néoépitopes chez des patients répondant a ces traitements.
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2. Structure et composition du systéme immunitaire muqueux

2.1. Organisation du systéeme immunitaire muqueux

Le systéme immunitaire peut-étre décomposé en deux grands compartiments : le
systeme immunitaire systémique (associé a la circulation sanguine) et le systeme immunitaire
mugqueux (associé aux muqueuses). Ces deux systemes peuvent agir indépendamment I'un de
I'autre. Les muqueuses sont des surfaces capables d’avoir des contacts et des échanges avec
le milieu extérieur. Ces zones particulieres possedent des avantages indispensables a la vie
(échanges gazeux, digestion et absorption de nutriments, reproduction sexuelle) mais des
risques y sont associés car elles représentent un point d’entrée pour une grande quantité et
variété d’agents infectieux. Le systeme immunitaire muqueux joue un role indispensable de
défense vis-a-vis de ces pathogenes en apportant une réponse rapide et efficace. Ce
compartiment immunitaire muqueux est composé du MALT pour Mucosa-Associated
Lymphoid Tissue qui correspond a des tissus organisés olU les réponses immunitaires
spécifiques sont induites et initiées (site inducteur). Il est également composé de la lamina
propria qui est le tissu conjonctif (fibres élastiques et conjonctives, cellules conjonctives) ou a
lieu la réponse effectrice T et la production des anticorps IgA (Immunoglobuline A) (site
effecteur). Le MALT est une structure complexe qui correspond a la plus grande surface de
tissus lymphoides corporels ; il est constitué principalement par les muqueuses intestinales
appelées Gut-Associated Lymphoid Tissue (GALT) ou plaques de Peyer, les muqueuses
pulmonaires appelées Bronchus-Associated Lymphoid Tissue (BALT), les muqueuses nasales
appelées Nasal-Associated Lymphoid Tissue (NALT), les muqgueuses conjonctives appelées
Cunjunctiva-Associated Lymphoid Tissue (CALT) et par les muqueuses vaginales appelées

Vaginal-Associated Lymphoid Tissue (VALT) (Figure 3).

En respect du droit d'auteur et de la propriété
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Figure 3. Représentation du systéme du
MALT chez ’'Homme.

CALT pour les muqgueuses conjonctives appelées Cunjunctiva-Associated Lymphoid Tissue ;
NALT pour les muqueuses nasales appelées Nasal-Associated Lymphoid Tissue ; BALT pour les
mugqueuses pulmonaires appelées Bronchus-Associated Lymphoid Tissue ; GALT pour les
mugqueuses intestinales appelées Gut-Associated Lymphoid Tissue ou plaques de Peyer ; VALT
pour les muqueuses vaginales appelées Vaginal-Associated Lymphoid Tissue. Adapté de la
revue 1 en Annexe Nizard et al.!?°

Ces structures définies sont globalement conservées entre les espéces malgré
guelques variations anatomiques et quelques variations liées a I'dge ; par exemple chez
'Homme le NALT n’a pas été anatomiquement défini, mais la présence d’une structure
lymphoide a été identifiée et semble correspondre fonctionnellement au NALT3, Le BALT,
lui, semble absent chez les chiens et les chats!3%32 mais également chez 'Homme a I'4ge

adulte alors qu’il est retrouvé dans certains cas chez les enfants!33,

S’il est vrai que le MALT comprend des tissus lymphoides anatomiquement séparés, il
a été montré que ces tissus lymphoides sont fonctionnellement reliés. Ce « systéme
connecté » est communément appelé « common mucosal immune system »*39 (Figure 4). Par
exemple, des travaux montrent que la vaccination intranasale permet d’obtenir des réponses
immunitaires au niveau de la muqueuse vaginale, en conférant une protection humorale et/ou

cellulaire'34135, La voie d’immunisation sublinguale peut également induire ces réponses!3.
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Figure 4. Représentation de la relation entre les différents types de muqueuses et les
ganglions lymphatiques. Les surfaces muqueuses sont réparties en deux grands groupes de
facon simplifiée, les muqueuses de type | qui représentent les surfaces recouvertes d’un
épithélium glandulaire et les muqueuses de type Il qui correspondent aux surfaces
recouvertes d’un épithélium malpighien. Adapté de I'article d’lwasaki A. et al.*3”

Plus précisément, les sites inducteurs tels que les plaques de Peyer, qui sont situées au
niveau de l'intestin gréle, sont structurés autour d’un follicule lymphoide regroupant des
lymphocytes B (LB) et des DC folliculaires, d’une région interfolliculaire qui est globalement
constituée d’un grand nombre de LT-CD4*, de LT-CD8*, de cellules présentatrices d’antigénes
(CPA) et d’une région en dome sous-épithélial qui lui est constitué de LB, de LT et de CPA
(Figure 5.). Les cellules épithéliales spécialisées ou cellules M pour « microfold cells » font le
lien entre la lumiére intestinale et le MALT grace a un transport transépithélial d’antigénes
exogeénes qui permet une réponse immunitaire adaptée a I'antigéne rencontré38, Ces cellules
sont plus spécialisées que les cellules épithéliales classiques de par la taille réduite de leurs
microvillosités, ce qui leur permet d’interagir plus aisément avec les pathogenes. L'anneau de
Waldeyer (qui représente I'ensemble des formations lymphoides situées sur le pourtour du
pharynx) possede la méme fonction que les plaques de Peyer, au niveau de I'oropharynx, et

permet ce réle de censeur de I'immunité des voies respiratoires et digestives hautes.

Ce systéme immunitaire muqueux joue un rOle majeur dans I'équilibre entre
I'induction d’une tolérance et une réponse immunitaire. En effet, 'homéostasie doit
également étre maintenue vis-a-vis des stimuli antigéniques non pathogéniques tels que les
aliments, ou le microbiote commensal. Par conséquent les réponses immunitaires innées ou
adaptatives localisées au niveau des muqueuses sont extrémement régulées afin d’éviter les

réponses auto-immunes.
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Figure 5. Représentation d’une plaque de Peyer. Cette structure lymphoide permet Ila
réponse immunitaire muqueuse grace aux CPA qui, une fois I'antigene capté, vont migrer dans
les ganglions drainants et déclencher la réponse immunitaire. Adapté de la revue 1 en annexe
Nizard et al.*?°

2.2. Effecteurs et populations de cellules immunitaires muqueuses

2.2.1. Les IgA

Les IgA sont des anticorps d’isotype particulier A qui sont principalement produits par
les lymphocytes B au niveau des muqueuses. Il existe deux isotypes d’IgA, les IgAl qui sont
majoritaires dans le sérum (ils représentent environ 80% des IgA) et les IgA2 qui prédominent
dans le compartiment muqueux par rapport aux IgAl. Il existe également des formes

dimériques ou polymériques appelées sIgA (IgA sécrétoires) retrouvées majoritairement dans
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les sécrétions muqueuses. Ces sIgA constituent des polymeéres d’IgA comprenant 2 a 4 IgA
monomériques reliées par une chaine J polypeptidique. Ils contiennent également une piéce
sécrétoire polypeptidique produite par les cellules épithéliales correspondant a la forme
soluble du récepteur pour les Ig polymérisées (plgR) et qui permet la prise en charge des IgA
polymériques et leur transmigration au niveau des muqueuses. Les IgA muqueuses
constituent la premiére ligne de défense immunologique contre les pathogénes de
I’environnement. Ces IgA muqueuses sont des slgA produites par les LB activés situés au
niveau des centres germinatifs ou des ganglions drainants. Ces LB peuvent sécréter des IgA
apres stimulation par le TGF-B, I'lL-4, I'IL-6, I'lL-10 et I'acide rétinoique produits par les DC, les

139142 Les IgA sont les

lymphocytes, les cellules épithéliales et stromales des muqueuses
anticorps les plus produits du corps humain et représentent plus de 15% de la production
totale des anticorps (a titre d’exemple, 3 a 5 grammes d’IgA sont produites dans la lumiére
intestinale chaque jour). Les slgA sont résistants au pH acide et aux protéases, elles jouent un
role dans I’homéostasie du microbiote intestinal, ne sont pas capables de fixer des molécules
du complément et ont pour fonction majeure la neutralisation des pathogenes en empéchant

leur adhésion aux tissus épithéliaux. Enfin, ne provoquant pas de réponse inflammatoire elles

permettent de limiter I'inflammation des tissus muqueux.

2.2.2. Cellules dendritiques

Les DC ont un r6le majeur dans la protection de I'organisme contre les agents
infectieux et dans le déclenchement de la réponse immunitaire innée et adaptative. Il en existe

plusieurs populations ayant des activités différentes :

1) des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) (CD11b'B220* chez la souris et
BDCA2*CD123*CD11c'°¥ chez 'Homme) qui sécrétent de I'interféron de type 1 et qui
permet une protection anti-virale innée!*3, Ces pDC sont capables d’augmenter

I’expression des molécules du CMH ainsi que des molécules de costimulation des

| T144,145

2) des DC migratoires comme les cellules de Langerhans situées dans I'épiderme ou

les DC interstitielles situées dans les tissus conjonctifs (sauf la cornée et le cerveau).
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3) des DC conventionnelles (cDC) (CD11b*CD11c*) autrefois appelées DC myéloides

qui sont localisées dans les organes lymphoides.

Au niveau des sites inducteurs de la réponse immunitaire muqueuse, au contact des
cellules M, les DC sont capables d’internaliser et d’appréter les antigénes, elles peuvent alors
migrer vers les ganglions drainants et induire une réponse adaptée contre l'antigene
internalisé (Figure 5). Ces cellules ont été décrites comme ayant un phénotype CD11b*CD8
pour les cellules tolérogéniques et CD11b CD8* pour les cellules non tolérogéniques capables
de produire de I'lL-12 afin d’induire une réponse LT-CD8" et la sécrétion d’IFN-y. Une
population de cDC muqueuses CD11b*CD103* (CD103 = intégrine agP7) a été décrite et est
capable de migrer de la lamina propria aux ganglions drainants grace au récepteur
chimiokinique 7 (CCR7)¢. Elles permettent la présentation des antigénes aux LT-CD4* et aux
LT-CD8* ainsi que I'expression de molécules de migration tissulaire par ces cellules!¥’. Cette
population de cDC CD103* est capable de présenter via le CMH | des antigénes exogenes
(présentation croisée) ou endogenes permettant une réponse immunitaire LT-CD8*
cytotoxiquel?®, tandis que les pDC semblent présenter cette propriété chez I’Homme mais pas

145151 parmi les DC présentes dans les poumons, on retrouve les cDC CD103*,

chez la souris
lescDCCD11b* et les pDC; les cDC CD103* sont capables de migrer de I'épithélium pulmonaire
jusqu’aux ganglions médiastinaux pour activer la réponse LT-CD8*. Les DC ont également un
réle dans I'induction, le maintien et la prolifération des Treg'®?; en effet, un travail trés récent
de Bakdash G. et ses collegues montre que les DC CD103* activées par I'acide rétinoique
provoquent l'induction de Treg a4B7*CCR7* capables de migrer dans la muqueuse
intestinale®3. Dans d’autres sites inducteurs certaines DC sont capables, grace a des dendrites
qui peuvent s’étendre entre les jonctions épithéliales et atteindre la lumiere, d’internaliser

des antigénes directement sans passer par des cellules épithéliales spécialisées comme les

cellules M ; c’est le cas des cDC CD103*.

L’homologue des cDC CD103* murines chez I’'Homme a été récemment identifié grace
au marqueur CD141 et aurait la plus forte capacité de présentation croisée des DC présentes

chez 'Homme®**155 méme si cette observation reste controversée!>®,

2.2.3. LT-CD8" intra-épithéliaux et Trm
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Au niveau de I'épithélium muqueux il existe des populations lymphocytaires CD8*
intra-épithéliales (IEL) qui expriment un récepteur cellulaire T (TCR) de type af* ou y67, associé
a une forme homodimérique de la molécule CD8 de type aa® (CD8ac"). Dans le sang
périphérique, la molécule CD8 est hétérodimérique : CD8af 37158, A la différence des LT-CD8*
périphériques, une grande proportion des IEL ont un TCR de type y&*. Ces IEL expriment a leur
surface des molécules de migration telle que I'intégrine CD103%°%60, | e CD8aax a été identifié
comme étant un marqueur de LT-TCRaB* mémoire chez la sourist®¥162, Chez ’'Homme, les
LT-CD8* effecteurs mémoires intestinaux avec un TCRaB* expriment également le marqueur
CD8aa* 61, Walker et ses collégues ont récemment démontré la présence de LT-CD8aa*
simples positifs dans les sangs de cordon chez 'Homme qui seraient exclusivement dérivés
des cellules thymiques CD161**CD8* 83, Ces cellules T simples positives CD8aa* ont une
capacité de reconnaissance antigénique cent fois inférieure a celle des cellules T CD8 o+ 164165,
Chezla souris I'apparition du CD8aa* sur des cellules mémoires CD8af* est considérée comme
un mécanisme permettant d’éviter leur mort post-activation ou leur exhaustion tout comme
chez ’THomme!6216 Ces lymphocytes mémoires ou activés ont une capacité cytotoxique et
expriment I'intégrine CD103 nécessaire au ciblage épithélial'®’. Des travaux ont montré que
les cellules précurseurs des IEL CD8af*CD8aa* sont CD103 négatives et nécessiteraient une
stimulation par I'lL-15 pour exprimer le CD8aa et le CD691%8, L'IL-15 agirait également sur le

facteur de transcription T-Bet nécessaire au développement des IEL69170,

Malgré la ressemblance phénotypique avec les Trm, les IEL se différencient a partir de

173 ce qui les

précurseurs thymiques!’172 et ont été retrouvés chez des enfants prématurés
distinguent des Trm qui ne se différencient pas a partir de précurseurs thymiques et n’ont

jamais été montrés chez des nouveaux nés (voir chapitre suivant).
2.2.3.1. Origine des Trm

Les Trm contrairement aux IEL et aux Tcm seraient dérivés des Teff. En effet, plusieurs
études rapportent la différenciation des Trm a partir de Teff, directement dans les tissus. Ainsi
les Teff sont activés et amplifiés dans les ganglions puis migrent dans les tissus périphériques
ou ils regoivent des signaux (TGF-B, IL-15, IL-33, TNF-a) provenant du microenvironnement

tissulaire qui provoquent leur différenciation en Trm'’4 (Figure 6). Cependant ces résultats
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restent controversés, en effet Mackay LK. et ses collégues ont démontré que les Trm de la

peau pouvaient provenir de cellules Tcm KLRG™ 17>,
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Figure 6. Origine et différenciation des cellules T résidentes mémoires. Les LT naifs sont
activés dans les ganglions, proliferent et se différencient en lymphocytes effecteurs. Les
effecteurs migrent et entrent dans les tissus cibles, puis recoivent des signaux cytokiniques

qui provoquent leur différenciation en Trm. Adapté du SnapShot de Beura LK. et Masopust
D.176

2.2.3.2. Localisation des Trm

Les Trm ont été décrits dans plusieurs localisations muqueuses comme les poumons,
les glandes salivaires, I'épithélium intestinal ou la muqueuse vaginale, mais également dans

des localisations non muqueuses comme la rate, le cerveau et la peaul’’-181,
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2.2.3.3. Phénotype des Trm

Le phénotype de cette population est de plus en plus consensuel et comprend
I'intégrine CD103 et le marqueur CD69 principalement. Plusieurs études rapportent la
présence de l'intégrine CD49a sur cette population dans le cerveaul®%17>182-184 | o5 | T-CD8*
mémoires nécessitent tous la présence de I'eomesidermine qui induit I'expression du
récepteur a I'lIL-218 ; sur les Trm, I'expression d’eomesidermine est toutefois inferieure aux
autres populations de LT-mémoires'®*. Les Trm expriment le granzyme B ce qui leur confére

une capacité cytolytique immédiate'®® (Tableau 2).

Il est trés intéressant de noter que les Trm peuvent se dédifférencier en Tem ou Tcm
comme I'a décrit le groupe de Masopust en retirant les Trm de leur compartiment anatomique

dans des expériences chez la souris'®.

D’autre part, il faut prendre en compte qu’il existe une population de Trm CD4* qui
joue un role important dans la réponse antivirale. Ces cellules sont résidentes au méme titre
qgue les Trm CD8* et sont capables de déclencher une réponse rapide a un second challenge
viral ; de plus, elles sont capables de sécréter de I'IFN-y et ont été décrites dans les muqueuses

génitales et dans la peau®® 18,

Marqueurs CD8" Naif Tscm MPEC SLEC Teff Tcm Tem Trm
Granzyme B = _ _ +++ +++ _ + ++ %
e _ + +++ _ + ++ ++ +
Marqueursde | . . _ _ + +H+ +H+ _ +++ +
différenciation
KLRG1 _ _ + +++ +++ _ +++ _
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L-selectine el - ++ - -

CCR7 ++ + +++ - - arar i -

CD44 _ +++ + + +++ +++ +++ ++

Xk %k ++

Migration / Gali B B B B
Rétention cD103 o _ _ _ %

CD49a = - _ _ i*

S1P1 ++ ++ ++ ++ _

KLF2 ++ ++ ++ ++ _

IL-15RB ++ +++ ++ ++ + +++ ++ +

Récepteurs =
cytokiniques IL-7Ra ++ + 4+ + _ +++ + ++

(o]
Organes rgan:es Organes
.. lymphoides .. Sang, rate,
BRI LCIEEE Rate Rate secondaires W CILEE uelques Barrieres
Localisation | secondaires,| Sang . g . ’ | secondaires, q 9 .
san ganglions | ganglions | sang, tissus san tissus non | anatomiques
& non & lymphoides
lymphe Tl lymphe

Tableau 2. Phénotype et localisation des lymphocytes T CD8* résidents mémoires par
rapport aux autres populations lymphocytaires CD8*. * Varie selon les tissus. Légende :
rouge = marqueur humain et murin ; vert = marqueur murin ; = Non décrit

2.2.3.4. Roledes Trm

Le rble de ces cellules est actuellement tres étudié et est de plus en plus finement
caractérisé. Les Trm ont été décrits comme ayant une meilleure capacité de protection que
les cellules mémoires effectrices spécifiques contre la réinfection dans plusieurs études
précliniques chez la souris'®®, mais également comme étant essentiels au contrdle de la charge
virale chez des primates non humains®’. Les Trm sont induits lors d’une infection et restent
localisés dans la zone initiale de I'infection permettant ainsi une réponse rapide et efficace en

cas de réintroduction du pathogene.

La réponse immunitaire mise en place par les Trm commence tout juste a étre élucidée.
De récents travaux montrent que les Trm sont capables d’induire a la fois une immunité
adaptative et une réponse innée en sécrétant des cytokines et chimiokines (IFN-y, TNF-a,

IL-2RB, XCL1) capables de provoquer une réponse humorale locale, un recrutement des DC,
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une maturation des DC et une activation des cellules NK'°%1%3, De plus, le nombre de Trm dans
une localisation donnée étant limité, il a été montré qu’ils étaient capables de recruter des

LT-CD8* circulants en moins de 48h1%4,

La longévité des Trm n’est pas trés documentée mais certaines études observent leur

présence aprés 1 ou 2 années chez des souris ou des macaques.

3. Migration des LT
3.1. Mécanismes

3.1.1. Role de la cellule endothéliale

Les LT migrent du sang aux tissus inflammatoires grace aux cellules endothéliales. Il a
été montré que les LT adhéraient aux cellules endothéliales grace a une combinaison de
différentes liaisons a des molécules de migration exprimées constitutivement. Les sélectines
(par exemple le CD62L exprimé sur les LT) se lient aux adressines des cellules endothéliales
(par exemple le PNAd pour Peripheral Node Addressin qui a pour ligand le CD62L) et les
intégrines des LT (LFA-1 pour Lymphocyte Function-Associated antigen 1, CD49d) se lient aux
membres de la superfamille d'immunoglobulines comme ICAM-1 (IntraCellular Adhesion
Molecule 1) ou VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1)1°>1%, Les LT interagissent avec
les cellules endothéliales grace a un mouvement de roulement médié par une dynamique de
liaison et de dissociation de ligands a leurs récepteurs. Cette adhésion de faible intensité a
pour conséquence de freiner le mouvement des LT portés par le flux sanguin®”1%8 De facon

générale, les 3 grandes étapes de ce mouvement migratoire sont :

1) le « roulement »

2) l'activation des récepteurs de chimiokines (CCR7) sur les LT qui induit le
changement de conformation des intégrines (LFA-1) sur ces cellules et leur interaction
avec les molécules exprimées par la cellule endothéliale (ICAM-1)

3) la forte interaction qui en résulte entre le LT et la cellule endothéliale entraine

I'arrét du lymphocyte puis son extravasation (Figure 7)
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Figure 7. Les grandes étapes de la migration lymphocytaires. Les lymphocytes portés par le
flux sanguin circulent le long des parois des cellules endothéliales (rolling), lorsqu’is
rencontrent des récepteurs spécifiques, ils s’activent (activation) puis s’arrétent (arrest) pour
débuter leur extravasation vers le tissu cible. Adapté de la revue de Schenkel M. et al.1%*

3.1.2. Chimiokines

Les chimiokines sont des petites molécules solubles divisées en 4 groupes principaux,
CXC, CC, CX3C ou C en fonction de la position du résidu Cystéine qui est conservé. Les
chimiokines sont des cytokines possédant un pouvoir d’attraction dit chimiotactique et
s’'inscrivent dans des mécanismes tres fins de régulations de migration des cellules
immunitaires grace a différents gradients de concentration. Les récepteurs de ces chimiokines
suivent la nomenclature des chimiokines (Figure 8). Les chimiokines sont fonctionnellement
divisées en deux grands groupes, les chimiokines pro-inflammatoires (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5,
CCL11, CXCL10, ...) et les chimiokines homéostatiques qui sont physiologiquement sécrétées

par les tissus (CCL19, CCL20, CCL21, CXCL12, CXCL13, ...).
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Figure 8. Représentation des chimiokines. Cette représentation montre les principaux
systémes chimiokiniques, les protéines G couplées aux récepteurs de surface et les ligands
chimiokiniques. Les chimiokines inflammatoires sont inductibles et impliquées dans tous les
systémes de la réponse immunitaire. Les chimiokines homéostatiques sont impliquées dans le
développement et la physiologie classique. Les récepteurs chimiokiniques atypiques sont
généralement silencieux et agissent en tant que régulateurs négatifs du systéme, comme un
leurre en réduisant le niveau de chimiokines. Les chimiokines virales et leurs récepteurs
permettent aux pathogénes de moduler la réponse immunitaire aux infections. Les récepteurs
aux chimiokines inflammatoires, homéostatiques et atypiques sont retrouvés dans le
microenvironnement tumoral. Adapté de la revue de Frances R Balkwill*®°.

3.1.3. Notions d’imprinting (empreinte)

Lorsque les DC présentent les antigenes aux cellules naives, ces cellules acquierent un
phénotype effecteur mais également un phénotype d’adressage tissulaire (imprinting). Par
exemple dans les ganglions mésentériques, les LT activés par les DC expriment I'intégrine a4B7
et le récepteur CCR9?® ou encore, les DC pulmonaires peuvent induire un phénotype
migratoire pulmonaire sur les LT en induisant I’expression du récepteur CCR42%%, Ce phénotype
d’adressage tissulaire est essentiel et parait dépendre de la population de DC ; les DC
spécifiques d’un tissu semblent pouvoir induire un phénotype de migration spécifique vers ce

tissu d’origine. Ainsi, les DC intestinales qui sont localisées au niveau de la lamina propria, dans
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les plaques de Peyers et dans les ganglions mésentériques, sont capables d’induire une
différenciation des cellules T et B et leur migration vers l'intestin. Cette expression de
molécules d’adressages est induite en partie grace au récepteur a I'acide rétinoique?°22%, ||
est intéressant de noter que les DC CD103* de l'intestin possédent des caractéristiques
identiques que ce soit chez la souris ou chez ’'Homme?®. Un autre travail de Campbell JJ. et
Nizza ST. montre que les DC CD11b*Langerin* de la peau sont capables d’induire un phénotype
migratoire CCR10* spécifique de la peau sur des LT-CD8* 20526, Malgré tous ces travaux qui
semblent démontrer clairement I'importance de I'imprinting du phénotype migratoire des LT
durant leur activation, il faut noter que certains travaux dans des modeéles infectieux montrent
des résultats contradictoires. Par exemple des LT-CD8* spécifiques d’un tissu peuvent protéger
ce tissu contre une infection virale mais peuvent également protéger de facon plus
globale?97:29 ; ces résultats pourraient toutefois étre imputables aux modeéles qui sont utilisés :
le grand nombre de cellules transférées lors des transferts adoptifs, la voie d’'immunisation, la
diffusion de I'antigéne dans I'organisme (virus), les adjuvants utilisés ou encore les tissus

analysés parmi d’autres?®.

3.2. Migration intratumorale

3.2.1. Migration des cellules effectrices

Les LT-CD8* une fois activés perdent le marqueur CD45RA, diminuent |’expression des
molécules de migration nécessaires a leur entrée dans les ganglions (principalement le
récepteur sphingosine phosphate 1 - S1PR1 mais également le CD62L et le CCR7) et
augmentent I’expression des molécules de migration nécessaires a I'entrée dans les tissus non
lymphoides (par exemple : pour l'intestin : a4Bf7, CCR9 / pour la peau PSGL-1, CCR10, CCR4)
et donc se différencient en Teff qui correspondent aux cellules capables de migrer et de

patrouiller dans les tissus périphériques (Figure 9).
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Figure 9. Schéma simplifié de la circulation des cellules T. Les Tcm CD62L*CCR7* entrent dans
les ganglions, tout comme les LT naifs qui vont étre activés et se différencier en Teff. Les Teff
vont ensuite circuler jusqu’a leurs tissus cibles ou ils vont s’infiltrer grace a des molécules de
migration comme le CCR9 et I'a4B7 pour l'intestin, le PSGL-1, le CCR4 et le CCR10 pour la peau.
Ils peuvent ensuite recevoir des signaux cytokiniques qui provoqueront une différenciation en
Trm. Adapté du SnapShot de Beura LK. et Masopust D.17°

De nombreux travaux démontrent les caractéristiques migratoires des cellules
immunitaires au sein des tissus sains (Tableau 3) mais peu prennent en considération le
microenvironnement tumoral et la capacité migratoire intratumorale.

Les chimiokines CCL2 et CCL5 sont les principales chimiokines attractrices des
monocytes et des macrophages au sein des tumeurs?1%211, Les chimiokines CC et CXC sont
capables d’attirer les cellules lymphocytaires au sein des tumeurs. De fagcon générale la
migration et le trafic intratumoral par les LT sont tres faibles par comparaison au contexte
infectieux, ceci s’explique par des facteurs a la fois intrinseques (immunosuppression directe
par des signaux d’inhibitions, volume tumoral et hypoxie, néoangiogenése désorganisée
conduisant a une perfusion tumorale désorganisée, néovaisseaux anormaux, sécrétions de
molécules anti-inflammatoires) et extrinseques aux tumeurs (immunosuppression via des
cellules immunosuppressives)?!?. Parallélement, il a été montré que les LT-CD8* infiltrant les
tumeurs (TIL) sont corrélés a un bon pronostic clinique®”213-216, |es LT activés expriment une
panoplie de récepteurs de domiciliation leur donnant une capacité migratoire qui a
particulierement été décrite dans des contextes sains ou infectieux. Parmi ces récepteurs, on
trouve les ligands de la P- et de la E-sélectine ainsi que des récepteurs aux chimiokines comme
le CXCR3. Il a été souligné que I'interaction entre ligands et chimiokines provoquait I'activation
de LFA-1 qui se lie a ICAM-1 et I'expression d’intégrines comme VLA-4 (pour Very Late Antigen-
4 ou CD49d) qui se lient a VCAM-1. Ces molécules n’ont pas été décrites a ce jour comme

ayant un réle dans la migration lymphocytaire vers les sites tumoraux.
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Dans le contexte des tumeurs malignes la capacité migratoire immunitaire a beaucoup
moins été étudiée. Malgré le fait que la fréquence et le type des TIL soient associés a un bon
pronostic, il existe néanmoins des variations associées aux différents types tumoraux®'’. Le
CXCR6 qui se lie a CXCL16 apparait étre un récepteur exprimé sur les LT activés et aurait un
role dans la migration intratumorale ; en effet chez des souris déficientes en CXCR6
I'infiltration intratumorale est plus faible?!®. Ces résultats sont intéressants mais ils ne
tiennent pas compte du fait que les NKT ne peuvent pas étre activés sans le récepteur CXCR6
ce qui pourrait introduire un biais dans I'interprétation de ces résultats?'®. Malgré tout, il a été
montré que le CXCL16 et le CX3CL1 (chimiokine ligand du CX3CR1) sont associés a une grande
infiltration en LT-CD8* et LT-CD4" ainsi qu’a un bon pronostic dans les cancers colorectaux?%°.
Le CXCR3 est le récepteur chimiokinique le plus retrouvé sur les TIL activés dans les

222 ot les cancers du sein??3. Il a également été mis en

mélanomes??!, les cancers colorectaux
évidence, dans un modele murin, que les LT-CD8* cytotoxiques exprimant le CXCR3 infiltraient
mieux les tumeurs et provoquaient un effet anti-tumoral plus efficace??*. L”IFN-y produit par
les LT-CD8* est clairement identifié comme l'un des activateurs clé de la fonction anti-
tumorale des CTL ; il est intéressant de noter que le CXCL9, le CXCL10 et le CXCL11, qui sont
les trois ligands du CXCR3, sont induits par I'IFN-y. De plus, le CCR5 est également exprimé par

des CTL murins et humains et permet leur recrutement intratumoral via les chimiokines CCL5

et CCL3 tout en étant associé a un bon pronostic?2>226,

Récepteur de migration Ligand tissulaire
Intestin a4B7 MADCAM-1
CCR9 CCL25
CD103 E-Cadherine
Peau CCR10 CCL27
PSGL-1 et ligands E- selectine
(ESL-1, glycosphyngolipides, P- et E- selectine
Cai4 CCL17
CD103 E-Cadherine
Poumon CcD103 E-Cadherine
CD49a Collagene IV
adp7 VLA4
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CXCR6 CXCL16
LFA-1 ICAM-1
Glandes salivaires CD103 E-Cadherine
E-Cadherine
Tractus génital CD103 E-Cadherine
CD49a Collagéne IV
Ligand E-selectine E-selectine

Tableau 3. Résumé des marqueurs de migrations des LT-CD8* activés dans les tissus. Adapté
de la revue 1 en Annexe Nizard et al.'?®

3.2.2. Rétention des lymphocytes T

Tres peu d’études ont montré le réle des chimiokines et des récepteurs aux
chimiokines dans la rétention lymphocytaire intratumorale néanmoins une étude montre que
I'intégrine CD103 est impliquée dans la rétention des CTL au sein de la tumeur via le
recrutement des récepteurs CCR5 au niveau de la synapse entre le LT et son APC les rendant
insensibles a un gradient de chimiokine CCL5%2%’. Une autre étude démontre que dans des
métastases secondaires aux mélanomes, les intégrines de rétention CD103, al1p1 et 'a2p1
sont surexprimées par les cellules tumorales métastatiques mais cette étude ne montre pas

leur réle direct dans l'infiltration lymphocytaire?%,

3.2.3. Migration des cellules suppressives

Les tumeurs sont capables d’inhiber la réponse immunitaire, notamment en empéchant
le recrutement des cellules de I'immunité. Dans les tumeurs cutanées, la voie de signalisation
EGFR-Ras provoque une diminution de I'expression de CCL27 qui a pour conséquence une
diminution du recrutement des CTL??°. En effet il a été montré que le CCL27 était associé au
recrutement d’une population particuliére de CTL CCR10* 239, Un autre mécanisme démontré
dans les cancers du sein consiste a attirer les cellules myéloides suppressives par I'inactivation
du gene du récepteur au TGF-B2 induisant ainsi la production de CXCL5, CXCL1 et Ptgs2. Ces
chimiokines permettent le recrutement de ces MDSC qui peuvent jouer un réle dans
I'inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale?3!. De facon trés intéressante les MDSC

ont montré une capacité a diminuer I'expression de la L-sélectine sur les LT?32 ou a produire
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des RNS (pour Reactive Nitrogen Species) qui induisent par nitration du CCL2 la diminution de
son effet chimiotactique vis-a-vis des LT-CD8* 233, Les chimiokines CCL17 et CCL22 attirent les
LT-CD4* régulateurs dans la tumeur qui expriment le récepteur CCR4%3*. Uinfiltration par les
Treg est majoritairement corrélée a un facteur de mauvais pronostic et il a été montré que le
CCL22 et le TGF-B1 possédent la capacité d’attirer au sein des tumeurs les Treg?3°, tout comme
les macrophages M2 qui sécrétent les chimiokines CCL17, CCL22 et CCL247#7>, Notre groupe a
également montré que I'utilisation d’'une molécule antagoniste du CCR4 provoque la
diminution du recrutement des Treg au sein des tumeurs?3®237, |’hypoxie tumorale peut aussi
conduire a la sécrétion de CCL28 par les cellules tumorales qui permet alors le recrutement
localisé de Treg exprimants le récepteur de chimiokine CCR10%3. Pour faciliter I'infiltration
tumorale en Treg, I'endothélium tumoral sécrete de I'lL-10, du VEGF-A et du PGE2
(Prostaglandine E2) qui induisent de facon synergique I'expression de FasL qui provoque

I’apoptose des CD8* effecteurs mais pas des Treg maintenant le pool de Treg intratumoral®°.

4. Laradiothérapie préclinique et I'immunité

4.1. Laradiothérapie

La radiothérapie est une technique de traitement localisé des cancers par exposition
précise des zones d’intéréts a des radiations ionisantes (exception faite des tumeurs non
solides). Ces radiations consistent en un transfert d’énergie vers les cellules cancéreuses ce
gui provoque une ionisation des atomes (ils se chargent positivement ou négativement). Cet
effet a pour aboutissement, entre autres, une déstabilisation de I’ADN et la création de
radicaux libres a partir des molécules d’eau qui interagissent avec I’ADN et provoquent des
ruptures moléculaires. Ces altérations aboutissent a la mort des cellules cancéreuses ou a leur
impossibilité de se diviser. Les doses de radiations absorbées sont mesurées en Gray (Gy) qui
représente, pour 1 Gy, I'absorption d’1 Joule provenant d’un rayonnement ionisant par un
milieu homogene d’'une masse d’un Kilo. De facon générale, pour éviter les effets toxiques sur
les tissus sains adjacents aux cellules tumorales les doses d’irradiation délivrées sont
fractionnées en plusieurs séances a hauteur de 2 Gy par séance. Généralement, dans les

modeéles murins la dose totale délivrée est de 15 Gy240.241,
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4.2. Effetimmunologique des radiations ionisantes

Depuis peu, des travaux précliniques montrent I'impact de la radiothérapie sur la
modulation du microenvironnement tumoral en plus de I'induction de la mort cellulaire?*?.
L'irradiation des zones tumorales permet le relargage de signaux dangers par les cellules
tumorales comme 'HMGB1 qui se lie au TLR4 présent sur les DC qui contribue aux réponses
anti-tumorales a travers lI'activation des CTL?*32%4, Egalement, l'irradiation provoque le
relargage par les cellules tumorales de chimiokines CXCL16 favorisant le recrutement de
Teff?'8, Des doses non létales d’irradiation provoquent la dégradation des protéines
intracellulaires conduisant ainsi a une augmentation de la présentation peptidique par les
molécules du CMH | et donc a une meilleure réponse anti-tumorale?*. Les radiations
permettent aussi la modulation du phénotype méme des cellules tumorales via une
surexpression des récepteurs de mort Fas ce qui augmente la sensibilité des cellules tumorales
aux CTL?*¢, ainsi que I’expression de calreticuline (qui est un composant essentiel a la
présentation antigénique par le CMH 1) a la surface membranaire conduisant de la méme
facon & une sensibilité accrue des cellules tumorales aux CTL?*. D’autres effets
immunologiques sont associés a l'irradiation des cellules tumorales comme I'expression de
molécules d’adhésions ICAM-1 par les cellules endothéliales qui permet aux CTL d’atteindre
les sites tumoraux?*®. L’irradiation fractionnée peut quant a elle provoquer la diminution de

Treg et de M2 intratumoraux?* (Figure 10).

Figure 10. Schéma des effets immunologiques des radiations ionisantes. Tiré de la revue de
Levy A. et al.?*®

4.3. Combinaison avec 'immunothérapie

L'irradiation des cellules tumorales provoque des réponses immunitaires anti-
tumorales, mais bien souvent l'irradiation seule ne permet pas de guérir les animaux en
éradiquant toutes les cellules tumorales. La combinaison de la radiothérapie avec

I'immunothérapie est une méthode prometteuse qui pourrait aboutir a un meilleur effet
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thérapeutique anti-tumoral gu’une irradiation seule a travers I'amplification des réponses
immunitaires. Mason KA. et ses collégues ont montré que l'injection de CpG (une molécule
d’ADN synthétique qui se lie au TLR9) péritumoral et intratumoral en combinaison a la
radiothérapie fractionnée provoquait des régressions complétes tumorales et une protection
compléte lors d’'une seconde greffe tumorale 4 mois aprés?*°. Ces résultats suggérent que la
combinaison de la radiothérapie a lI'immunothérapie permet le développement d’une
immunité anti-tumorale qui, dans un contexte de récidive, permettrait d’augmenter la survie
a long terme. Le Ligand de FLt3 (Fms-Like tyrosine kinase receptor 3 Ligand) stimule la
génération des DC?°! ; |e traitement de souris par le ligand de FLt3 associé a une unique dose
d’irradiation de 2 Gy a montré une diminution de la croissance tumorale par un mécanisme
médié par des LT-CD8* 2°2. Dans une autre étude il a été montré que I'injection intratumorale
de DC combinée a la radiothérapie augmente la survie des souris et limite la croissance
tumorale?>3. Par ailleurs la combinaison de la radiothérapie avec un anticorps monoclonal
anti-CTLA-4 induit une réponse LT-CD8" anti-tumorale alors que le traitement des souris par
I'anti-CTLA-4 seul n’induit pas cette réponse. Dans un autre travail il est montré que la
combinaison d’une dose de radiothérapie (8 Gy) et d’une stratégie vaccinale basée sur des
virus recombinés avec les ADNc codant des molécules de costimulation des cellules T (LFA-3,
B7-1, ICAM-1) permet l'infiltration des LT-CD8" et des LT-CD4* spécifiques et I'inhibition de la

croissance tumorale dans 50% des cas24®.

La combinaison de la radiothérapie avec I'immunothérapie montre des résultats
prometteurs, a ce jour il na pas été montré d’effet synergique entre radiothérapie et

vaccination avec des vecteurs non viraux anti-tumoraux.

5. Les cancers des voies aérodigestives supérieures

5.1. Etiopathogénie et incidence

Les cancers de la sphere ORL (levre, pharynx, larynx, nasopharynx, oropharynx)
représentent la 5™ cause de cancers dans le monde (650 000 cas/an) avec une mortalité trés
élevée 350 000 morts/an®**2°>, Dans plus de 80 % des cas, les tumeurs malignes sont des

carcinomes épidermoides de mauvais pronostic avec une survie a 5 ans des patients inférieure
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a 50 %. L’étiologie de ces cancers est multifactorielle (réle de I'alimentation, des facteurs
génétiques, exposition a certaines substances) et associe deux facteurs de risques principaux
gue sont l'alcool et le tabac. Au niveau de I'oropharynx (amygdales et base de la langue)

I'incidence augmente depuis plusieurs années?>°.

Les cancers des VADS suivent la classification internationale TNM qui permet de les
classer selon leur extension anatomique (T = Tumeur primaire ; N = Node pour l'invasion

ganglionnaire ; M = métastases) (Tableau 4).

T (Tumeur primitive)

N (Adénopathie)

M (métastases)

Tis : épitheliuma in situ

TO : pas de signe de tumeur
primitive

NO : pas d’adénopathie

MO : pas de signe de
métastases a distance

T1:tumeur<a2cm

N1 : adénopathie homolatérale
uniqgue<a3cm

M1 : métastases a
distance

T2 :tumeur>a2cmet<ald
cm

N2a : adénopathie
homolatérale unique >a 3 cm
et<abcm

T3 :tumeur>a4dcm

N2b : adénopathie
homolatérales multiples<a 6
cm

T4 : tumeur étendue a l'os,
aux muscles, ...

N2c : adénopathies bilatérales
ou controlatérales <a 6 cm

N3 : adénopathie >a 6 cm

Tx : tumeur inclassable Nx : N inclassable Mx : M inclassable

Tableau 4. Classification TNM. Tableau adapté de la classification TNM de I'Union for
International Cancer Control (UICC) de 2002.

Dans la grande majorité des cas, ces cancers ne sont pas associés a des progressions
métastatiques mais sont associés a un fort taux de récidive locale. lls sont souvent décelés a

des stades avancés (plus de 60 % des cas) chez des patients agés.
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Depuis plusieurs années I'implication de plusieurs papillomavirus humains (HPV) a été
démontrée dans la genése de plusieurs cancers dont les carcinomes épidermoides des voies
aérodigestives supérieures (CEVADS), les cancers du col de 'utérus, du vagin, de la vulve ou
encore de l'anus. Ce virus est impliqué dans environ 7-8% de la totalité des cancers et
I'incidence mondiale de I'infection par HPV est trés élevée (pres de 660 000 000 de personnes
sont infectées). Malgré l'incidence liée a I'alcool et au tabac, une étude démontre que
I'incidence annuelle des cancers de la sphere ORL liés a I'alcool et au tabac baisse de 2,42 %
chaque année depuis plus de 20 ans alors que l'incidence annuelle des CEVADS HPV*
augmente de 0,65 %2°’. La prévalence de I'HPV dans les CEVADS est de 26 % et peut
augmenter dans certaines localisations comme I'oropharynx ol I'on peut retrouver I’'HPV dans
35,6 a 72% des cas suivant la localisation géographique?>®. Dans certaines régions comme
I’Europe du Nord ou I’Amérique du Nord cette proportion peut atteindre jusqu’a 80 % des cas.
En France le taux des cancers de I'oropharynx associés a I'HPV est de 46,5 %. Certains

observateurs parlent d’'une épidémie des cancers liés a I’lHPV2>°,

5.2. Le Papilloma Virus Humain

L'HPV est un virus a ADN double brin circulaire (=~ 8kb) oncogene de la famille des
papillomaviridae. || code pour des protéines « E » régulatrices dites précoces (Early) E1, E2,
E3, E4, E5, E6, E7 et E8 et des protéines « L » de la capside dites tardives (Late) L1 et L2. Une
minorité d’"HPV comprend les protéines E3, et E8. Ce virus est transmis par contact direct ou
par transmission sexuelle et posséde un tropisme cutané. Il existe plus de 100 types différents
d’HPV avec des spécificités tissulaires, ils infectent la couche basale des épithéliums ; dans la
grande majorité des cas l'infection par HPV est asymptomatique mais parfois des Iésions
verrugueuses ou cancéreuses se développent. Dans le cas des |ésions cancéreuses, des types
d’HPV ont été identifiés et sont considérés a « hauts risques » oncogéniques ; c’est le cas des
HPV 16 et 18 qui sont retrouvés dans plus de 90% des cancers des voies aérodigestives
supérieures, 70% des cancers du col de l'utérus et du vagin et dans plus de 50% des cancers
de la vulve et du pénis. Une fois les cellules infectées, 'HPV est sous forme épisomale (génome
circulaire qui n’est pas intégré a I’ADN de la cellule héte) et la réplication du virus est assurée

par les protéines E1 et E2 qui utilisent la machinerie transcriptionnelle des cellules hotes. Ceci

52



permet I'expression des protéines E6 qui vont inactiver p53 (r6le critique dans I'induction de
I'apoptose et dans I'arrét du cycle cellulaire) et E7 qui vont interagir avec pRB ; cette
interaction va lever 'inhibition que pRB exerce sur le facteur de transcription E2F qui cible le
géne E2F1 et ainsi stimuler le cycle cellulaire. Ces mécanismes concourent a I'immortalisation
cellulaire et a I'apparition de Iésions cancéreuses. La protéine E5 a quant a elle la capacité de
diminuer I'expression du CMH | participant ainsi a I'’échappement immunitaire des cellules
infectées. Les protéines L1 et L2 forment la capside du virus, la protéine L1 est trés conservée
entre les différents types d’HPV et |la protéine L2 est capable d’interagir avec de nombreuses

protéines cellulaires durant la phase d’infection par I’'HPV.

5.3. Modeles et travaux précliniques

5.3.1. Les modeéeles murins

Des modeles précliniques syngéniques des tumeurs des voies aérodigestives
supérieures greffées en sous-cutané ont été développés a partir de tumeurs des CEVADS
murines?®9261, Ces modeéles sont reproductibles et facilement greffés mais ils possédent des
limites : les tumeurs ne sont pas localisées dans leur microenvironnement d’origine (a la
différence des modeéles orthotopiques) et par conséquent les interactions des cellules
tumorales avec le stroma sain entrainent des modulations dans le développement tumoral
ainsi que dans la réponse immunitaire vis-a-vis de la tumeur. Il existe également des modeles
tumoraux dérivés de lignées tumorales humaines greffés sur des animaux athymiques
(xénogreffe)?%? qui peuvent étre intéressants pour étudier le développement tumoral
(métastases, atteintes ganglionnaires) mais ces modeles ne permettent pas I'études des

réponses lymphocytaires T263,

A ce jour, il existe trois modeéles syngéniques orthotopiques murins pour les tumeurs

de la sphére ORL :

1) Des cellules SCC VIl (dérivées de tumeurs spontanées de cancers épidermoides des
voies aérodigestives supérieures chez des souris C3H) sont injectées dans le plancher

buccal de souris C3H2%4,
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2) Des cellules épithéliales d’amygdales de souris C57BIl/6 ont été greffées dans la
cavité buccale aprés avoir été transfectées avec de I’ADN complémentaire d’E6, E7 et de

H-ras, induisant ainsi leur immortalisation?®°.

3) Des cellules épithéliales TC-1 dérivées des poumons de souris C57BI/6 transfectées
par les génes codant pour I'oncogéne c-H-ras et pour les protéines de I’HPV, E6 et E72%°

ont été injectées dans la muqueuse de la cavité orale?®’.

Ces modeéles sont intéressants parce qu’ils peuvent mimer la localisation anatomique
des tumeurs d’une part, mais aussi parce qu’ils possedent des antigénes tumoraux permettant
d’étudier les réponses immunitaires anti-tumorales. Toutefois il existe des limitations a ces
modeles parmi lesquelles la difficulté d’acces des zones anatomiques pour la greffe tumorale,
la difficulté du suivi des tumeurs qui nécessite d’utiliser des techniques d’imagerie et la
rapidité de la progression tumorale qui provoque une mortalité tres élevée dans ces modeles

(perte de poids, impossibilité de se nourrir et de s’hydrater).

Enfin, il existe des modeles transgéniques qui développent spontanément des tumeurs
des CEVADS ; ils reposent sur des mutations (allele K-ras-G12D ; p53 KO conditionnel ; myrAKT
et Trp53 KO conditionnel ; transgéne E6-E7) associées au promoteur de la kératine 5 ou 14,

268-271 Ces modeéles sont

protéines présentes dans I'épithélium muqueux de la cavité orale
intéressants parce que la cinétique d’apparition des tumeurs est plus lente et la mise en place
du microenvironnement est plus physiologique que chez les modeéles greffés. En revanche ces
modeles possedent des transgenes peu ou non physiologiques et ils n’exploitent qu’une voie
métabolique de développement cancéreux alors que les processus de la cancérogénéese sont
multifactoriels. Pour finir, ces modeles nécessitent plusieurs mois d’attente et les souris

transgéniques ne développent pas toutes des tumeurs ce qui en font des modeles

difficilement exploitables malgré leurs avantages.

5.4. Le traitement des patients

5.4.1. Les vaccins prophylactiques

En 2006 la société Merck & Co. obtient I’autorisation de mise sur le marché d’un vaccin

prophylactique (Gardasil) qui protége contre les infections d’"HPV 16, 18, 6 et 11 via I'induction
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d’anticorps spécifiques provoquant la neutralisation des virus avant l'infection. Un second
vaccin (Cervarix) commercialisé en 2007 par la société GlaxoSmithKline ciblant les HPV 16 et
18 permet également d’éviter I'infection. Ces deux vaccins sont efficaces lorsque les patients
n‘ont pas été infectés par les virus ; en revanche, ils sont inefficaces chez les patients déja
infectés?’2. La réponse anticorps cible spécifiquement les protéines L1 de I'HPV mais ces
vaccins n’induisent pas de réponse LT-CD8* nécessaire a I'élimination des cellules infectées.
De plus le taux de couverture vaccinale est faible, le colt des vaccins est élevé et tous les pays
ne recommandent pas la vaccination des femmes et des hommes mais souvent que des
femmes comme c’est le cas en France bien que les mentalités commencent a évoluer. En effet,
ces vaccins sont indiqués pour lutter contre les cancers du col de I'utérus mais les virus HPV
sont également responsables de nombreux cancers des VADS comme discuté dans le chapitre
5.1. ce qui n’est pas pris en compte dans l'indication de vaccination de tous les pays ; de plus,

la vaccination des hommes contribuerait a la limitation de la transmission de I’"HPV?273,

5.4.2. La radiothérapie, la chimiothérapie, la chirurgie

La prise en charge des patients atteints de cancers des VADS est délicate de par la
localisation du cancer qui peut provoquer des dégradations de I'aspect physique des patients
ainsi que des incapacités fonctionnelles (phonation, fonctions respiratoires, déglutition).
Parmi les traitements disponibles pour lutter contre ces cancers la radiothérapie ciblée
fractionnée est souvent envisagée comme traitement principal ; mais il est possible dans
certains cas de l'associer a la chirurgie ou a la chimiothérapie (radiochimiothérapie). La
chimiothérapie consiste a injecter des molécules cytotoxiques (parfois plusieurs
chimiothérapies sont associées) destinées a tuer les cellules tumorales. La chirurgie est le
traitement de premiere intention de ces cancers lorsqu’elle est possible mais ce type de
chirurgie  peut-étre  mutilante  (glossectomie,  pharyngectomie, laryngectomie,
laryngopharyngectomie). Cependant il est possible dans certains cas d’effectuer des chirurgies
partielles alors plus conservatrices (ablation d’une corde vocale, ablation d'une partie du
larynx associée a une reconstruction). Ces chirurgies sont trés souvent associées a un curage

ganglionnaire puisqu’il est fréquent que les ganglions soient atteints dans ces cancers.
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5.5. Les essais cliniques de vaccination thérapeutique contre HPV

Depuis quelques années, nombre d’essais cliniques cherchent a induire une protection
thérapeutique contre les cancers associés a I’'HPV. Ces vaccins sont pensés de fagon a induire
des réponses LT-CD4* et LT-CD8* dirigées contre des peptides dérivés des protéines E6
et/ou E7 de I'HPV nécessaires a I'immortalisation des cellules. En ciblant spécifiquement ces
protéines, les LT seraient capables de contréler les cellules infectées et de les tuer. Plusieurs
types de vaccins ont été développés et testés : les vecteurs viraux recombinants, les protéines
de fusions, les transferts de DC, des bactéries atténuées et les polypeptides?’4. Les essais
cliniques adoptant une stratégie d'immunisation basée sur des vecteurs recombinants dérivés
du virus de la vaccine codant pour des antigénes E6 et E7 ont montré de faibles réponses
LT-CD8* spécifiques des antigenes (5 patients répondeurs sur 44 patients traités) ; les réponses
cliniques associées n’ont pas permis de conclure a une efficacité thérapeutique bien qu’un
récent travail sur quelques patientes atteintes d’un cancer du col de 'utérus de stade 2 ou 3
ait suggéré que cette immunothérapie induit des réponses immunitaires spécifiques localisées
au niveau de la tumeur mais non décelables par I'intermédiaire des cellules circulantes du
sang?’>728_ Une autre stratégie d'immunisation consiste a lier de facon covalente une protéine
HSP (Heat Shock Protein 65) a la séquence entiére de la protéine E7 d’HPV par I'extrémité
C-terminale et a observer les réponses cliniques chez des patientes atteintes de dysplasie du
col de I'utérus ou anale ; ces essais n’ont pas permis de démontrer une efficacité clinique chez
ces patientes. Un autre essai clinique a consisté a injecter chez des patientes atteintes de
cancers du col de I'utérus 5 a 15 millions de DC pulsées avec la protéine E7 d’"HPV 16/18 ; cet
essai de phase | a montré qu'’il n’y avait pas de toxicité associée et a souligné une réponse
LT-CD8* spécifique chez 8 patientes sur 10. Malgré des résultats intéressants, ces essais
cliniques datent de 7 ans et la phase Il de cette étude n’a pas été publiée a ce jour?®!. Un essai
clinique trés récent se base sur un Lactobacille atténué exprimant une protéine E7 modifiée
qui a été administré per os a des patientes atteintes de cancers du col de l'utérus de stade 3
et a été capable d’induire des LT-CD8* spécifiques intratumoraux et une amélioration clinique

de 70% des patientes, passant d’un stade 3 a un stade 228, La vaccination par des polypeptides
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restreints par le CMH | et Il dérivés des protéines E6 et E7 développée par le groupe de
C. Melief a permis d’induire des réponses LT-CD8* et LT-CD4* spécifiques des protéines E6 et
E7283, Ce vaccin testé cliniquement a permis de montrer une efficacité clinique chez des
patientes qui présentaient des lésions précancéreuses vulvaires ; plus les Iésions étaient
petites, plus 'immunothérapie était efficace?®*. En revanche, lorsqu’il s’agissait de patientes
atteintes de cancers invasifs du col de I'utérus, cette immunothérapie n’a montré qu’une seule
réponse clinique parmi 50 patientes?®®. Une récente immunothérapie par deux plasmides ADN
exprimant E6 et E7 injectés par voie intramusculaire suivie d’une électroporation in vivo chez
18 patientes présentant des tumeurs du col de I'utérus de stade 2 ou 3 a montré des réponses
CTL spécifiqgues mais n’a pas mis en évidence de réponse clinique ; un essai clinique de phase 2
va tenter de démontrer I'efficacité clinique de cette approche?®®. Il faut noter qu’un essai
clinique de phase 2 utilisant un vaccin basé sur des longs peptides dérivés d’antigénes de
cancers des testicules a été testé sur 37 patients atteints de cancers des VADS avancés et/ou
métastatiques et a montré une réponse immunitaire CTL spécifique contre certains des
antigénes associée a une meilleure survie (4,9 mois contre 3,5 mois). Parmi ces cancers il est
a noter que le statut HPV a été vérifié chez 28 patients dont 27 étaient HPV négatifs, les
auteurs suggérent qu’il n’y a pas de corrélation entre l'infection par I'HPV et |'effet de la

vaccination2®7,

A ce jour, aucun vaccin thérapeutique ciblant I’'HPV n’a démontré d’efficacité clinique
évidente ; il n’existe par ailleurs aucun vaccin thérapeutique testé cliniguement contre les

cancers des VADS liés a I’'HPV.
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Objectifs

Ce travail de these de doctorat a été divisé en trois objectifs distincts :

- 1) Evaluation de Iintérét d’associer la radiothérapie 8 une immunothérapie dans un
modeéle murin de cancer ORL et identification des mécanismes impliqués dans la

réponse a cette combinaison.

- 2) Optimisation d’une nouvelle stratégie d’immunisation pour induire des réponses
immunitaires anti-tumorales dans la sphére muqueuse ORL et pulmonaire. Pour cet
objectif, nous avons comparé différentes voies d'immunisations (muqueuses et non
muqueuses) et utilisé un antigéne libre ou vectorisé par un vecteur ciblant les DC. Nous
avons ensuite cherché a comprendre les mécanismes a I'origine du succes de cette

nouvelle approche vaccinale dans un contexte tumoral.

- 3) Caractérisation des populations lymphocytaires muqueuses induites par notre
vaccination thérapeutique muqueuse et démonstration de leur réle dans la protection

tumorale.
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Résultats
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Préambule sur les vaccins reposant sur STxB et utilisé dans les 3 articles.

Notre équipe a développé en collaboration avec I'équipe de L. Johannes a I'Institut
Curie un vecteur vaccinal a partir de la toxine de Shiga produite par Shigella dysenteriae. Cette
toxine est composée de deux sous unités, la sous unité A qui est toxique via I'inhibition de la
synthése protéique au niveau ribosomal et la sous unité B non toxique (STxB) qui se lie
spécifiguement au récepteur globotriaosylcéramide (Gb3) préférentiellement exprimé par les
DC?#, La liaison de STxB a ce récepteur permet son transport rétrograde vers le réticulum
endoplasmique puis sa rétrotranslocation dans le cytosol. Dans les DC, STxB peut également
emprunter la voie endosomale. Il a été montré que STxB ciblait des antigénes qui lui étaient
couplés vers la voie de présentation restreinte par le CMH de classe 128828, Ces résultats
expliquent la capacité de ce vecteur couplé a différents antigénes d’induire des réponses LT-
CD8* in vivo contre des peptides dérivés de ces antigénes ainsi que des réponses LT-CD4" et
humorales?362892%0 plys récemment, une synergie a été observée dans I'induction de LT-CD8*
lors de I'administration de STxB couplé a un antigéne et de I'adjuvant a-Galactosylcéramide
(a-GalCer)?®L. L’a-GalCer a I'origine est une molécule extraite des éponges marines qui se lie
au CD1d (qui est une molécule apparentée au CMH [) présent sur les NKT invariants (iNKT) ;
cette association induit une sécrétion cytokinique typique Thl et Th2 ainsi que la maturation
des DC. Son association a STxB permet de réduire les doses du vaccin nécessaires pour induire
un grand nombre de LT-CD8* spécifiques?®*. De facon intéressante, il existe une faible réponse
humorale contre STxB aprés des administrations répétées du vaccin. Ces anticorps induits ne

sont pas neutralisants et n’interférent pas avec I'efficacité du vaccin®1.

Nous avons ainsi couplé STxB a différentes protéines ou a un long peptide dérivé de E7
(STxB-E7) et montré sa capacité a induire de fortes réponses LT-CD8* et a protéger des souris

contre la croissance tumorale ou contre une infection virale33236:291,
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Premier travail : Synergie entre radiothérapie et vaccin dans le traitement des

cancers de la sphére ORL associés a I’'HPV

Article publié dans le journal Molecular Cancer Therapeutics ; Impact Factor 2013 = 6,107 ;

Rank Oncology = 23/203-Q1

Titre original : Synergy of radiotherapy and a cancer vaccine for the treatment of HPV-

associated head and neck cancer

La radiothérapie est I'un des traitements principaux des patients atteints de cancers
des voies aérodigestives supérieures. En dehors du vaccin thérapeutique Provenge dans les
cancers de la prostate?®?, les autres vaccins anti-tumoraux n’ont pas encore démontré leur
efficacité clinique dans des essais de phase Ill randomisés. Parallelement, la radiothérapie
influe sur le microenvironnement tumoral induisant un recrutement de cellules
inflammatoires et immunitaires?®3. Nous nous sommes d’abord demandés si la radiothérapie
pouvait améliorer |'efficacité de notre vecteur vaccinal STxB-E7. Pour cela nous avons
développé un modeéle de tumeur de la langue que nous pouvons suivre par bioluminescence
in vivo qui exprime I'antigéne E7 de ’'HPV16 (cellules TC1/Luc). Dans une premiere expérience
nous avons montré, dans un modeéle thérapeutique, que la vaccination intrapéritonéale (ip)
par STxB-E7 associée a une dose d’irradiation locale de 7,5 Gy (délivrée en une fois ou de fagon
fractionnée) (STxB-E7 + IR) induisait une diminution de la taille tumorale et une amélioration
de la survie des souris par rapport a des groupes traités par STxB-E7 seul ou uniquement par
irradiation (IR). Ce résultat met en évidence I'efficacité thérapeutique de I'association de la
radiothérapie et de notre immunothérapie. Nous avons ensuite montré que les tumeurs des
souris traitées par la combinaison radiothérapie et immunothérapie étaient plus infiltrées par
des LT-CD8"* spécifiques que les autres groupes. De plus, cette infiltration par des LT-CD8* est
corrélée a la taille tumorale et est absolument nécessaire a la régression tumorale. En effet,
une élimination de ces LT-CD8* a l'aide d’un anticorps abolit I'effet anti-tumoral de la

combinaison STxB-E7 et radiothérapie.

Les souris guéries par la combinaison STxB-E7 et radiothérapie ont ensuite été
regreffées par les cellules TC1/Luc 3 mois ou 18 mois apreés la premiére greffe tumorale sans
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aucun traitement associé. Les souris résistaient toutes a ce nouveau challenge tumoral et ne
développaient pas de tumeurs. Pour compléter cette expérience et montrer une mémoire pas
seulement locale mais aussi systémique a distance de la tumeur primaire, les cellules
tumorales (TC1/Luc) ont été injectées en intraveineuse pour permettre le développement de
métastases pulmonaires. Toutes les souris sont également protégées du développement de
métastases pulmonaires. Ces résultats indiquent que la combinaison radiothérapie et STxB-
E7 induit une mémoire immunitaire LT-CD8* possiblement responsable du controle de la
croissance tumorale a la fois locale et a distance du site primaire. Afin de comprendre les
mécanismes expliquant la synergie de cette combinaison, nous avons montré que celle-ci
modifiait I'architecture et la fonctionnalité des vaisseaux. Ainsi, les groupes traités par STxB-
E7 + IR présentent une augmentation significative du nombre de péricytes qui sont des
régulateurs clés du remodelage vasculaire par rapport aux autres groupes. Cette
augmentation des péricytes est caractéristique de la normalisation vasculaire. En effet, les
vaisseaux associés a la néoangiogenése tumorale sont tortueux et anormaux avec une perte
du recouvrement des cellules endothéliales par les péricytes et une rupture de la membrane
basale. Ces anomalies expliquent une perte de la fonctionnalité de ces cellules et une
perfusion peu efficace responsable d’un état hypoxique3”2%4, La réversion de cet état est
appelé « normalisation vasculaire ». Dans notre modeéle, nous avons confirmé qu’aprés
traitement par STxB-E7 et radiothérapie, il existe une augmentation de la perméabilité et de
la perfusion des tissus. En paralléle a ces phénomeénes, notre combinaison thérapeutique
permet une activation des vaisseaux (induction de la molécule ICAM-1) qui pourrait faciliter
I'infiltration des LT-CD8*. Ces résultats suggerent donc que la combinaison STxB-
E7/radiothérapie induit une normalisation vasculaire et une activation des cellules
endothéliales qui pourraient expliquer 'augmentation du recrutement et l'infiltration des LT-

CD8* au sein des tumeurs.
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Second travail : Le phénotype muqueux des lymphocytes T CD8" induit apres
vaccination est crucial pour controler la croissance des tumeurs muqueuses

Article publié dans le journal Science Translational Medicine ; Impact Factor 2013 = 14,414 ;

Rank Medicine, Research & Experimental = 3/124-Q1

Titre original : Mucosal imprinting of vaccine-induced CD8* T cells is crucial to inhibit the

growth of mucosal tumors

Suite a ce premier travail, nous avons voulu comprendre pourquoi la vaccination
thérapeutique avec STxB-E7 par voie intramusculaire (IM) sans irradiation associée était peu
efficace pour controler les tumeurs orthotopiques de la sphére ORL et nous avons cherché a

améliorer la réponse immunitaire induite par STxB-E7%°°.

Des travaux antérieurs avaient montré que des vaccins anti-cancers reposant sur STxB
administrés par voie sous-cutanée ou IM étaient capables de controler des tumeurs greffées
en sous cutanée3323¢ Dans le domaine des maladies infectieuses, il est connu que les vaccins
administrés par voies muqueuses induisent de meilleures réponses immunitaires mugueuses
capables de mieux protéger vis-a-vis de pathogénes de localisations muqueuses?®. Comme
les tumeurs de la sphére ORL sont des tumeurs mugueuses nous nous sommes demandés si
une vaccination thérapeutique par voie muqueuse intranasale (IN) était capable d’induire de

meilleures réponses anti-tumorales que la vaccination intramusculaire systémique.

Pour cela nous avons dans un premier temps montré que la vaccination IN avec STxB-
E7 induit des LT-CD8* spécifiques fonctionnels dans la rate et dans le compartiment muqueux
(lavages broncho-alvéolaires, ganglions médiastinaux) alors que la voie d’immunisation IM
n’‘induit que des réponses LT-CD8* spécifiques fonctionnelles dans la rate. STxB-E7 est
d’ailleurs plus efficace que le polypeptide E7 non vectorisé pour induire des réponses
muqueuses ou systémiques.

Dans un second temps nous avons montré que cette immunisation IN prophylactique
(Prime Jour 0 par STxB-E7 + a-GalCer — Boost Jour 14 par STxB-E7) permettait de protéger les

souris contre une greffe de cellules tumorales dans la muqueuse sublinguale alors que la voie
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IM ne permettait pas une protection aussi efficace. Dans un modeéle thérapeutique (greffe —
Prime J5 — Boost J10) beaucoup plus agressif, la voie d’'immunisation IN a permis de protéger
100% des souris alors que la voie IM en a protégé moins de 30%. Ces résultats ont également
été validés dans un modéle de tumeur pulmonaire.

Afin d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes de cette protection
tumorale induite par la vaccination IN nous avons mis en évidence la présence de LT-CD8*
intratumoraux in situ suite a une vaccination muqueuse intranasale, alors qu’apres
vaccination IM les LT-CD8* sont localisés en périphérie de la tumeur mais ne l'infiltrent pas.
De plus le nombre de LT-CD8* spécifiques intratumoraux apres vaccination IN est 40 fois plus
élevé. L'élimination des LT-CD8* par des anticorps déplétant abolit completement I'effet anti-
tumoral de la vaccination muqueuse indiquant un réle majeur de ces cellules dans la

protection observée.

Nous avons ensuite montré que le CD49a et le CD103 sont surexprimés par les LT-CD8*
des lavages bronchoalvéolaires (LBA) apres vaccination IN alors qu’ils ne le sont pas par les LT-
CD8* spécifiques systémiques (rate). Le CD49a est également surexprimé par les LT-CD8*
spécifiques intratumoraux. Nous avons donc neutralisé (anticorps bloquants) les molécules
CD103* ou les molécules CD49a* dans notre modele thérapeutique tumoral ; les souris traitées
par I'anticorps anti-CD49a ont montré une diminution de l'infiltration des LT-CD8* au sein des
tumeurs qui était corrélée a une diminution de la survie indiquant que le CD49a pourrait étre
nécessaire a la migration intratumorale ou a la rétention intratumorale des LT-CD8*. Malgré
une expression élevée de CD103 sur les LT-CD8* spécifiques nous n’avons pas noté de
différence de survie en bloguant cette molécule ; I'explication pourrait résider dans le fait que
notre modele tumoral n’exprime pas la E-Cadhérine, le ligand de CD103. Il est intéressant de
noter que la voie d’'immunisation IN protége aussi bien contre les tumeurs sous-cutanées que
la voie IM, mais que les LT-CD8* spécifiques intratumoraux de ces tumeurs sous-cutanées
n’expriment pas le CD49a. Nous avons montré que cette expression de CD49a a la surface des
LT-CD8* est dépendante des DC. En effet seules les DC des poumons de souris immunisées par
voie IN avec STxB-OVA ont permis d’induire le CD49a sur les LT-CD8* spécifiques de OVA alors
que les DC de la rate prélevées aprés une immunisation par STxB-OVA par voie IM ne

présentaient pas cette propriété.
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Finalement, nous avons montré que les tumeurs mugueuses sont plus infiltrées en LT-
CD8* CD49a* que les tumeurs non muqueuses chez 'Homme indiquant que nos résultats

pourraient étre extrapolés pour les tumeurs humaines.

Ces résultats permettent de mettre en évidence pour la premiere fois I'importance
d’induire une immunité locale muqueuse anti-tumorale pour protéger contre une tumeur
mugqueuse et le role de la voie d'immunisation pour I'obtention de cette réponse muqueuse.
Nous avons également montré que l'intégrine CD49a joue un role dans cette réponse anti-
tumorale et que linduction d’expression de cette intégrine est dépendante des DC

mugueuses.
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Troisiéme travail : Les lymphocytes T CD8" résidents mémoires jouent un role
majeur dans la protection anti-tumorale

« Article en cours de préparation »

Titre en anglais : Tissue-resident memory T cells play a major role in tumor protection

Auteurs : Mevyn Nizard et al.

Effector T lymphocytes (Teff) are classically considered as the main actors of
antitumoral immune response. Here we show for the first time the critical role of tissue-
resident memory T cells (Trm) in the protection against orthotopic tongue tumor challenge
after STxB-E7 immunization. A transcriptional and a flow cytometric analysis confirmed the
presence of Trm in broncho alveolar lavages characterized by the expression of CD49a and
CD103. Inhibiting the ability of CD8+T cells to migrate to tissues using FTY720 treatment
showed a critical role of Trm and not circulating CD8+ T cells for anti-tumor effect.
Neutralizing transforming growth factor-B (TGF-B) antibody elicited a decrease of Trm
induction in vivo associated with reduced tumor protection. Parabiosis experiments showed
that circulating T cells alone were not able to trigger tumor protection. Together, this results
highlight for the first time the critical role of Trm in anti-tumor response, and refine the
characterization of this T cell subset. Finally, the Trm might be used as a new surrogate

markers of clinical and preclinical therapeutic vaccines.

Résumé :

Les lymphocytes T effecteurs sont classiqguement considérés comme les acteurs

principaux des réponses immunitaires anti-tumorales. Nos travaux montrent que les
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lymphocytes T résidents mémoires (Trm) ont un role majeur dans la protection contre des
tumeurs TC1 orthotopiques de la langue aprés vaccination par STxB-E7. En effet, une analyse
transcriptomique a montré la présence de Trm dans les lavages broncho-alvéolaires de souris
immunisées et 'analyse par cytométrie en flux nous a permis de définir ces Trm par les
marqueurs CD103 et CD49a. L’inhibition de la migration des LT-CD8+ dans les tissus par le
FTY720 montre que les souris sont toujours protégées aprés vaccination muqueuse et ce
uniguement grace aux Trm en l'absence d’afflux de LT circulants. Par ailleurs nous avons
modulé négativement le nombre de Trm in vivo par un traitement avec un anticorps
anti-TGF-B (Transforming Growth Factor-f) et montré que la diminution des Trm était corrélée
aune plus faible protection anti-tumorale. Par ailleurs, grace a des expériences de parabioses,
nous avons montré que les LT circulants ne permettent pas de protéger seuls contre une
tumeur. Nos résultats mettent en avant pour la premiére fois le réle des Trm dans la
protection tumorale et complétent la caractérisation des ces cellules. Ils ouvrent également
la voie vers de nouveaux biomarqueurs de l'efficacité clinique et préclinique des vaccins

thérapeutiques.
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Matériels et Méthodes

Transcriptome

Des souris C57BL/6 ont été immunisées par STxB-E7 (20ug) + a-GalCer (2ug) par voie
IN ou IM puis immunisées une seconde fois par STxB-E7 (20ug) 14 jours aprés (prime-boost).
Sept jours apres la seconde immunisation, les LBA ou les rates des souris ont été récupérés et
les LT-CD8*tet*CD44" ont été triés par trieur de cellules BD FACSAria I, 'ARN des cellules a
été extrait grace au kit QIAGEN® RNeasy Plus Micro Kit puis génotypé par puce a ADN
(Affymetrix) par la plateforme de génomique et transcriptomique de I'Institut Cochin. Les
données ont été normalisées grace a Bioconductor par un algorithme RMA. Les analyses
statistiques ont été faites grace au logiciel Partek®GS. Dans un premier temps, les variations
dans I'expression génique ont été analysées par regroupement hiérarchique non supervisé.
Une analyse « one way ANOVA » pour chaque gene a été effectuée et appariée par un test de
Tukey. Dans un second temps, nous avons utilisé la p-value et le fold change pour filtrer et
sélectionner les génes différentiellement exprimés. L’analyse fonctionnelle a été faite grace

au logiciel Ingenuity (Ingenuity® Systems, USA).

Parabiose

Des souris C57BL/6 ont été immunisées (prime-boost) puis la chirurgie est effectuée 7
jours apres la seconde immunisation. Le protocole précis de parabiose est décrit dans I'article
publié¢ par Duyverman AM et collégues dans Nature Protocols?®®. Les étapes sont les

suivantes :

- Les souris sont soigneusement rasées et la peau désinfectée a I'aide de Bétadine a
usage vétérinaire

- Anesthésie générale (par un mélange de kétamine et de xylazine (100 mg kétamine/kg
et 10 mg xylazine/kg) par voie intrapéritonéale) des deux souris (méme age, méme
poids) en parallele

- Uneligne d’incision est faite a I'aide d’'un marqueur permanent sur la peau des souris

(méme taille et opposée)
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- Incision de la peau de la souris 1, seule la couche superficielle de la peau doit étre
séparée (la peau est disséquée du bas ventre jusqu’a la région dorsale de la souris)

- Une fois la peau disséquée ; a 'aide d’une pince et de ciseaux, une fine couche de
muscles recouvrant les cotes d’environ 2 cm de long est récupérée. (maintien a l'aide
de liquide physiologique des tissus ainsi que des yeux des souris afin d’éviter leur
assechement)

- La peau de la souris numéro 2 est disséquée de la méme facon que la premiére (en
laissant solidaire cette fois ci la peau du bas ventre)

- Les deux souris sont positionnées I'une en face de 'autre

- Le muscle de la souris 1 est suturé sur le muscle costal de la souris 2 a I'aide de sutures
fines 7.0

- La peau est finalement recousue I'une a I'autre a I'aide d’agrafes Michel

- Lamoitié des agrafes seront retirées apres une semaine, la seconde partie tombe seule

- Tous les protocoles, criteres d’arréts, problemes sont minutieusement décrits dans

I’article de Nature Protocols?°®.

Ce protocole a été soumis et approuvé par le comité d’éthique de Paris Descartes sous le
numeéro de projet 14-009.

Traitement anti-TGF-$3

Les souris ont été traitées par un anticorps anti-TGF-B (BioXcel) ou son isotype par voie
intrapéritonéale. Les souris sont immunisées par STxB-E7 + a-GalCer et traitées par 200ug
d’anticorps anti-TGF-B le méme jour, puis traitées 3 fois par semaines a raison de 100ug
d’anticorps par injection. Les souris sont ensuite immunisées une seconde fois par STxB-E7
puis traitées avec 200ug d’anti-TGF-B puis traitées 3 fois la semaine qui suit le boost a raison
de 100pg par injection. Le traitement a été arrété une semaine apres le boost des souris dans

tous les cas.

Traitement FTY720

Le FTY720 (Cayman Chemical) a été injecté aux souris par voie intrapéritonéale tous
les jours a partir de la veille de la greffe tumorale a 0,5 mg/kg/souris/jour. La lymphopénie
sanguine a été vérifiée par mesure des lymphocytes totaux grace a un automate Hemavet

950 FS (Drew Scientific).
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1. Les LT-CD8*tet* des LBA ont un phénotype de LT résidents mémoires

Nous avons montré dans le modeéle de vaccination intranasale par STxB-E7 que les
LT-CD8* spécifiques des antigénes localisés au site de la tumeur sont nécessaires a la
régression tumorale. Les dogmes actuels considérent les Teff comme les acteurs majeurs de
la réponse anti-tumorale. Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes de cette
immunité anti-tumorale, nous avons trié les LT-CD8* mémoires spécifiques (Tet*CD8*CD44")
des LBA aprées immunisation prophylactique par voie intranasale et les LT-CD8* mémaoires
spécifiques (Tet*CD8*CD44") de la rate aprés immunisation par voie intramusculaire. Nous
avons extrait I’ARN de ces cellules et effectué une analyse transcriptomique de ces deux
populations cellulaires. Nous avons ensuite effectué une analyse comparative afin de mettre
en évidence les différences d’expressions géniques entre ces deux populations. Le phénotype
des LT-CD8* mémoires des LBA présentait de grandes similitudes avec celui des Trm décrit par
Mackay et ses collegues'’>. Le tableau 1 montre I'expression différentielle statistiquement
significative entre les génes des LT-CD8* des LBA par rapport aux genes exprimés par les
LT-CD8* mémoires de la rate et spécifiques du méme antigene ; parmi les génes surexprimés
des LT-CD8* du LBA on retrouve : le CD103 (itgae), le CD49a (intégrine a1p1—itgal (intégrine
alpha 1) et itgb1 (intégrine beta 1)), le CD69, le TGF-81, les Gzm b et k, 'IFN-yr1 ; le geéne s1prl
est par contre sous exprimé dans cette population. Nous avions précédemment observé une
augmentation d’expression du CD49a et du CD103 par cytométrie, ce que confirme cette

297 qu’il ait été montré

analyse. Le fait que le CD49a soit un marqueur de survie a long terme
comme étant un marqueur de Trm dans le cerveau'®* et enfin, qu’il soit trés significativement
présent sur les LT-CD8* des LBA par rapport aux LT-CD8* de la rate (itgal : p-value = 0,00039
avec une différence d’expression génique (fold-change) de 10,2 et itgb1 : 0,00019 avec un
fold-change de 2) nous a incité a considérer le CD49a comme un marqueur des Trm des LBA.
Nous avons donc vérifié I'expression par les cellules des LBA du CD49a et du CD103 (qui est le

marqueur classiquement utilisé pour identifier les Trm) parmi les LT-CD8" spécifiques. Les

LT-CD8* des LBA exprimaient effectivement ces deux marqueurs (Figure 1 A.).

Symbole | p-value (IN vs. IM) | Fold-Change (IN vs. IM) Description
Cdh1 8.37601e-006 9.78007 cadherin 1
Cd244 0.0351428 2.30112 CD244 natural killer cell receptor 2B4
Itgal 0.000394506 10.234 integrin alpha 1
Skil 0.000191129 2.69014 SKl-like
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Litaf 0.00816968 3.98691 LPS-induced TN factor
Chn2 0.0254657 3.24576 chimerin (chimaerin) 2
Inppab 0.00733592 1.81802 inositol poIyphostszztﬁ—4—phosphatase,
Itgae 0.00783414 12.2342 integrin alpha E, epithelial-associated
Rgs1 0.000117565 7.13831 regulator of G-protein signaling 1
Rgs2 0.0112388 2.51599 regulator of G-protein signaling 2
Itga4 0.000100016 2.99929 integrin alpha 4
Itgb1 0.000186908 2.07827 integrin beta 1 (fibronectin receptor beta)
Nrp1 0.000216547 6.04297 neuropilin 1
Licam 0.000301622 2.89273 L1 cell adhesion molecule
Itgav 0.0029678 2.0298 integrin alpha V
Itgax 0.00504102 2.14555 integrin alpha X
Ccl3 0.0158177 6.5167 chemokine (C-C motif) ligand 3
Ccr8 0.0238727 7.81886 chemokine (C-C motif) receptor 8
cde9 0.0441022 1.57301 CD69 antigen
Gzmb 0.0026725 4.70964 granzyme B
Gzmk 0.000717274 16.1893 granzyme K
Ifngri 0.000902577 1.52844 interferon gamma receptor 1
Tgfb1 0.00298231 1.45522 transforming growth factor, beta 1
Semaéd | 143154e-007 711534 i Sl oy
Qpet 0.000723051 5 44708 glutaminyl—pept?de cyclotransferase
(glutaminyl cyclase)
Kircl 0.00660027 5 44536 killer cell lectin-like receptor subfamily C,
member 1
Fgfi3 0.000142502 -2.04061 fibroblast growth factor 13
Slamfé6 0.00307283 -2.12131 SLAM family member 6
Sidt1 4.49924e-005 -2.63139 SID1 transmembrane family, member 1
Rasgrp2 4.96269e-005 -3.54737 RAS, guanyl releasing protein 2
Siprl 0.000726345 -1.7019 sphingosine-1-phosphate receptor 1
cmah 5 450470-005 279481 cytidine monophospho-N-acetyIneuraminic
acid hydroxylase
Famé65b 0.00368236 -1.54242 family with sequence similarity 65, member B
Ly6c2 0.00130726 -1.7496 lymphocyte antigen 6 complex, locus C2
Ly6c1 0.0395886 -2.23292 lymphocyte antigen 6 complex, locus C1

Tableau 1. Expression différentielle des génes des LT-CD8* spécifiques mémoires des LBA. Le

tableau représente les génes surexprimés ou sous-exprimés de facon statistiguement

significative (p<0,05) par les LT-CD8* spécifiques mémoires des LBA induits apres vaccination

IN comparés a ceux exprimés par les LT-CD8* spécifiques mémoires de la rate induits apres

vaccination IM. En orange les génes surexprimés par les LT-CD8* des LBA par rapport aux

LT-CD8* de la rate, en vert les génes sous-exprimés par les LT-CD8* des LBA par rapport aux
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LT-CD8* de la rate. Le « fold change » représente la différence de quantité entre les génes des
LT-CD8* des LBA et des LT-CD8"* de la rate (si le géne X a un fold-change de 2 par rapport au
gene Y, X est 2 fois plus exprimé que le gene Y ; si son fold change est de -2, X est 2 fois moins
exprimé que Y). Ces genes sont caractéristiques des Trm. Ces résultats de transcriptomiques
ont été réalisés sur 2 expériences distinctes avec plus de 4 souris par groupe.

A)

LBA CD8 Rate CD8

-------..-’ LT_CD8+ -----’
STXB-E7 IN mémoires tet*
Prime + boost ~ CD44" du LBA

» CD49%9a

LT-CD8*
sasssssssasgp MEMOIres tett ssesedp
CD44hide la
rate

STxB-E7 IM
Prime + boost

B)
LD CD8*tet* du LBA LD CD8*tet* de la rate

s a1 @ s jai Q
100175 489 1073385 0,94

CD103

CD103

Q3
4,23
et . bt

3 4 10°

B
-10} 0 10} 10 10

CD49a CD49a

Figure 1. Mise en évidence des Trm du LBA. A. Les souris ont été immunisées par voie
intranasale ou intramusculaire par STxB-E7 + a-GalCer a JO (prime) et par STxB-E7 a J14
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(boost). A J21 les lavages bronchoalvéolaires des souris immunisées par voie intranasale ont
été récupérés ainsi que les rates des souris immunisées par voie intramusculaire. Les cellules
ont été marquées par tétramére DP-E73047, et avec des anticorps anti-CD8 et anti-CD44
associé a un marqueur de mort cellulaire (Live/Dead). Les LT-CD8*Tet*CD44" ont été triés et
I’ARN extrait. Une analyse transcriptomique a montré que les LT-CD8* spécifiques d’antigéne
des LBA avaient un profil phénotypique caractéristique des Trm sur la Heat map (rouge = sur
exprimé, vert = sous-exprimé) non retrouvé sur les LT-CD8* mémoires spécifiques du méme
antigéne de la rate. B. Dot-plots représentatifs des LT-CD8* des LBA : les LT-CD8*Tet* vivants
des LBA et de la rate ont été analysés par cytométrie en flux et les marqueurs CD49a et CD103
sont bien exprimés sur les cellules des LBA mais pas sur les cellules de la rate. Les analyses
transcriptomiques ont été effectuées sur trois échantillons de chacune des populations ; les
analyses phénotypiques ont été réalisées sur plus de 10 LBA. Ces résultats ont été obtenus sur
plus de 20 souris.

Les Trm des LBA sont donc CD8*tet*CD103*CD49a*; néanmoins les résultats
phénotypiques montrent 4 populations de LT-CD8* spécifiques ; la population CD49a*CD103",
la population CD49a"CD103*, la population CD49a*CD103* et la population double négative
CD49aCD103". Nous avons marqué la population double négative par le CD62L afin de
déterminer si ces cellules étaient des Tem ou des Tcm. Les cellules LT-CD8*tet*CD49a"CD103"
sont CD62L" donc présentent le phénotype des Tem (Figure 2 A.). Nous avons ensuite analysé
ces quatre populations au cours du temps (J0, J7, J30, J90) sur les LT-CD8*tet* des LBA apres
vaccination (prime — boost) (Figure 2 B.). Le nombre absolu de ces populations est représenté
sur la figure 2 C. et D.. Les souris non vaccinées ne présentent aucune population de LT-CD8*
dans les LBA. A J7 aprés le boost, les LT-CD8*tet* étaient CD49a"CD103*, CD49a*CD103;,
CD49a*CD103* ou CD49a"CD103". Il apparait trés clairement qu’a J7 les Trm les plus fréquents
sont les Trm double positifs CD49a et CD103. De facon intéressante, le CD103 est présent a J7
mais n’est quasiment plus présent sur les LT-CD8*tet* des LBA aux J30 et J90 ; en revanche, le
CD49a est lui présent sur plus de 95% des LT-CD8* spécifiques a J30 et J90. Aux vues de ces
résultats, nous avons considéré les populations LT-CD8*tet*CD49a*CD103", LT-CD8*tet*CD49a"
CD103* et LT-CD8*tet*CD49a*CD103* comme des Trm. La population double négative LT-
CD8*tet*CD49a'CD103" a été définie comme Tem. La cinétique d’apparition et de contraction
des Trm et des Tem dans le LBA est représentée en nombre absolu sur la figure 2C. et D.. Il
apparait que la population de Trm diminue au court du temps, mais reste présente dans les

LBA aJ90. La population de Tem est présente dans les LBA au jour 7 mais en tres faible nombre
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Iso CD62L

et n’est plus détectable a J30 et J90 (Figure 2D. et E.). Les Trm représentent la population de
LT-CD8* majoritairement induite dans les LBA aprés immunisation muqueuse et celle qui

persiste dans le temps dans notre modéle vaccinal.
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Figure 2. Cinétique d’apparition des Trm et Tem. Les souris ont été immunisées par STxB-E7
(prime — boost) en intranasal et les LBA recueillis A. Expression de CD62L par les populations

vivantes LT-CD8 Tet CD103'CD49a dans les LBA de souris 7 jours apres I'immunisation ; cette
population double négative est également CD62L" ce qui correspond a la population de Tem.
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B. Cinétique d’apparition en nombre absolu des quatre populations de LT-CD8* spécifiques
dans les LBA de souris naives (JO) et des souris vaccinées 7, 30 et 90 jours aprés I'immunisation.

(CD103'CD49a ; CD103'CD49a ; CD103'CD49a" ; CD103'CD49a’) C. Cinétique d’apparition en
nombre absolu des Trm dans les LBA de souris naives (JO) et des souris vaccinées 7, 30 et 90

jours aprés I'immunisation. Les Trm correspondent aux trois populations LT-CD8" spécifiques

CD103'CD49a ; CD103 CD49a’ ; CD103'CD49a". D. Cinétique d’apparition en nombre absolu
des Tem dans les LBA de souris naives (JO) et des souris vaccinées 7, 30 et 90 jours apres

I'immunisation. Les Tem correspondent a la population double négative CD8'Tet' CD103’

CD49a . E. Cinétique d’apparition en nombre absolu des Trm et des Tem au cours du temps.
Chaque expérience a été reproduite 2 fois et comporte au minimum 6 souris.

2. Fonctionnalité des LT résidents mémoires et role dans la protection anti-

tumorale

Nous avons ensuite voulu vérifier la capacité des Trm a induire une protection anti-
tumorale in vivo. Nous avons pour cela immunisé des souris (prime — boost) et récupéré les
LBA a J7 apreés le boost, nous avons trié les Trm des LBA et les Tem de la rate et des LBA puis
vérifié la sécrétion d’IFN-y. Les deux populations sécrétent de I'IFN-y reflétant leur
fonctionnalité sans différence significative entre les Tem de la rate ou des LBA et les Trm des
LBA (Figure 3A.) Il ne semble pas y avoir également de différence d’avidité entre ces deux
populations (Fig 3A.). Nous avons par la suite immunisé des souris avec STxB-E7 par voie
intranasale (prime — boost) puis nous avons greffé 50 000 TC1 dans la muqueuse sublinguale
au jour 21. Pour cette expérience nous avons traité les souris par du FTY720 (0,5mg/kg/jour)
des le jour 20 ; cette molécule induit une diminution d’expression du S1PR1 par les
lymphocytes responsables de leur rétention dans les ganglions et dans la rate ce qui empéche
la recirculation de ces cellules?®®2%°, De facon attendue, dans le sang des souris traitées par le
FTY720, la lymphopénie est visible des le premier jour de traitement (Figure 3B.).

Les souris immunisées, traitées par le FTY720 et greffées survivent a plus de 50% en
dépit du non recrutement des lymphocytes du sang, de la rate et des ganglions, alors que les
souris contrbles décedent toutes. Il est intéressant de noter que les souris contréles non
immunisées, traitées par le FTY720 décedent plus rapidement que les souris controles non
immunisées non traitées par le FTY720 (Figure 3C.). De plus, lorsque nous analysons la

présence de lésions tumorales sur ces souris, il apparait que les souris traitées par le FTY720
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mettent plus de temps a contréler la tumeur que les souris immunisées non traitées mais
permettent néanmoins une protection partielle significative (Figure 3D.). Ces résultats
montrent que les LT résidents locaux permettent de protéger 50% des souris. 50% des souris
ne contrdlent pas la tumeur ce qui pourrait s’expliquer par le non recrutement des cellules
circulantes, qui auraient donc également un role dans la protection tumorale a un temps

précoce apres immunisation.

Les résultats précédents montrent que la cinétique de contraction des Trm au fil du
temps correspond a une diminution drastique du nombre de Trm entre le J7, le J30 et le J90.
Nous avons voulu vérifier que les Trm a J30 avaient toujours la capacité de protéger. Pour cela
nous avons immunisé des souris avec STxB-E7 (prime — boost) puis greffé 50 000 TC1 dans la
langue des souris au jour 30. Environ 40% des souris immunisées survivent a cette greffe
tumorale a distance de I'immunisation (Figure 3E.). Il est a noter qu’a J30, ces souris ne
présentent que des Trm dans leur LBA. Pour améliorer cet effet anti-tumoral a distance nous
avons immunisé des souris (prime — boost), greffé 50 000 TC1 dans la langue des souris au jour
7 et analysé la survie. A 16 jours post-greffe, 100% des souris immunisées survivent alors que
les souris contréles décédent toutes. 30 jours apres cette premiére greffe, nous avons greffé
une seconde fois 50 000 TC1 dans les langues des souris qui avaient été précédemment
protégées; a 18 jours, 100% des souris immunisées greffées survivent alors que les souris
contrbéles meurent rapidement. Nous avons ensuite attendu 60 jours aprés cette seconde
greffe et nous avons greffé une troisieme fois les souris qui avaient contré6lé deux fois la
croissance tumorale ; pour cette troisieme greffe, nous avons traité les souris avec du FTY720
un jour avant la greffe. Malgré le traitement, ces souris ont toutes controlé les tumeurs sans
récidive a J200 (Figure 3F.). Il est intéressant de noter que 20% des souris immunisées
présentent des lésions tumorales visibles a I'ceil nu apres la premiere greffe tumorale et les
contrblent apres 25 jours ; apres la seconde greffe, 20% des souris présentent des lésions
tumorales également, mais cette fois-ci le controle des tumeurs est total apres seulement 7
jours ; apres la troisieme greffe, malgré le traitement par le FTY720, aucune souris ne présente
de lésion tumorale. Apres 2 greffes tumorales, les cellules immunitaires mémoires résidentes
localement induites sont suffisantes pour protéger contre une troisieme greffe et de facon
plus efficace méme 60 jours apres la derniére rencontre avec I'antigene tumoral (Figure 3F.

etG.).
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Figure 3. Fonctionnalité des cellules résidentes mémoires. A. Elispot IFN-y effectué avec des
Tem de la rate, des Tem des LBA ou des Trm des LBA triés 7 jours apres le boost de souris
vaccinées (prime — boost). Les trois populations sécrétent de I'IFN-y sans différence
significative quel que soit la concentration de peptides utilisée pour la stimulation (expérience
d’avidité). B. Mesure des lymphocytes totaux (Hemavet 950 FS) sur des sangs de souris
traitées ou non par le FTY720. C. Courbe de Kaplan-Meier représentant la survie de souris
contro6les non vaccinées (Ctrl), de souris contréles traitées par le FTY720 (Ctrl + FTY720), de
souris immunisées (STxB-E7 IN), de souris immunisées traitées par le FTY720 (STxB-E7 IN +
FTY720). Les souris ont été greffées 7 jours apres le boost ; la survie des souris du groupe
STxB-E7 IN + FTY720 est significative par rapport aux souris controles. D. Représentation du
pourcentage de souris de I'expérience décrite en C. n‘ayant plus de lésions tumorales
sublinguales visibles a I'ceil nu dans les groupes Ctrl, STxB-E7 IN et STxB-E7 IN + FTY720. E.
Courbe de Kaplan-Meier représentant la survie de souris immunisées (prime — boost) et
greffées a J30 dans la muqueuse sublinguale avec des TC1. F. Courbe de Kaplan-Meier
représentant la survie des souris immunisées (STxB-E7 IN) greffées avec des TC1 aux jours 21,
51,111 et des souris contréles non immunisées 1, 2 et 3 (Ctrl 1, 2, 3) greffées respectivement
aux jours 21,51 et 111 ; les souris STxB-E7 IN ont été traitées a partir du jour 110 tous les jours
par 0,5mg/kg de FTY720 en ip. G. Représentation du pourcentage de souris de I'expérience
décrite en F. n’ayant plus de lésions tumorales sublinguales visibles a I'ceil nu dans les groupes
STxB-E7 IN, Ctrl 1, Ctrl 2 et Ctrl 3. Chaque expérience comporte plus de 5 souris par groupe et
a été reproduite au minimum 3 fois (Les expériences des figures F et G ont été reproduites 2
fois). Ns = différence non significative. **** indique p < 0,0001.

3. Les LT-CD8"* spécifiques circulantes seules ne protegent pas contre une

greffe tumorale

Nous avons montré que la protection tumorale était fortement corrélée avec la
présence de Trm ; nous nous sommes demandés ensuite si les LT circulants (Teff, Tem) étaient
capables de protéger a eux seuls les souris contre une greffe tumorale. Nous avons immunisé
des souris (prime — boost) et avons connecté chirurgicalement (par parabiose) le systéme
sanguin de ces souris (parabionte immunisé& ) avec le systéme sanguin de souris naives
(parabionte non immunisé @ ). Cette opération chirurgicale permet aux deux systemes
sanguins d’étre connectés aprés 7 jours ( [} ‘ ). Nous avons vérifié la présence de LT-CD8*tet*
dans la rate des deux parabiontes et con#r";né la présence de LT-CD8* spécifiques dans ces

deux compartiments (Figure 4A.). En revanche, la présence de Trm dans les LBA a été détectée

de fagon significative dans les parabiontes immunisés (Figure 4A. et B.) tandis qu’ils sont a la
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limite de la détection dans les parabiontes non immunisés, indiquant ainsi la présence de LT
circulants et Trm dans les parabiontes immunisés et la présence de LT circulants dans les
parabiontes non immunisés mais une tres faible présence de Trm dans les parabiontes non
immunisés (Figure 4B.). Nous avons ensuite greffé chez les souris parabiosées, 7 jours apres
la chirurgie (14 jours apres le boost) 50 000 TC1 dans la langue des parabiontes non immunisés
et suivi la survie. Toutes les souris parabiosées avec parabiontes non immunisés greffés
décédent aussi rapidement que les souris controles (souris naives greffées), alors que prés de
25% des parabioses avec parabiontes immunisés greffés survivent (Figure 4C.). Ces résultats
mettent en avant le fait que les cellules circulantes seules ne sont pas capables de contréler
la croissance tumorale dans un site muqueux sans cellules résidentes induites localement ; ils
confirment également le fait qu’une immunisation locale muqueuse permet d’obtenir des

réponses anti-tumorales locales muqueuses mais pas sur d’autres sites muqueux a distance.

Par ailleurs, il est a noter que dans les parabiontes immunisés, la protection est plus
faible que celle observée chez des souris sauvages immunisées pour une raison non expliquée

(stress chirurgical ? Immunosuppression associée a la chirurgie ?).
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Figure 4. Les LT-CD8* circulants sans les LT-CD8* résidents ne protégent pas contre une greffe
tumorale. Des souris immunisées (STxB-E7) ont été chirurgicalement parabiosées (connexion

du systeme sanguin par chirurgie) avec des souris non immunisées sept jours aprés le boost.

A. Dot plots représentatifs des LBA et des rates de parabiontes marqués pour les LT-CD8*

spécifiques trente jours apres le boost (23 jours post-chirurgie). B. Histogramme représentatif

du pourcentage de Trm dans les LBA des parabiontes immunisés ou non immunisés 30 jours

aprés le boost. C. Sept jours aprés la chirurgie, les souris immunisées (parabionte vacciné

greffé) ou non immunisées (parabionte non vacciné greffé) des parabioses ont été greffées

dans la muqueuse sublinguale avec 50 000 TC1 et comparées a des souris naives non

immunisées non « parabiosées » (Controle). Les expériences de parabioses ont été réalisées

sur plus de 5 souris par groupe et reproduites 4 fois. *** indique p < 0,001.
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4. La modulation de l'apparition des Trm par lI'anti-TGF-B diminue la

protection anti-tumorale

Dans une derniére série d’expériences, nous avons voulu diminuer in vivo le nombre
de Trm dans le LBA et évaluer son impact sur la croissance tumorale. Nos analyses
transcriptomiques montraient que de nombreux genes exprimés par les Trm étaient régulés
par le TGF-B (Figure supplémentaire 1.). Par ailleurs, il a été montré que le TGF-B jouait un
réle dans la différenciation des Trm?273%, Nous avons donc cherché a inhiber le TGF-B pour

moduler les Trm.

Nous avons ainsi immunisé des souris (prime — boost) que nous avons traitées
simultanément par un anticorps anti-TGF- neutralisant (STxB-E7 IN + Anti-TGFB) ou par son
isotype controle (STxB-E7 IN + Iso anti-TGFB). A J30 apres I'immunisation, les LBA des souris
STxB-E7 IN + anti-TGFB présentent une diminution significative de Trm en comparaison aux
LBA des souris STxB-E7 IN + Iso anti-TGFp (Figure 5A.). De fagon notable, les deux populations
de Trm CD49a*CD103" et CD49a*CD103"* sont diminuées (Figure 5A.). Les Tem circulants des
souris traitées par I'anti-TGF-B sont l|égérement augmentés par rapport aux souris non
traitées. D’autre part, 5 jours apres la greffe tumorale, I'analyse des tissus linguaux a
également montré des différences significatives du nombre de Trm entre les deux groupes
(Figure 5B.). En inhibant le TGF-B, nous avons pu moduler négativement I'apparition de Trm
dans les LBA au jour 30 ; nous avons donc greffé 50 000 TC1 dans la langue de souris 30 jours
apres lI'immunisation et leurs traitements par I'anti-TGF-B ou par son isotype. Les souris
STxB-E7 IN + anti-TGFB contrélent moins bien la croissance tumorale (> 60% des souris) que
les souris immunisées traitées par l'isotype (< 40%) malgré le pourcentage de cellules
circulantes plus élevées dans ces souris (p=0,0490) (Figure 5C.). Ces résultats démontrent la
capacité de régulation négative de I'apparition des Trm par I’anti-TGF-p au niveau des LBA et
au niveau des tissus linguaux. Cette diminution des Trm corréle avec une moins bonne

efficacité anti-tumorale du vaccin thérapeutique.
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Figure 5. Modulation négative de I'apparition des Trm par I’anti-TGFB. Des souris ont été
immunisées (prime — boost) et traitées par I'anti-TGF-B (STxB-E7 IN + Anti-TGFB) ou son
isotype (STxB-E7 IN + Iso) (100ug en ip 3 fois par semaine ; 200 ug le jour des immunisations) ;
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le traitement a été arrété une semaine apreés le boost des souris. A. Histogramme du nombre
absolu de Trm dans les LBA des deux groupes de souris 30 jours apres le boost (les deux
populations combinées sont représentées dans la figure de gauche ; les populations
CD49a*CD103 et CD49a*CD103* dans les figures centrales) ; le pourcentage des Tem de la rate
des deux groupes est représenté dans la figure de droite. B. A J30 apreés le boost, les souris
sont greffées avec des TC1 dans la muqueuse sublinguale. Cing jours apres la greffe, les tissus
linguaux sont analysés par cytométrie en flux ; le nombre absolu de Trm entre les deux
groupes est représenté sur cet histogramme. C. Courbe de Kaplan-Meier représentant la
survie des deux groupes de souris greffées J30 aprés le boost. Ces expériences ont été
réalisées sur 6 souris minimum (A. B.) et sur 5 souris par groupe, répétées 3 fois (C.). Les
valeurs représentées correspondent a la valeur moyenne + SD. * indique p < 0,05.
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Figure supplémentaire 1. Interactome du TGF-. Cette image correspond aux résultats des
données de transcriptomiques (Figure 1. et 2.). La couleur représente le taux d’expressions
des genes des LT-CD8* mémoires des LBA par rapport aux LT-CD8* mémoire de la rate, le vert
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correspond aux genes sous-exprimés dans les LT-CD8* mémoires des LBA, le rouge correspond
aux genes surexprimés dans les LT-CD8* mémoires des LBA ; plus I'intensité de la couleur est
élevée, plus le géne est exprimé (rouge) ou sous-exprimé (vert). Les fleches en pointillées
correspondent aux interactions indirectes entre les génes, les fleches pleines correspondent
aux interactions directes entre les génes. Le géne du TGF-B est impliqué dans un trés grand
nombre d’interactions, notamment avec les genes du CD49a (itgal et itgb1) et le gene du
CD103 (itgae).
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Discussion
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Légende de la discussion :
Rouge = Figure de I'article publié dans Science Translational Medicine
Bleu = Figure de I'article publié dans Molecular Cancer Therapeutics

Vert = Figure des résultats du 3™ travail (Article en préparation)

1. Lavaccination par STxB-E7

1.1. Induction d’une réponse LT-CD8* spécifique d’un antigéne

Au cours de ces travaux nous avons montré que la vaccination par STxB-E7 associée a
I’a-GalCer permet d’induire des LT-CD8* spécifiques dans la rate aprés vaccination par voie
intramusculaire ou par voie intranasale alors que le peptide E7 seul (associé a I’ a-GalCer) lui,
ne permet pas d’induire ces réponses (Figure 1 A.). Ces réponses LT-CD8* spécifiques sont
multifonctionnelles de par leur sécrétion d’IFN-y (Figure 1 B.) et d’IL-2 et sont cytotoxiques in
vivo (Figure suppl 2.). Nous avons donc réussi a développer une stratégie vaccinale capable
d’induire de fortes réponses LT-CD8* spécifiques au profil multifonctionnel typique Thi,
considéré comme favorable au contréle des infections chroniques et des cancers®”:3%%, Ces
travaux prolongent des travaux antérieurs sur I'intérét de STxB comme vecteur vaccinal pour

I'induction de réponses LT-CD8* spécifiques d’antigénes33236:291,

1.2. Role de 'immunité locale dans la protection anti-tumorale

Comme abordé dans le chapitre 2.1. de l'introduction, de nombreux travaux dans le
domaine de linfectiologie montrent que la voie d’immunisation muqueuse (orale,
intrarectale, intranasale, intravaginale) permet d’induire de meilleures réponses immunitaires
antivirales au niveau des sites muqueux que la voie d'immunisation systémique (parentérale,
sous-cutané, intramusculaire)?%:302304 Néanmoins il a été montré que |'utilisation de vaccin
reposant sur des virus recombinants injectés par voie IM ou IN permet d’induire des réponses
comparables au niveau des muqueuses3°>3%, Ces résultats pourraient trouver une explication
dans la capacité des vecteurs viraux a diffuser dans les tissus notamment muqueux apres leur

administration par voie systémique.
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Nos résultats vont dans le sens des travaux du groupe de Belyakov302-304 Seule
I'immunisation par voie IN muqueuse a permis d’induire des LT-CD8* spécifiques fonctionnels
dans les compartiments muqueux (LBA, ganglions cervicaux et ganglions médiastinaux)
(Figure 3 A. et B.) ainsi qu’une protection anti-tumorale prophylactique et thérapeutique
apreés greffe de tumeurs dans un site muqueux (langue), alors que I'immunisation systémique
par voie IM n’a induit que des réponses systémiques (Figure 2.). Ces résultats ont été
confirmés également sur un second modele tumoral du poumon bien plus agressif (Figure 2
D. et E.). Cette réponse muqueuse plus faible aprés vaccination systémique pouvait étre
améliorée apres irradiation localisée de la tumeur induisant une augmentation de la
protection anti-tumorale ainsi qu’une augmentation de linfiltration intratumorale des

LT-CD8" spécifiques de I'antigéne E7 dont nous discuterons dans le chapitre 5. (Figure 1.).

Dans ces travaux, nous nous sommes focalisés sur un modeéle orthotopique de
tumeurs de la langue ou des poumons afin de caractériser les réponses anti-tumorales de
notre immunothérapie a I'opposé de la majorité des travaux précliniques qui se basent sur
des modeles de tumeurs sous-cutanées ; ces greffes sous-cutanées sont simples et
reproductibles mais ne miment pas les localisations anatomiques réelles des tumeurs. Chaque
localisation posséde un microenvironnement particulier qui peut influer sur la réponse
anti-tumorale locale, c’est pour cela que nous avons développé ces modeéles orthotopiques3®’
(Figure 2 A. et D.). D’autre part les cellules tumorales que nous greffons expriment I'antigéne
E7 de 'HPV16 qui est présent dans de nombreuses tumeurs ORL chez ’'Homme ce qui en fait

un modele de tumeur de la sphére ORL pertinent, bien gu’il ne soit pas spontané.

Enfin, nous avons montré que la vaccination par voie IM induit une protection
anti-tumorale contre une greffe sous-cutanée de la tumeur TC1 indiquant que la voie
intramusculaire permet la protection contre une tumeur systémique alors qu’elle ne permet
pas d’induire une protection efficace contre une tumeur muqueuse. Il est intéressant de
remarquer que la voie IN a également permis de protéger contre la croissance des tumeurs
sous-cutanées ce qui indique que la voie d’'immunisation IN muqueuse permet de protéger
efficacement contre les tumeurs muqueuses et systémiques alors que la voie d’immunisation
IM systémique ne permet de protéger efficacement que contre les tumeurs systémiques
(Figure 7 A. et B.). Ces résultats suggerent |'existence d’une compartimentalisation des

réponses anti-tumorales LT-CD8* spécifiques d’antigénes.
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2. Caractéristiques des LT-CD8" localement induits
2.1. Phénotype Trm
2.1.1. Phénotype

Les voies d’immunisation IN et IM sont donc différentes dans leur capacité d’induction
de la réponse immunitaire anti-tumorale. En triant les cellules mémoires induites par ces deux
immunisations nous avons montré que les cellules des LBA induites par vaccination IN
possédaient le phénotype des Trm. Elles possedent une signature moléculaire caractéristique
(Tableau 1.) et expriment des molécules distinctives de cette population comme le CD49a et
le CD103 (Figure 1 B.). Nous avons montré de facon étonnante qu’a temps tardif apres la
vaccination le CD49a est quasiment (95%) toujours présent sur les Trm et que le CD103 n’est
présent que sur les cellules exprimant le CD49a (Figure 2.). Il est important de remarquer que
certains travaux décrivent des Trm qui n’expriment pas le CD103 dans certaines localisations
et que certains Trm n’expriment pas le CD69%°2, Les résultats que nous décrivons sont en
accord avec la littérature et permettent de préciser le phénotype des Trm via le marqueur

CD49a.

2.1.2. Rodle du CD49a

Le CD49a (aussi identifié VLA-1, a1B1 ou ITGA1/ITGB1) est une intégrine présente sur
plusieurs types cellulaires comme les LT-CD8* 3%, les NK3%, les monocytes, les cellules

297 ce qui n’en fait pas un marqueur spécifique des Trm.

épithéliales et mésenchymateuses
Cette intégrine est présente chez I’'Homme et chez la souris et leurs séquences génétiques
sont orthologues (homologues entre les deux especes et descendent d’une séquence unique
du dernier ancétre commun aux deux especes). Les chercheurs ont montré plusieurs réles de

cette intégrine dont deux prédominent :

1) une action sur la migration intra tissulaire ou rétention cellulaire en interagissant

avec le collagéne de type IV310

2) un rdle sur la survie des LT308311-315
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Nos résultats indiguent que la voie d’immunisation IN induit des LT-CD8* spécifiques qui
expriment le CD49a précocement aprés I'immunisation mais également 30 et 90 jours apres
I'immunisation allant dans le sens des travaux précédemment publiés308311-316 (Figure 2.).
Cette intégrine est exprimée par les LT-CD8* spécifiques infiltrant les tumeurs sublinguales
aprés une vaccination par voie IN (Figure 5 F.) alors qu’elle n’est pas exprimée par les LT-CD8*
spécifiques infiltrant les tumeurs sous-cutanées aprés une vaccination par voie IM (Figure 7
C.). Egalement, lorsque nous inhibons la migration des cellules qui expriment le CD49a a I'aide
d’anticorps neutralisants, la protection tumorale est amoindrie et le nombre de LT-CD8*
intratumoraux est diminué confirmant également le réle du CD49a dans la migration cellulaire
(Figure 6.). Néanmoins, en raison de la non spécificité d’expression de CD49a par les Trm, nous
ne pouvons exclure un role d’autres cellules exprimant le CD49a dans la protection tumorale
observée. De plus, nous avons montré la présence du CD49a sur les LT-CD8" spécifiques
intratumoraux muqueux chez la souris mais également chez ’'Homme alors que les LT-CD8*
intratumoraux des tumeurs non muqueuses humaines expriment significativement moins le
CDA49a (Figure 8.). Ces résultats montrent pour la premiére fois I'expression du CD49a par les
Trm muqueux (seule I'expression transcriptomique a auparavant été démontrée) qui dans ce
contexte semble permettre 1) la migration des LT-CD8* vers les sites tumoraux et 2) la survie

des Trm a long terme.

2.1.3. RoleduCD103

L'intégrine CD103 (aussi identifié ar ou ITGAE) est une molécule présente sur de
nombreux types cellulaires comme les LT-CD8*, les DC, les mastocytes et les LT-CD4* ce qui
n’en fait donc pas un marqueur unique des Trm. Cette intégrine est codée par le géne itgae
orthologue entre la souris et I’'Homme. Le CD103 se dimérise avec I'intégrine B7 (ITGB7) pour
former l'intégrine aef7 qui interagit avec la E-Cadhérine. Méme si le CD103 est exprimé par
plusieurs types cellulaires, il est désormais clairement établi qu’il s’agit d’'un marqueur
consensuel des Trm. De récents travaux montrent que la présence des Trm CD103* au sein de
tumeurs humaines est associée a un pronostique favorable dans la survie des patients317-319,
L'interaction du CD103 avec la E-Cadhérine permet le positionnement des granules

cytotoxiques a l'interface entre les cellules cibles et les LT-CD8* spécifiques induisant ainsi
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I’exocytose du contenu des granules3?°. L’induction de 'expression du CD103 par les LT-CD8*
repose sur I'engagement du TCR des LT-CD8* et nécessite la présence de TGF-B. Les facteurs
de transcription SMAD et NFAT jouent un réle important dans I'induction de CD103 apres
cette costimulation des LT 3217324, Nos résultats montrent que les LT-CD8* spécifiques des LBA
induits apres vaccination par voie IN expriment le CD103 aux jours 7, 30 et 90 apres
immunisations (Figure 2 B.). En revanche, lorsque nous neutralisons la migration a 'aide
d’anticorps bloquant le CD103, nous n’avons pas observé de diminution de la protection
tumorale ni de diminution de l'infiltrat lymphocytaire T CD8* (Figure 6 A. et C.). Ceci pourrait
s’expliquer du fait que le modele tumoral TC1 n’exprime pas la E-Cadhérine, le CD103 n’aurait
donc pas de réle dans la migration intratumorale et dans la cytotoxicité des LT-CD8* dans ce
modele (Figure suppl 6.). Ce méme résultat a d’ailleurs été décrit dans un travail sur la
migration des Treg intratumoraux3%°. Ces données n’excluent pas que le CD103 pourrait avoir
un role dans la migration, la rétention tissulaire comme le décrivent de nombreux travaux ni
son rdle dans I'effet cytotoxique323326, Nous avons montré que 7 jours aprés immunisation IN
par STxB-E7, le CD103 est exprimé seul ou co-exprimé avec le CD49a ; il est intéressant de
noter que le CD103 n’est plus exprimé seul a 30 ou 90 jours apres I'immunisation mais qu’il
est quasiment exclusivement co-exprimé avec le CD49a (Figure 2.). Ceci pourrait étre dd au

role du CD49a dans le maintien de la survie a long terme des LT-CD8".

2.1.4. Role des cellules dendritiques

De nombreux travaux ont montré I'importance des DC dans I'imprinting des LT-CD8*
comme discuté dans le chapitre 3.1.3. de I'introduction. Nos travaux vont dans ce sens ; nous
avons démontré que seules les DC muqueuses des poumons étaient capables d’induire
I’expression du CD49a sur des LT-CD8* activés alors que les DC de la rate n’avaient pas cette
capacité dans les mémes conditions (Figure suppl 5.). D’autre part il est décrit que les DC
CD1c* humaines isolées du poumon permettent d’induire le CD103 et le CD49a sur les LT-CD8*
mugueux spécifiques via la sécrétion de TGF-B3%4, La vaccination par voie IN favorise I"accés
de I'antigene aux DC muqueuses, il est possible que la voie systémique ne permette pas un
acces facilité aux DC mugqueuses diminuant ainsi la capacité de la réponse immunologique

mugqueuse. Nos résultats indiquent que le vecteur vaccinal STxB permet de cibler différentes
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sous-populations de DC CD11c*CD11b* (population qui présente la plus forte expression de
CMH-I spécifique du peptide), CD8* et CD103* dont nous avons montré qu’elles sont toutes

capables de présentation croisée in vivo (Figure suppl 1.).

Malgré nos efforts nous n’avons pas encore clairement isolé la sous-population de DC
responsable de cet imprinting muqueux et continuons a caractériser les DC migratoires des
voies respiratoires et du NALT et les DC résidentes des ganglions médiastinaux et cervicaux. Il
se peut que différentes sous populations de DC au niveau des muqueuses soient capables de

cet imprinting muqueux.

2.2. Role des Trm dans la protection anti-tumorale
2.2.1. Role direct des Trm et cinétique de la protection anti-

tumorale

Les résultats que nous avons obtenus lors de ces travaux indiquent que les LT-CD8*
sont cruciaux dans la protection anti-tumorale dans notre modele (Figure 4 A. et C.). La voie
d’'immunisation intranasale par STxB permet d’induire deux populations principales dans les
LBA, les Trm et les Tem qui sont impliquées dans la protection anti-tumorale. Ces deux
populations sont capables de sécréter de I'IFN-y et ne présentent pas de différences en terme
de fonctionnalité et d’avidité par rapport aux LT-CD8* mémoires de la rate (Figure 3 A.). Nous
avons montré indirectement via I'inhibition du recrutement de LT circulants du compartiment
systémique que les Trm de facon isolée sont capables d’exercer une protection anti-tumorale
significative (50% de survie), 7 jours apres le boost immunologique (Figure 3 B. C. et D.).
L'efficacité des Trm a J7 aprés le boost n’est pas totale ce qui peut étre expliqué
potentiellement d’une part parce qu’aucune autre cellule du systéme immunitaire ne peut
atteindre la région lésionnelle et d’autre part parce que le nombre de Trm est faible. Un
premier argument en faveur de I'importance du nombre de Trm présent pour la protection
anti-tumorale a été d’observer que 30 jours apres I'immunisation, le nombre de Trm présent
dans les LBA était diminué et que la protection tumorale I'était également (Figure 2 C. et 3 E.).
Un second argument était qu’aprés une seconde greffe tumorale de souris vaccinées ayant
controlé la tumeur une premiere fois, les lésions étaient contrélées plus rapidement (Figure

3 G.) ; lorsque nous avons isolé le compartiment sublingual en traitant les souris par du
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FTY720, 50 jours aprés un second challenge tumoral, la croissance des tumeurs était
immédiatement contrblée (Figure 3 G.) ; ces résultats suggerent que le nombre de Trm
localement induit par notre immunothérapie influe sur I'efficacité de la réponse anti-tumorale
locale. Des expériences sont actuellement en cours afin de déterminer le nombre de Trm
présents dans le tissu lingual et dans les LBA juste avant une troisieme greffe tumorale. Ce
résultat corrobore les travaux du groupe de David Masopust montrant que le nombre de
LT-CD8* préexistants est inversement corrélé a la rapidité de leur différenciation ainsi qu’au
maintien de la capacité proliférative de ces cellules?®. Un troisiéme argument qui va dans ce
sens concerne la modulation négative du nombre de Trm par le TGF-B. Il a été démontré que
le TGF-B jouait un rble pivot dans la différenciation des Trm et I'interactome tiré de nos
résultats de transcriptomiques vont également dans ce sens (Figure suppl 1.). De plus, nous
avons montré que l'injection d’un anticorps neutralisant le TGF- provoquait une réduction
dans les LBA et dans la muqueuse sublinguale du nombre de Trm qui est corrélée a une
diminution significative de la survie des souris (Figure 5.). Ces résultats suggérent également

qgue le nombre de Trm influence I'efficacité clinique de la réponse anti-tumorale.

2.2.2. Role indirect des Trm dans la protection tumorale

Le groupe de David Masopust a démontré que lorsque les Trm rencontrent a nouveau
I'antigeéne de facon anamnestique, ils sont capables de sécréter de I'lFN-y qui induit une
sécrétion de chimiokines inflammatoires provoquant le recrutement de LT-CD8" mémoires
circulants®®. Un autre travail du méme groupe a montré que les Trm pouvaient induire
I’activation des cellules NK mais dans notre modeéle, nous n’avons pas retrouvé ces cellules au
contact du tissu tumoral (Figure suppl 4.)3?’. Nous avons montré dans des expériences de
parabioses que les LT-CD8" mémoires spécifiques circulants seuls ne permettent pas de
protéger contre un challenge tumoral (Figure 4.). Les Teff ne semblent donc pas suffisants
pour protéger contre la greffe de tumeurs muqueuses dans notre modele. Il faut toutefois
noter que notre modele tumoral n’exprime pas I'E-Cadhérine dont I'un des ligands est le
KLRG1 qui est exprimé par les Teff ; l'interaction entre ces deux molécules induit une
signalisation intracellulaire responsable de fonctions immunorégulatrices qui pourraient

expliquer ces résultats dans notre modéle328,

132



3. Limites de I’étude des Trm

Les Trm représentent donc une population lymphocytaire T CD8* mémaoire, résidente
capable de protéger contre le développement de tumeurs muqueuses. De nombreux travaux
ont montré cette capacité de protection dans des modeéles infectieux°%1°4327 mais notre
travail montre pour la premiere fois le réle des Trm dans la protection contre des tumeurs. Le
nombre des Trm induits par notre modele vaccinal est faible ce qui complique leur
caractérisation. Pour envisager un transfert adoptif de ces cellules, il faudrait pouvoir en
induire énormément. In vitro nous avons essayé de nombreuses cinétiques et de nombreux
mélanges cytokiniques (IL-15, TGF-B, TNFa, IL-33, ...) sans réussir a induire une différenciation
des LT-CD8* murines suffisamment marquée pour pouvoir les transférer. D’autre part il
n’existe pas, a notre connaissance, de marqueur unique des Trm ce qui en fait une population
difficile a éliminer spécifiquement. Nous avons tenté différentes stratégies de déplétion des
Trm sans succés comme l'injection localisée a la langue d’anti-CD8 ou l'injection intratrachéale
d’anti-CD8. D’un autre point de vue nous avons essayé d’amplifier les Trm locaux par une
injection intratrachéale de LT-CD8* activés sans réussir a augmenter le nombre final de Trm

dans les LBA.

4. Mécanismes de la synergie radiothérapie-vaccin

De facon intéressante nous avons montré que la voie d'immunisation IM permet
d’induire des T mémoires dans la rate associés a une faible protection
anti-tumorale muqueuse (Figure 1. Et 2 C.) alors que cette immunisation associée a la
radiothérapie permet d’améliorer tres significativement la protection anti-tumorale
(Figure 1.). Le remodelage du microenvironnement tumoral et la normalisation vasculaire
suggerent que les LT-CD8* spécifiques circulants peuvent accéder plus facilement au stroma
tumoral contribuant ainsi au contréle de la tumeur (Figure 2. Et 4.). A l'instar de nos résultats,
d’autres travaux ont montré que la normalisation vasculaire induit I'infiltration intratumorale
de LT-CD8* et que ces cellules sont des éléments clés dans la réponse anti-tumorale apres
radiothérapie 32°-331, Cette synergie a déja été observée avec différents vaccins ou avec des
immunomodulateurs impliquant d’autres mécanismes que la normalisation vasculaire ce qui

suggeére que cet effet synergique est potentiellement di a de multiples mécanismes332-334 par
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exemple, il a été rapporté que lors d’une faible irradiation localisée (2Gy), il existait une
amélioration du recrutement de LT-CD8* intratumoraux associée a une meilleure régression
tumorale. Cet effet était secondaire a une repolarisation des macrophages M2 en un
phénotype M1 exprimant iNOS. Cette repolarisation des macrophages et la présence de
LT-CD8* favorisait dans un second temps la normalisation vasculaire33°. Dans un modéle de
thérapie cellulaire par des LT-CD8* de type TH17, il a été montré que les DC irradiées
sécrétaient de I'lL-12 qui favorise la différenciation des LT-CD8* en lymphocytes cytotoxiques
anti-tumoraux33®. Enfin, un travail du groupe de Wu CY. a montré que la radiothérapie
augmentait l'infiltration de la tumeur par des cellules myéloides de type MDSC et
macrophages de type M2. De facon intéressante lors d’'une association thérapeutique
associant la radiothérapie et un vaccin thérapeutique, les LT-CD8* induits sont capables de
lyser ces cellules myéloides présentant des peptides antigéniques. Cet effet des LT-CD8*

contribuent a la synergie observée avec la radiothérapie332.

En extrapolant nos résultats, la radiothérapie localisée pourrait permettre de modifier le
microenvironnement de la tumeur qui par divers mécanismes pourrait potentiellement
induire le recrutement des LT-CD8* mémoires circulants au méme titre que les Trm induits
apres immunisation IN le font. Ces observations sont basées sur des corrélations qu’il sera

intéressant d’approfondir a I'avenir.

5. Extension des résultats

5.1. Autres tumeurs muqueuses

Nos observations sur la compartimentalisation de la réponse immunitaire aprés
vaccination sont appuyées par d’autres études. Entre autre, Wakabayashi A. et ses collegues
ont montré qu’une immunothérapie per os était nécessaire pour induire une réponse LT-CD8*
spécifique et le controle des tumeurs gastriques alors que la voie d’immunisation sous-
cutanée n’avait pas d’effet protecteur33’. Un travail de Bourquin C et de ses collégues ajoute
un argument en faveur de la compartimentalisation immunitaire ; en transférant des LT-CD8*
spécifiques par voie sous-cutanée ils ont pu induire une protection contre les tumeurs sous-

cutanées mais n’ont pas observé de protection contre les tumeurs gastriques338, Il faut garder
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a l'esprit que ces résultats sont dépendants des modeéles vaccinaux et animaux utilisés ; par
exemple, le groupe de Nardelli-Haefliger a montré dans un modéle thérapeutique que la
vaccination muqueuse intranasale ou intravaginale induit de plus faibles réponses contre une
tumeur vaginale que la vaccination sous-cutanée. Ces résultats pourraient étre expliqués par
la composition unique de la muqueuse vaginale dans laquelle il est tres difficile d’induire des
réponses LT-CD8* ; ils pourraient également étre expliqués par une protection humorale
permettant le rejet de la tumeur. En effet, la compartimentalisation immunitaire est moins
claire pour la réponse humorale que cellulaire, les anticorps ont la capacité de diffuser dans
les tissus (y compris les muqueuses) par transsudation comme c’est le cas pour les vaccins
prophylactiques contre I'HPV et contre les virus grippaux administrés par voie systémique.
Malgré ces possibilités, plusieurs travaux montrent la capacité de la voie d'immunisation

intranasale a induire des réponses LT-CD8* dans la muqueuse vaginale332340,

Nos travaux ainsi que ceux d’autres suggerent donc que la voie d’'immunisation doit

étre considérée dans I'induction des réponses cellulaires immunitaires anti-tumorales.

5.2. Echecs des thérapies chez ’'Homme

La grande majorité des essais cliniques reposant sur des vaccins thérapeutiques contre
les cancers muqueux ont montré a ce jour des résultats trés limités3*1. Parmiles grands espoirs
thérapeutiques contre les cancers du poumon, le vaccin Mage-A3 et le Stimuvax (L-BLP25 ou
Tecemotide) ont été testés dans un essai clinique de phase Ill mais n’ont pas démontré de
bénéfice clinique chez des patients atteints de cancers du poumon non a petites cellules34?-
345 Un autre vaccin, le CIMAvax®EGF, n’a montré qu’une trés faible influence positive sur la
survie d’'un sous-groupe de patients qui devaient étre en trés bon état général, avec une
tumeur de stade IV et 4gés de moins de 60 ans3%. Egalement, le GVAX® dans un essai de

phase I/1l et le Belagenpunmatucel-L (Lucanix®) dans un essai de phase lll n’ont pas montré

de résultats significatifs dans la survie des patients traités et atteints de cancers du poumon3*’,

Ces échecs thérapeutiques successifs malgré des résultats préliminaires prometteurs
pourraient potentiellement s’expliquer par le mode d’administration du vaccin ; toutes ces

thérapies ont été administrées par voie intramusculaire systémique. Compte tenu de nos
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travaux, la voie systémique intramusculaire pourrait étre a I'origine de ces mauvais résultats
cliniques ; nos résultats suggerent fortement que la voie d'immunisation muqueuse pourrait
améliorer les réponses cliniques et augmenter les chances de succés des vaccins
thérapeutiques chez I'Homme ciblant des tumeurs muqueuses. Ceci contraste avec le succes
des immunomodulateurs (anti-PD-1) observés dans les tumeurs du poumon348, Néanmoins,
comme précédemment mentionné, cette compartimentalisation ne semble pas opérer pour
les anticorps qui peuvent diffuser dans tous les sites muqueux de I'organisme méme aprés

une administration systémique.

5.3. Role pronostique des Trm chez ’'Homme

Nous avons montré que la présence de LT-CD8*CD49a* dans les tumeurs muqueuses
chez 'Homme est significativement plus élevée que dans les tumeurs non muqueuses et nos
résultats suggerent trés fortement que ces Trm sont impliqués dans la régression et dans la
protection tumorale. Par ailleurs nous avons mis en place des marquages par
immunofluorescence des Trm CD103*/E-Cadhérine ou CD49a* sur des coupes congelées de
tumeurs pulmonaires humaines dans une étude rétrospective actuellement en cours de
traitement statistique. Ensemble, ces données laissent penser que chez 'Homme les Trm
pourraient jouer un réle majeur dans le pronostic des patients. Trois travaux trés récents ont
d’ailleurs démontré que la présence de Trm CD103* dans les tumeurs des poumons, de la

vessie ou dans les tumeurs de I'ovaires était de bon pronostic3173%,

5.4. Traitement des patients

La sous-unité B de la toxine de Shiga que nous utilisons comme vecteur vaccinal n’est

291 ce qui en fait un vecteur tout a fait intéressant pour le

pas toxique et est peu immunogéne
développement d'immunothérapie chez I’'Homme. De plus, I'a-Galactosylcéramide est testé
dans de nombreux essais cliniques et n’a pas montré de toxicité associée a ce jour34°351,
D’autre part d’autres adjuvants (GM-CSF et CpG) utilisables en clinique ont montré une
synergie avec STxB3°2, La capacité d’induction d’une réponse anti-tumorale efficace de vaccins

reposant sur STxB pourrait étre transposée chez 'Homme sans contre-indications préclinique
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et clinique actuelle. Par ailleurs, nous avons montré que la radiothérapie et STxB-E7 agissent
en synergie et que cette combinaison permet d’induire des réponses anti-tumorales bien plus
efficaces que la radiothérapie seule ou que 'immunothérapie seule (Figure 1.). De plus nous
avons montré que cette combinaison permet la protection compléte des souris lors d’une
seconde greffe tumorale longtemps aprés la premiere greffe indiquant une mémoire
immunitaire anti-tumorale (Figure 2.). Ces résultats s’insérent aisément dans une optique
clinique réaliste puisque la radiothérapie constitue le traitement utilisé actuellement chez les
patients atteints de cancer des VADS (Chapitre 5.4.2. de lintroduction). La mémoire
immunitaire induite par ces vaccins pourrait diminuer les risques de récidives des patients. Le
traitement des patients atteints de cancers de la sphére ORL liés a I'HPV par STxB-E7 associé
a laradiothérapie est une perspective envisageable a court terme. Nos résultats montrent que
la vaccination par voie IN induit un taux de survie des souris lors de traitements
prophylactiques et thérapeutiques de 100% ; il sera particulierement intéressant d’associer la
radiothérapie a I'immunisation muqueuse par STxB-E7 dans ces essais cliniques. Enfin, de
facon plus générale, nos résultats compilés avec ceux de la littérature indiquent que la
vaccination par voie muqueuse semble étre une voie prometteuse dans le traitement des

tumeurs muqueuses.
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6. Syntheése des travaux

Ces travaux s’inscrivent dans un processus de recherche préclinique qui nous a permis
de valider un vaccin basé sur la sous-unité B non toxique de la toxine de Shiga couplé a un
antigene et associée a un adjuvant, I'a-Galactosylcéramide. Cette association induit de forte
réponses LT-CD8* spécifiques multifonctionnelles systémiques. Nous avons montré que la
vaccination par voie muqueuse intranasale permet I'induction de ces réponses LT-CD8* dans
les compartiments muqueux alors que la vaccination systémique classiguement utilisée n’a
pas cette capacité. De plus cette vaccination muqueuse, qu’elle soit prophylactique ou
thérapeutique, permet de protéger les souris contre la croissance de tumeurs de facon bien
plus efficace que la vaccination systémique. Nous avons montré que les LT-CD8* étaient
nécessaires a cette protection et que la radiothérapie synergise avec le vaccin et améliore la
survie des souris. Nos résultats montrent pour la premiere fois le réle des Trm en cancérologie,
ils contribuent trés largement a la protection anti-tumorale, et sont de bon pronostic chez les
patients atteints de cancers muqueux. Nos résultats permettent d’affiner le phénotype des
Trm grace a l'intégrine CD49a qui est impliquée a la fois dans la migration et/ou la rétention
des cellules et dans la survie a long terme de ces cellules. Nos travaux ouvrent de nouvelles
perspectives dans le traitement des patients atteints de cancer muqueux et pourront

rapidement mener a des essais pour les valider.
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