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Objectifs de la these et résumé des travaux

Les lymphocytes cytotoxiques T CD8" (LT CD8) sont des cellules de I'immunité adaptative qui
jouent un réle essentiel dans les réponses immunitaires antitumorales via leurs capacités a
reconnaitre et tuer spécifiquement les cellules cancéreuses. A la suite de la reconnaissance
entre leur TCR et le complexe majeur d’histocompatibilité de type | (CMH-I) /peptide exprimé
par les cellules cibles, les LT CD8" sécrétent des cytokines effectrices et des granules
cytolytiques qui conduisent a 'apoptose de la cellule tumorale. Bien que I’activation des LT CD8"
résulte principalement de cette interaction, des récepteurs membranaires coactivateurs et
coinhibiteurs régulent finement leurs fonctions. Les récepteurs inhibiteurs des LT CD8" PD-1 et
CTLA-4 représentent actuellement les cibles majeures des traitements immunothérapeutiques
contre le cancer. L'lpililumab (anti-CTLA-4) est utilisé dans le traitement de mélanome avancé,
tandis que les anti-PD-1 ( Nivolumab et Pembrolizumab) sont utilisés dans le traitement de
nombreux autres types de cancer (cancinomes urothéliaux et rénaux, mélanome, du cancer
bronchique non a petites cellules et du lymphome). Malgré I'efficacité des immunothérapies
dans I'amélioration de la survie de nombreux patients, elles ne parviennent pas a éradiquer la
totalité des cellules tumorales et plusieurs types de cancers y sont insensibles. Ainsi,
I'identification de nouvelles cibles régulant les fonctions antitumorales des LT CD8" est un enjeu
majeur dans la recherche et le développement de traitements anti-cancéreux. CD226 est un
récepteur activateur des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8" et des cellules NK. II
interagit avec ses ligands CD112 et CD155 fréquemment exprimés par les cellules tumorales
pour augmenter leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et leur production de granules
cytotoxiques qui conduisent a l'apoptose de la cellule tumorale. De nombreux modeles
précliniques de cancers solides et hématopoiétiques ainsi que des analyses réalisées ex-vivo sur
des cellules de patients ont démontré le réle majeur de CD226 dans I'immunosurveillance
antitumorale. Au vu du role de CD226 dans l'augmentation des fonctions effectrices des
lymphocytes T CD8’, la caractérisation de son expression au sein de LT CD8" circulants
d’individus sains nous a conduit a identifier deux populations distinctes de lymphocytes T CD8",

les LT CD8" CD226" et les LT CD8* CD226'.



Mes travaux ont donc initialement consisté a caractériser les propriétés fonctionnelles de ces
deux populations lymphocytaires chez les individus sains. Nous avons démontré que |’absence
de CD226 conduit & un état d’hyporéponse majeur des LT CD8" vis-a-vis de la stimulation du
TCR. Contrairement aux LT CD8" CD226", les LT CD8" CD226 ne proliférent pas, sécrétent de
faibles quantités de cytokines pro-inflammatoires et ont des capacités cytolytiques altérées vis-
a-vis de cibles tumorales. Des analyses transcriptomiques et fonctionnelles ont confirmé le réle
majeur de CD226 dans I'acquisition d’un programme d’activation des LT CD8" stimulés par le

TCR.

Le deuxieme objectif de ma these a été d’identifier et de caractériser les populations
lymphocytaires CD8" CD226 et CD226" dans un contexte tumoral, & la fois chez des patients
atteints de cancer et dans des modeles murins précliniques. Chez des patients atteints de
cancer (myélome multiple et cancer de I'ovaire ) et dans des modéles murins de mélanome (
B16F10) et de myélome multiple (MM), I'absence de CD226 caractérise une population de LT
CD8" intratumoraux aux faibles capacités prolifératives et aux fonctions effectrices altérées en

réponse au TCR, dont la proportion est corrélée a la croissance tumorale chez la souris.

Le troisieme objectif de ma thése a été de comprendre les mécanismes moléculaires a I'origine
du développement des LT CD8" CD226". Nous avons donc mis en évidence que I"accumulation
progressive des LT CD8" CD226 hypofonctionnels chez des souris porteuses de tumeurs dépend
de l'expression d’Eomes. Les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles semblent
indiquer que I'absence de CD226 constitue un nouveau marqueur de LT CD8" « épuisés ». De
facon importante, nous avons démontré que I'expression de CD226 est requise pour I'efficacité
de la réponse aux immunothérapies anti-PD-1 dans des modeles murins de tumeurs solides
(mélanome B16K1 et carcinome du c6lon MC38), ce qui tend a suggérer que I'absence de CD226
a la surface des LT CD8" est impliquée dans la résistance a I'immunothérapie chez des patients
réfractaires. En conclusion, nos travaux indiquent que les LT CD8" CD226 sont des LT CD8"
hyporépondeurs au signal TCR et qu’ils possedent des caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles similaires a celles des LT CD8" épuisés dans le cancer. On suppose donc que
CD226 est un récepteur qui constitue un marqueur prédictif de la réponse aux traitements anti-
PD-1 chez les patients atteints de cancer et étre une cible majeure dans les futures stratégies

immunothérapeutiques.
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I. INTRODUCTION

A. L’ immunosurveillance antitumorale

1. Rappel historique

L’hypothése de « I'immunosurveillance » antitumorale selon laquelle le systéme immunitaire
est impliqué dans la reconnaissance et le contréle de la prolifération des tumeurs a été
initialement formulée au début du XX*™ siécle par Paul Ehrlich puis reprise par Franck
MacFarlane Brunet et Lewis Thomas dans les années 1950. Elle repose essentillement sur les
découvertes du docteur William B. Cooley qui observe en 1891 qu’une infection par une
bactérie responsable de I'érypsele conduit a la régression de la tumeur chez un patient atteint
de sarcome osseux. Ces observations suggerent pour la premiere fois que la stimulation du
systéme immunitaire joue un réle majeur dans le controle la croissance tumorale. Les résultats
éme

issus de ces obervations ont conduit a la création des toxines de Coley a la fin du XX™"" siécle qui

ont permis de réduire la taille des tumeurs chez des patients en phase terminale (Figure 1).

Figure 1 : En 1891, le Dr William B. Colley démontre que le systéme immunitaire est impliqué dans 'immunosurveillance antitumorale.

Le chirurgien Willaim B. Coley découvre que la surinfection bactérienne résultant des multiples opérations de son patient atteint de sarcome
osseux est a l'origine de la régression de la tumeur. En 1893, la creation des toxines de Coley (vaccins contenant des bactéries mortes) a
permis de faire régresser sensiblement la taille des tumeurs chez de nombreux patients (photo).
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Vers la fin des années 1990, le concept de I'immunosurveillance est confirmé au travers des
travaux menés sur des souris immunodéficientes dépourvues de la cytokine pro-inflammatoire
IFN-y ou de son récepteur (IFNR1) et sur des souris dépourvues de lymphocytes T, B et NKT (
souris RAGZ’/'). Ces expériences ont démontré pour la premiére fois le role majeur de I'lFN-y et
des lymphocytes dans la protection de I’h6te contre la formation de tumeurs induites par des
agents chimiques carcinogenes (MCA, Methylcholanthrene) et dans le contrdle de la croissance
tumorale (Kaplan et al., 1998; Shankaran et al., 2001; Street, Cretney, & Smyth, 2001). Malgré le
role du systeme immunitaire dans la reconnaissance spécifique et I’élimination des tumeurs,
une étude effectuée en 2001 révele la complexité des interactions entre les acteurs de la
réponse immunitaire et les cellules cancéreuses. Chez la souris, des expériences de
transplantations de tumeurs induites par le MCA ont en effet démontré que 40% des tumeurs
issues de souris immunodéficientes RAG2”" sont éliminées par le systeme immunitaire de souris
naives syngéniques sauvages, contrairement aux tumeurs issues de souris immunompétentes
qui se développent progressivement (Shankaran et al., 2001). Ces résultats montrent qu’au-dela
de protéger I'hote de la croissance tumorale, le systeme immunitaire modifie 'immunogénicité

des cellules cancéreuses.

2. L’immunoediting

Le concept de « I'immunoediting » proposé au début des années 2000 par Robert Schreiber
décrit ainsi la dualité des rbles du systeme immunitaire dans la protection contre le
développement tumoral et dans le remodelage de la tumorigénicité des cellules cancéreuses.
L'immunoediting est un ensemble de processus dynamiques mis en place par le systeme
immunitaire pour éliminer les cellules cancéreuses et contréler la progression tumorale (Dunn,
Bruce, lkeda, Old, & Schreiber, 2002). Il comprend trois phases successives suivant la « regle des
trois E» : (i) la phase d’Elimination, (ii) la phase d’Equilibre et (iii) la phase d’Echappement

(Figure 2).
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Figure 2 : Les trois phases de I'immunoediting

From Robert D. Schreiber, Lloyd J. Old and Mark J. Smyth, Cancer inmunoediting: Integrating the role of immunity in cancer suppression and
promotion Science, 2011

Dans les temps précoces de la phase d’élimination, les cellules de I'immunité innée recrutées au site de la tumeur reconnaissent les cellules
tumorales et produisent principalement de I'IFN-y et de I'lL-12 pour conduire a leur apoptose. Les débris cellulaires issus de I'apoptose des
cellules tumorales sont ensuite ingérés par les cellules dendritiques qui activent les lymphocytes T de I'immunité adaptative dans les ganglions
drainants. Les lymphocytes T activés tuent ensuite spécifiquement les cellules tumorales. La phase d’équilibre est caractérisée par le maintien de
la croissance tumorale par les lymphocytes T et précede la phase de I'échappement. La phase de I'échappement décrit I'échappement des
variants tumoraux au systéme de reconnaissance par les LT ainsi qu’a leurs fonctions effectrices. La diminution de I'expression du CMH-I par les
cellules tumorales, le microenvironnement immunosuppressif et I'expression de récepteurs inhibiteurs par les LT sont des mécanismes majeurs
impliqués dans cette phase.
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La phase d’élimination est caractérisée par la reconnaissance et la destruction des cellules
tumorales par les lymphocytes de I'immunité innée (lymphocytes NK et NKT) et les lymphocytes
I'immunité adaptative (lymphocytes T CD4" et CD8") recrutés par chimiotactisme au site tumoral

riche en médiateurs solubles pro-inflammatoires (histamine, chimiokines et cytokines).

Les lymphocytes T y6 sont des lymphocytes T cytotoxiques qui possedent les caractéristiques
des lymphocytes de I'immunité innée et de I'immunité adaptative puisqu’ils sont capables de
reconnaitre via leur TCR des motifs moléculaires microbiens. Leurs réles dans I'immunité
antitumorale restent actuellement mal caractérisés (Y. Zhao, Niu, & Cui, 2018). Malgré la
stimulation optimale des réponses immunitaires antitumorales dans la phase d’élimination,
celles-ci ne parviennent pas toujours a détruire totalement les cellules cancéreuses. Ainsi, une
phase d’équilibre se met en place entre les cellules immunitaires et les cellules tumorales
résiduelles. C'est une phase dynamique ou les lymphocytes T contrélent la croissance tumorale
mais conditionnent également la survie de variants tumoraux. Chez certains patients atteints de
cancer, la phase d’équilibre peut perdurer de nombreuses années et rendre indétectable la
tumeur. Cependant, elle est généralement rompue dans la majeure partie des cas. En effet, de
nombreuses cellules tumorales acquierent progressivement des mutations génétiques qui leur
conferent des propriétés phénotypiques et fonctionnelles leur permettant d’échapper au
systéme immunitaire. Au cours de la phase d’échappement, les cellules tumorales emploient
donc de nombreuses stratégies pour résister a la reconnaissance et a la destruction par les
cellules immunitaires. Parmi celles-ci : la production de TGF-B favorise la tumorigenése et inhibe
la prolifération, la différentiation et les fonctions effectrices de nombreuses cellules
immunitaires ( lymphocytes T, cellules NK, lymphocytes B et granulocytes) (Pasche, 2001;
Rubtsov & Rudensky, 2007) tandis que la production d’IL-10 contribue a I'échappement de la
tumeur en diminuant I'expression des molécules impliquées dans les mécanismes de
reconnaissance des cellules tumorales par les lymphocytes T (Sato et al., 2011; Yue et al., 1997).
Par ailleurs, la surexpression de I'enzyme IDO (Indoléamine 2,3-dioxygénase) par les cellules
tumorales dégrade le tryptophane du milieu extracellulaire, nécessaire a la survie et aux

fonctions effectrices des lymphocytes T (Wu, Gong, & Liu, 2018).
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Aussi, les métabolites toxiques issus du catabolisme du tryptophane (kyuréninine) présents dans
le microenvironnement tumoral, conduisent a I'apoptose des cellules immunitaires. Les cellules
tumorales recrutent également des cellules aux propriétés immunosuppressives tels que
lymphocytes T CD4" régulateurs (LTreg) et les MDSCs (Myeloid-derived suppressor cells) qui
contribuent a leur croissance et a I'inhibition des fonctions des lymphocytes T (Shevach, 2018;
Umansky & Sevko, 2013). De facon importante, les cellules tumorales expriment a leur surface
des ligands qui interagissent avec les récepteurs inhibiteurs des lymphocytes T afin de réguler

négativement leurs fonctions effectrices.

Les roles des différents récepteurs immunorégulateurs des LT CD8" seront développés dans les
prochains chapitres de ce manuscrit. Les immunothérapies visant a renforcer les fonctions
cytotoxiques des LT CD8" via I'inhibition de ces interactions est I'une des avancées scientifiques
majeures dans le traitement contre le cancer, utilisées actuellement en combinaison avec des

traitements conventionnels de chimiothérapie et de radiothérapie.

3. Les lymphocytes cytotoxiques T CD8"

a) Reconnaissance des tumeurs par les LT CD8*

Les LT CD8" cytotoxiques sont des lymphocytes de 'immunité adaptative qui reconnaissent
spécifiguement des antigénes tumoraux présentés par le complexe CMH-I ( Complexe Majeur
d’Histocompatibilité de type 1) exprimé par les cellules tumorales. L'identification des antigenes
tumoraux par Lloyd J.Old en 1964 sur de nombreuses tumeurs murines a permis de mettre en
place des protocoles d’immunisation qui ont démontré que la reconnaissance des cellules
tumorales par les LT CD8" active leurs fonctions cytotoxiques et conduit a I’élimination de la
tumeur. Chez 'Homme, I'équipe de Thierry Boon identifie pour la premiere fois I'antigene
tumoral MAGE-1 (Melanoma-associated antigen -1) a la surface de lignées cellulaires de
mélanomes issus de patients comme étant la cible spécifique de clones de LT CD8" autologues

(Van Der Bruggen et al., 1991).
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Les protocoles de stimulation de clones lymphocytaires avec des lignées tumorales autologues
ont ainsi permi d’identifier d’autres antigénes tumoraux (GAGE, BAGE, RAGE) exprimés par de
nombreux types de tumeurs humaines (mélanome, carcinomes du poumon et de la vessie,
sarcomes) (Boon, 1996; Van Den Eynde & Van Der Bruggen, 1997). Il existe plusieurs catégories
d’antigénes tumoraux suivant leurs profils d’expression et leurs origines (Tableau 1) (Pierre G.
Coulie, Van Den Eynde, Van Der Bruggen, & Boon, 2014). Les antigénes spéciquement exprimés
par les cellules tumorales peuvent étre sous-divisés en trois classes: (i) les antigenes
mutationnels issus d’altération(s) génique(s) (p53 et KRAS) ou d’une translocation
chromosomique (néo-antigene) ; (ii) les antigénes surexprimés (HER-2/neu) et (iii) les antigénes
provenant d’agents pathogénes viraux (EBV, HBV, HCV et HPV).

Bien que les «cancer testis antigens » (MAGE, NY-ESO1) soient des antigenes exprimés
spécifiquement par les cellules tumorales, ils sont également exprimés par les cellules
germinales. Enfin, les antigénes de différentiation sont exprimés au sein d’un tissu particulier,
aussi bien par les cellules saines que les cellules tumorales. Dans le cadre du mélanome, les

antigénes de différentiation sont Melan-A/MART-1, tyrosinase, gp100, gp75 et TRP-1.
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Gene/protein Tumor type Human leukocyte antigen (HLA) Peptide Position Reference

Class | CD& T-cell epitope

LPGATY Bladder tumor B44 AEPINICTW 262-270 {58)
CASP-B Head and neck SCC B35 FPSDEWCYF ATE-484 57
Bala-catenin Malanoma A4 SYLDSGIHF 20-37 {58)
CDK4 Melanoma A2 ACDPHSGHFY 23-32 =9
CDEM2A Melanama Al AVCPWTWLRG 125-133 (p14ARF-0ORF3) {B0)
HLA-A11d hMalanama
CLPP Melanoma A2 ILCHVLVHL 240-248 {61
GPNME Malanama Ad TLOWLLOTPK 178-188 {B2)
RBAFBO0 Malanoma B RPHVPESAF 320-337
SIRT2 Mealanoma Ad KIFSEVTLK 192-200
SMNRPOH Malanoma B38 SHETVIEL 11-19
SNRP118 Malanoma Ad KILDAWWACK GER-6T7
MART2 Mealanoma A1 FLEGMEVGKTY 446455 {63
MUM-1f Malanoma Ba4 EEKLNVLF 30-38 {G54)
MLUIM-2 Melanoma Ba4 SELFRSGLDSY 123-133 {B5)

Cwe FRSGLDSYV 126-134
MUM-3 Malanoma AE8 EAFKIPITR 322-330 |G58)
Myosin class | Melanoma A3 KINKMPRYK 911-919 {BE7)
N-ras halanoma Al ILDTAGREEY 5564 (E8)
Qs-0 Malanoma B44 KELEGILLL 438-446 (B9
Elangation factor 2 Lung 3CC ABS ETVSEQSNY 581-589 {70
NFYC Lung SCC BS2 QQIMKTEV 275-282 {71y
Alpha-actinm-4 NSCLC A2 FIASNGVELY 118-127 T2)
Malic enzyme NSCLC A2 FLOEFMEGY 224-232 (20)
HLA-A2 RCC {73
Hsp7D-2 RCC A2 SLFEGIDNT 2B85-285 (74}

Tableau 1 : Ensemble des antigénes tumoraux reconnus par les lymphocytes T CD8"

From Aurélie Durgeau et al, Recent Advances in Targeting CD8 T-Cell immunity for More effective Cancer immunotherapy Frontiers in
Immunology, 2018
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b) Réle des lymphocytes T CD8" dans I'immunosurveillance

Chez ’'Homme, I'existence d’une forte proportion de lymphocytes T CD8" ( LT CD8") au sein de
tumeurs de patients atteints de mélanome régressif a initialement permis de suggérer que les
LT CD8" sont impliqués dans I'immunosurveillance antitumorale (Ferradini et al., 1993). Des
analyses moléculaires et fonctionnelles ont révélé par la suite que ces LT CD8" sont issus d’une
amplification clonale, capables de proliférer et de lyser spécifiquement des cellules tumorales
autologues via la reconnaissance spécifique d’antigénes tumoraux exprimés a leur surface
(Faure et al., 1993; Van Den Eynde & Van Der Bruggen, 1997; Van Der Bruggen et al., 1991).
L'identification des antigénes tumoraux a conduit au développement de stratégies vaccinales

thérapeutiques afin d’activer spécifiquement les fonctions antitumorales des LT CDS8".

Des études cliniques réalisées sur des patients atteints de mélanome d’un stade avancé ont
révélé que I'administration d’un vaccin avec le peptide antigénique MAGE augmente l'infiltrat
de LT CD8" spécifiques de I'antigéne et conduit a la régression de la tumeur (P. G. Coulie et al.,
2001; Thurner et al.,, 1999). Cependant, la régression tumorale n’est observée que chez une
minorité d’entre eux et ne s’Taccompagnent pas toujours d’une réponse clinique a long terme. Il
a été suggéré que les échecs des protocoles de vaccination résulterait d’'un manque de
connaissances concernant les relations complexes entre les cellules immunitaires et les cellules
tumorales. Ainsi, de nombreuses études se sont intéressées au role des LT CD8" au cours des
différentes phases de la croissance tumorale. Un modele de tumeur primaire induite par
I'injection de MCA a permis de révélé que les LT CD8" limitent la dissémination des cellules
tumorales au cours de la phase d’équilibre (Koebel et al., 2007). En effet, la déplétion des LT
CD8" dans les phases tardives de la réponse ( 200 jours aprés injection de ’agent carcinogéne)
conduit au développement rapide de sarcomes. Un modele de mélanome métastatique
(RET.AAD) a par la suite confirmé que les LT CD8" spécifiques de la tumeur maintiennent les
cellules tumorales dans un état de « dormance » qui limite I'apparition de métastases dans les
phases précoces de la réponse immunitaire (Eyles et al.,, 2010; R. Lengagne et al., 2008). La
déplétion des LT CD8" accélére le développement de la croissance tumorale pour former des

métastases dans divers organes et réduit signifativement la survie des souris.
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De nombreux autres modeéles pré-cliniques de tumeurs hématopoiétiques ( lymphome et
myélome multiple) et de tumeurs solides ( cancer du poumon et mélanome) ont permis de
confirmer le réle majeur des LT CD8" dans I'immunosurveillance antitumorale (Diefenbach,
Jensen, Jamieson, & Raulet, 2001; Guillerey et al., 2015; Renée Lengagne et al., 2004; Loeser et

al., 2007; Tahara-Hanaoka et al., 2006).

c) Valeur pronostique des LT CD8" dans les cancers

Des analyses clinicopathologiques réalisées sur des patients atteints de divers cancers (cancer
rénal, colorectal et cancer de 'ovaire) ont indiqué que la proportion de lymphocytes T infiltrant
la tumeur au phénotype cytotoxique et prolifératif est associée a I'expression de nombreux
facteurs pro-inflammatoires et a une amélioration de la survie des patients (Galon et al., 2006;
Naito et al., 1998; Nakano et al., 2001). Le taux de survie a 5 ans est de 38% chez des patientes
atteintes de cancer de I'ovaire dont les tumeurs sont infiltrées par des lymphocytes T tandis
gu’il n’est seulement de 4,5% chez des patientes dont les tumeurs ne contiennent pas d’infiltrat
lymphocytaire (L. Zhang et al., 2003). L’analyse de la distribution et de la valeur pronostique des
lymphocytes T CD8" infiltrant les tumeurs a révélé que I'augmentation de leur proportion est
positivement corrélée a une meilleure survie globale et sans maladie des patients atteints de

cancers du poumon et du sein (Figure 3) (Fridman, Pages, Sautés-Fridman, & Galon, 2012;
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Figure 3 : Une forte infiltration des lymphocytes T CD8" dans les tumeurs est associée a une meilleure survie des patients atteints de cancer.
Courbes de survie de Kaplan-Meier démontrant que le taux de LT CD8" est associé & une meilleure survie globale et sans maladie de patientes
atteintes d’un cancer du sein (OS, Overall Survival) et sans maladie (PFS, Progression Free Survival)

From J. Chen et al, Distribution and prognostic value of tumor-infiltrating T cells in breast cancer Molecular Medicine Reports 2018
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Meng et al., 2018; Saleh et al., 2017).

Aussi, des analyses transcriptionnelles et immunohistochimiques effectuées sur des cohortes de
patients atteints de cancer colorectal ont révélé que la densité des LT CD8" au sein des zones
centrales et plus marginales de la tumeur est positivement corrélée une meilleure survie des
patients et permet de la prédire (Figure 4) (Galon et al., 2006). En combinant des résultats de
divers études indépendantes, une méta-analyse effectuée récemment sur des cas de patients
atteints de carcinome hépatocellulaire a indiqué qu’une faible proportion de lymphocytes T
CD8" intratumoraux constitue un bon facteur pronostic de développement de la maladie et qu’il

peut prédire la taille de la tumeur (X. Xu et al., 2019).
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Figure 4 : Une forte densité d’infiltrat de lymphocytes T (caractérisés par I’expression du CD3) dans les zones centrales et
marginales de la tumeur (High/High) augmente le temps de survie globale des patients atteints de cancer colorectal.

Le marqueur Granzyme B (GZMB) caractérise les LT CD8” cytotoxiques et le marqueur CD45RO0 identifie les lymphocytes T
mémoires
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|l est cependant nécessaire de noter que l'infiltration des LT CD8" dans les tumeurs ne constitue
pas toujours un facteur de bon pronostic. En effet, des études cliniques ont révélé qu’une forte
densité de LT CD8" au site tumoral est associée & une faible survie chez des patients atteints
atteints de mésothélium de type non épithéloide (Chee et al., 2017) et de lymphomes (Muris et
al., 2004). Il a également été décrit qu’un pourcentage élevé de LT CD8" dans les tissus
métastatiques de carcinome rénal est corrélé a une faible survie globale des patients (Remark et

al.,, 2013).

B. Activation et différenciation des LT CD8" cytotoxiques

1. La reconnaissance spécifique de 1’antigene peptidique

Les lymphocytes T CD8" expriment & leur surface le TCR (T Cell Receptor) qui leur permet de
reconnaitre spécifiquement un antigene peptidique présenté par le complexe CMH-I exprimé a
la surface de cellules professionnelles présentatrices d’antigéne (CPA). L’activation des LT CD8"
naifs (LTy CD8") par les CPA conduit a I'expansion de clones de LT CD8" spécifiques de I'antigéne
qui se différencient progressivement en effecteurs cytotoxiques. Ce processus biologique
appelé « priming » du LTy CD8" est nécessaire au développement d’un nombre suffisant de LT
CD8" cytotoxiques qui recirculent dans le sang pour reconnaitre et éliminer efficacement les
cellules infectées ou les cellules tumorales. Les cellules dendritiques (DC) constituent les CPA les
plus efficaces pour activer les LT CD8" naifs (Jung et al., 2002). Elles sont réparties de facon trés
hétérogene dans I'organisme. Elles sont localisées au sein des organes lymphoides primaires et
secondaires mais également dans les tissus périphériques, notamment au niveau des principaux
sites d’entrée des pathogenes tels que la peau et les muqueuses. Les DC sont des cellules
sentinelles initialement « immatures » qui patrouillent dans le corps afin de détecter la
présence de signaux étrangers par des mécanismes d’endocytose et de phagocytose. Les DC
reconnaissent les motifs conservés des pathogenes appelés PAMPs (Pathogen Associated
Molecular Patterns) par I'intermédiaire de leurs récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor)
tels que les TLR (Toll-Like Receptors), les récepteurs lectine de type C et les récepteurs

intracytoplasmiques de type NOD (Nod-Like Receptors).
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La reconnaissance de ces signaux conduit a la « maturation » des DC pour qu’ils puissent
augmenter leurs capacités de phagocytose de facon transitoire (Savina & Amigorena, 2007) et
augmenter |'expression des molécules de CMH-I et CMH-II responsables de I'activation des LT
CD8" et des LT CD4" dans les organes lymphoides secondaires (OLS), respectivement. En effet,
les DC activées acquiérent la capacité de migrer vers les OLS (rate, ganglions lymphatiques et
tissus lymphoides associés aux muqueuses) ou elles présenteront aux lymphocytes T les

antigenes peptidigues qu’elles ont capturés puis phagocytés.

Lorsque la DC est infectée par un pathogene intracellulaire, elle présente I'antigene peptidique
apprété sur des molécules de CMH-I. Bien qu’un antigene d’origine exogéne (capté par
endocytose ou phagocytose) soit généralement apprété par le CMH-II a la surface des cellules
dendritiques, il peut également étre apprété par le CMH-I. Ce processus appelé « cross-
présentation » joue un réle critique dans I'activation des lymphocytes T CD8" antitumoraux in
vivo chez la souris (Albert, Sauter, & Bhardwaj, 1998). Chez 'Homme, une étude récente a
révélé que les DC issus d’ascites de la cavité péritonéale de patients atteints de cancer sont

également capables de « cross-présentation » antigénique (Tang-Huau et al., 2018).

2. Activation des LT CDS8" antitumoraux

a) Présentation de ’antigene tumoral dans les ganglions

lymphatiques
Au site de la tumeur, les DC peuvent reconnaitre des lysats, des fragments ou des corps
apoptotiques des cellules tumorales considérés comme des signaux de danger appelés DAMPs
(Damage-Associated Molecular Pattern). Les DC ingérent puis dégradent par protéolyse ces
facteurs solubles présents dans le microenvironnement afin de se différencier en cellules
matures. La maturation des DC peut étre favorisée par la présence de facteurs solubles pro-
inflammatoires (TNF-a, IFN-y et IL-1) sécrétés notamment par les cellules de I'immunité innée
telles que les NK et les NKT ( Natural Killer T Cells) (Fujii, Liu, Smith, Steinman, & Bonito, 2004).
Les cellules dendritiques, caractérisées par une surexpression du CMH-I et des récepteurs de
costimulation lymphocytaire B7.1 (CD80) et B7.2(CD86), migrent vers la région corticale des

ganglions lymphatiques drainant la tumeur (zones T) pour activer les LTy CD8".
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L’expression du récepteur CCR7 a la surface des LTy CD8' favorise leur recrutement par
chimiotactisme et leur rétention au niveau des ganglions lymphatiques via la sécrétion des
chimiokines homéostatiques CCL19 et CLL21 par les FRC ( Fibroblastic reticular cells) (Bajénoff et
al., 2006; Denton, Roberts, Linterman, & Fearon, 2014). La migration des LTy CD8" de la
circulation sanguine aux ganglions lymphatiques est également favorisée par I'expression de la
sélectine CD62-L qui permet de ralentir progressivement les LTy CD8" le long de la partoi des
vaisseaux sanguins lymphatiques ( HEV, High Endothelial Venules) (Miyasaka & Tanaka, 2004).
Les interactions primaires entre les cellules dendritiques et les LT CD8" s’opérent de facon
transitoire entre les intégrines ICAM-1/ICAM-2 et LFA-1 (Lymphocyte function-associated
antigen-1, ou CD11a/CD18) ainsi qu’entre CD58 et CD2, respectivement. Par I'intermédiaire de
leur TCR, les LT CD8" reconnaissent spécifiquement le peptide tumoral présenté par la molécule

CMH-I a la surface de la cellule dendritique (Marzo et al., 1999).

L’activation du lymphocyte T CD8" résultant de cette interaction induit un signal « inside-out »
qui induit le changement conformationnel de LFA-1. La forme « active » de LFA-1 interagit
davantage avec son ligand ICAM-1 pour renforcer et stabiliser les zones de contact entre les
lymphocytes T CD8" et les CPA au niveau de la synapse immunologique. La synapse
immunologique (SI) est une structure dynamique qui se forme a I'interface de contact entre les
LT CD8" et les DC a la suite de la stimulation du TCR. La réorganisation spatiale de zones
membranaires localisées (rafts lipidiques) a la SI permet de concentrer I'ensemble des
molécules de signalisation impliquées dans I'activation des LT CD8". La zone centrale de la S (c-
SMAC, central SupraMolecular Activation Complex) concentre les complexes TCR/CMH-I:
stabilisés par les molécules co-réceptrices CD8 et par les récepteurs coactivateurs ou
coinhibiteurs tels que CD28 ou CTLA-1 interagissant avec leurs ligands B7-1 et B7-2 exprimés
par les DC. La zone périphérique de la SI ( p-SMAC, peripheral SupraMolecular Activation
Complex) concentre les molécules d’adhésion telles que LFA-1 et CD2 qui lient respectivement
ICAM-1 et CD58 ( CD48 chez la souris) (Grakoui et al., 1999). Les récepteurs a fort
encombrement stériques tels que CD45, CD43 et CD44 sont concentrés dans une région plus
distale de la SI (dSMAC, distal SupraMolecular Activation Complex). La réorganisation de ces

molécules conduit a la formation d’une synapse immunologique mature qui permet d’intégrer
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et amplifier les signaux respectifs des récepteurs immunorégulateurs nécessaires a I’activation

des LT CD8" (Figure 5) (Bromley et al., 2001).
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Figure 5 : Représentation schématique de la formation d’une synapse immunologique mature

From Johannes B. Huppa and Mark M. Davis T-cell antigen recognition and the immunological synapse, Nature Reviews Immunology 2003

Une activation optimale des LT CD8" dans les ganglions lymphatiques est jugée nécessaire pour
pallier les faibles capacités de présentation antigénique par les cellules tumorales. En effet, les
modifications de I'expression ou de la composition moléculaire du complexe CMH-I /peptide
ainsi que l'altération des voies de signalisation impliquées dans la présentation de I'antigene
peuvent conduire & une non-reconnaissance des cellules tumorales par les LT CD8" et a un
défaut de leur activation (Khong, Wang, & Rosenberg, 2004; Restifo et al.,, 1996). Dans les
ganglions, les LT CD4" ayant été activés par les DC exprimant le CMH-II :peptide peuvent fournir
une « aide » importante pour générer une réponse efficace des LT CD8" antitumoraux. /n vitro, il
a été suggéré que l'interaction entre les récepteurs CD40 et CD40-L exprimés respectivement
par les DC et les LT CD4" « helper » favorise I'expression des molécules de costimulation B7 et
des molécules d’adhésion (ICAM-1) a la surface des DC. Par ailleurs, cette interaction conduit a
I"augmentation de production d’IL-12 par les DC qui favorise I'acquisition des propriétés
effectrices des LT CD8" (S. R. M. Bennett et al., 1998; Cella et al., 1996). Au site tumoral, les LT
CD8" activés reconnaissent et lysent les cellules tumorales suite a 'interaction entre le TCR et le

CMH-1/ peptide (Figure 6) (Bai et al., 2001).
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Figure 6 : Mécanismes intracellulaires du « processing » des peptides antigéniques par les cellules cancéreuses

From Tumour antigens recognized by T lymphocytes: at the core of cancer immunotherapy, Nature Review 2014

Les peptides issus du clivage des protéines tumorales dans le protéasome pénétrent dans la lumiére centrale du REG ( Reticulum Endoplasmique
Granulaire) via le transporteur TAP ( Transporter-associated with antigen processing) puis s’associent au CMH-I synthétisé dans le REG. La
microglobuline B-2 (B-2m) s’associe au complexe nouvellement formé, qui migre ensuite vers la membrane plasmique via 'appareil de Golgi.

b) Activation et voie de signalisation du TCR

Le TCR est un hétérodimere transmembranaire exprimé par les lymphocytes T constitué des
chalnes a et B qui lui conférent sa capacité a lier spécifiquement un antigéne. Il est associé de
facon non covalente au récepteur CD3 qui comprend les hétérodimeres CD3ey et CD3ed et
I’'homodimére CD3{{. Les sous-unités CD3g, CD36 et CD3y possédent chacune dans leurs parties
intracellulaires un domaine consensus riche en tyrosines a I'origine de transductions de signaux
activateurs (ITAM, Immunoreceptor tyrosine-based activation motif), tandis que les sous-unités
CD3C en possédent trois. Il a été suggéré récemment que la multiplicité et la diversité des motifs
ITAM semblent étre nécessaires a la transduction optimale des signaux impliqués dans
I'activation et la prolifération des cellules T (Bettini et al., 2017). Suite a I'interaction spécifique
entre le TCR et le complexe CMH-I /peptide, le co-récepteur CD8 est recruté au niveau des

régions conservées du CMH-I pour renforcer cette interaction.
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Ce « clustering » permet ainsi a la kinase Lck (famille des kinases Src) constitutivement liée a la
partie intracytoplasmique du CD8 de phosphoryler les motifs ITAMs du CD3. Une étude a
démontré que la quantité de kinase Lck (Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase)
catalytiguement pré-activée dans le lymphocyte T naif détermine le degré de phosphorylation
des motifs ITAMs (Nika et al., 2010). La kinase ZAP-70 (zeta-chain-associated protein of 70 kDa)
lie les motifs ITAMs phosphorylés puis s’active aprés avoir été phosphorylée par la kinase Lck.
ZAP-70 phosphoryle ensuite LAT (Linker for activation of T cells) qui joue un réle critique dans la
poursuite de la signalisation puisqu’elle représente une « plateforme » protéique capable de lier
et d’activer de nombreuses molécules telles que la PLC-y ( Phospholipase C- y), ITK ( IL-2
inducible T cell kinase), ou encore la protéine adaptarice ( ou facteur d’échange) Vav-1. Vav-1
interagit avec le cytosquelette d’actine pour « clusteriser » les intégrines (notamment LFA-1) et
les TCR au niveau de la synpase immunologique afin d’optimiser I'activation des lymphocytes T

CD8" (Fischer et al., 1998; Krawczyk et al., 2002).

La PLC-y génére ensuite les seconds messagers inositol (1,4,5)-triphosphate et DAG. DAG active
la PKC ( Protein kinase C) et les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) tandis que I'inositol
triphosphate active la calcineurine induisant le relarguage du calcium intracellulaire. Ces
processus conduisent a l’'activation des facteurs de transcription NFAT (nuclear factor of
activated T cells), Nf-kB (nuclear factor- kB) et AP-1 (activation protein-1) qui induisent la
transcription des genes impliqués dans les fonctions effectrices des lymphocytes T. L’expression
de CD25 (sous-unité a du récepteur a I'lL-2) permet de former avec les sous-unités B et y la
forme trimérique de haute affinité du récepteur a I'lL-2 afin de favoriser la voie de signalisation
de I'IL-2 nécessaire a la survie et les propriétés cytotoxiques des LT CD8" activés (E. Kelly, Won,

Refaeli, & Van Parijs, 2002) (Figure 7).
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Figure 7 : La signalisation du TCR

From Guillaume Gaud et al, Requlatory mechanisms in T cell receptor signaling Nature Reviews Immunology 2018

c) Les récepteurs coactivateurs des LT CD8"

Bien que l'activation des LT CD8" naifs résulte principalement de I'interaction TCR/ CMH-I :

peptide, la seule stimulation du TCR n’est cependant pas suffisante pour initier leur expansion

clonale et I'acquisition de leurs fonctions effectrices. Afin de générer une prolifération accrue

des LT CD8*, des signaux de costimulations sont nécessaires a linitiation d’une activation

efficace. Le r6le majeur de ceux-ci est d’augmenter |’expression de la chaine de haute affinité du

récepteur a I'lL-2 ( CD25) a la surface des LT CD8" activés par le TCR ainsi que leur production

d’IL-2, cytokine majeure impliquée dans la prolifération lymphocytaire.
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(1) CD28

Structure, expression et voie de signalisation

Le principal récepteur costimulateur des LT CD8" est la molécule de surface CD28. CD28 un
récepteur homodimérique appartenant la superfamille des immunoglobulines (IgSF), exprimé
constitutivement par une vaste majorité des LT CD4" et la moitié des LT CD8" circulants chez
I'Homme. Suite a l'activation du TCR, le domaine extracellulaire de CD28 change de
conformation pour adopter une structure bivalente lui permettant d’interagir avec ses ligands
B7-1(CD80) / B7-2(CD86) principalement exprimés par les DC matures (M. Sanchez-Lockhart,
Kim, & Miller, 2011; Mariano Sanchez-Lockhart et al., 2014). L’interaction de CD28 avec ses
ligands induit la phosphorylation de son domaine intracytoplasmique YMNM par les kinases Src
p56Lck et p59Fyn constituant ainsi un site de fixation a la sous-unité p85a de la PI3K et au

complexe protéique Grb2 /GADS (Boomer & Green, 2010; Raab et al., 1995) (Figure 8).
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Figure 8 : Motifs intracytoplasmiques de CD28 a I'origine de la transduction des signaux coactivateurs

From Jonathan S. Boomer and Jonathan M. Green, An Enigmatic Tail of CD28 Signaling Cold Spring Harb Perspect Biol, 2010

Il a été suggéré que la phosphorylation de la tyrosine cytoplasmique de CD28 réduit son
interaction avec la phosphatase PP2A (protein phosphatase-2) inhibant ainsi la
déphosphorylation inactivatrice de ERK a l'origine de la transduction du signal coactivateur
(Chuang et al., 2000; Lisbona, Alemany, & Art, 1997). Les motifs plus distaux PRRP et PYAP (chez
la souris, PY>RRPGP et P'®’YAPA) interagissent avec les domaines SH3 des protéines ITK ainsi

qgue Grb2 et la filamine A (FLNA), respectivement (Figure 8).
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En interagissant avec Grb2, CD28 favorise le recrutement et 'activation de Vav-1 par la SPL76
(Dennehy et al., 2007). En augmentant le clustering des intégrines et des TCR a la surface des LT
(Krawczyk et al., 2002), Vav-1 conditionne I’activation de la PLC-y qui augmente le flux calcique
intracellulaire et conduit a I'activation du facteur de transcription NFAT (Michel et al., 2000).
Aussi, 'augmentation de I'activité de Vav-1 contribue a activer la kinase JNK (Jun N-terminal
kinase) et le complexe transcriptionnel NFAT/AP1 (Bustelo, 2000; H. Kim, Tharayil, & Rudd,
1998; Schneider & Rudd, 2008). Le recrutement de la PI3K par CD28 contribue principalement a
augmenter la synthése du phosphatidylinositol (PIP3) a I'origine de I’activation de la kinase Akt

et du facteur de transcription NFkB (Muscolini et al., 2013).

Il est suggéré que la liaison de la filamine A au niveau du domaine PYAP de CD28 favorise le
réarrangement du cytosquelette d’actine nécessaire au clustering des TCR ainsi qu’au
recrutement de médiateurs cellulaires impliqués dans la transduction de signaux activateurs
(Tavano et al., 2006). Ainsi, CD28 augmente la stabilité de la synapse immunologique (SI) et
interagit avec la PKCO au niveau de la zone centrale de la Sl afin d’activer les protéines situées
en aval de la voie de signalisation du TCR telles que NFkB (Sanchez-lockhart et al., 2008). NFkB,
NFAT et AP1 sont les facteurs de transcription majeurs impliqués dans la transcription des génes
codant les récepteurs et les cytokines/chimiokines impliqués dans les fonctions effectrices des
lymphocytes T, notamment I'lL-2 et CD25, le TNF-a et I'IFN-y (Figure 9). Il est intéressant de
noter ici qu’une étude réalisée a la fin des années 1990 a révélé que l'augmentation de
I’expression de ces protéines est favorisée par une stabilisation de leurs ARNm (Lindsten, June,

Ledbetter, Stella, & Thompson, 1989).
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Figure 9 : Signalisation de CD28 dans les lymphocytes T

From Melissa Y Yeung et al, Targeting CD28 to prevent transplant rejection, Expert Opinion on Therapeutic Targets 2014

Fonctions de CD28

Dans les phases précoces de la réponse immunitaire, les signaux coactivateurs issus de
Iinteraction de CD28 avec ses ligands sont nécessaires a la prolifération des LT CD8" naifs
« primés » et potentialisent leurs fonctions effectrices en régulant positivement la voie de
signalisation de I'lL-2. La stimulation de CD28 diminue le seuil d’activation des LT CD8" en
réduisant le nombre d’interactions entre le TCR et le CMH-I/peptide pour induire une activation
efficace des LT CD8". Elle est d’autant plus importante en cas de stimulation transitoire du TCR,
qui caractérise notamment les LT de faible affinité pour leurs ligands (Bachmann et al., 1997;
Kundig et al., 1996; Linsley & Ledbetter, 1993) qui nécessitent une amplification du signal pour
étre activés. L’absence de signal de costimulation par CD28 induit un état « d’anergie » des LT
CD8". l’anergie des lymphocytes T est un état d’hyporéponse qui caractérise les lymphocytes T

incapables de produire de I'lL-2 et donc aux capacités prolifératives défectueuses.
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Aussi, le signal de costimulation issu de I'engagement de CD28 maintient la survie des LT en
augmentant I'expression de protéines anti-apoptotiques (Boise et al., 1995) et en diminuant

I’expression de Fas-L (CD95-L) a leur surface (Collette, Razanajaona, Ghiotto, & Olive, 1997).

2) ICOS

ICOS est autre coactivateur de la superfamille des immunoglobulines a la structure et aux
propriétés fonctionnelles relativement similaires a celles de CD28. Cependant, 'interaction de
ICOS a la surface des LT CD8" activés avec son ligand ICOS-L (B7-H) exclusivement exprimé par
les DC n’induit pas leur production d’IL-2 (Hutloff et al., 1999; Rudd, Taylor, & Schneider, 2009).
La présence d’IL-2 exogene est donc nécessaire pour augmenter la prolifération, la sécrétion de
cytokines et I'expression des molécules d’adhésion impliquées dans les interactions entre le LT
CD8" et les DC (Hutloff et al., 1999). Aussi, ICOS est impliqué dans la mise en place d’une
réponse humorale en favorisant la différentiation des lymphocytes Tiy ( lymphocytes T
follicular-helper) et la maturation des cellules B au sein des centres germinatifs en sécrétant I'lL-

10, I'lL-4 et I'IL-13 (Pedros et al., 2016; Riley et al., 2001).

(3) CDI137

Structure, expression et voie de signalisation

CD137 (4-1BB ou TNFR9) est une glycoprotéine transmembranaire de type | de la superfamille
des TNFR (Tumor-necrosis factor receptor) dont I'expression basale par les LT CD8" est
rapidement up-régulée a la suite de la reconnaissance TCR/ CM-I : peptide puis stabilisée en
présence d’IL-2 (Verdeil, Nguyen, Auphan-Anezin, Schmitt-Verhulst, & Puthier, 2006).
L’engagement de CD28 conduisant a la production d’IL-2 par les LT CD8*, CD28 est impliqué
dans le maintien ou la surexpression de CD137. Les domaines extracellulaires de CD137 lient
sous forme de complexes trimériques le domaine THD (TNF-homology domain) de son ligand
CD137-L (4-1BB-L) exprimé par de nombreuses cellules immunitaires (DC matures, monocytes,
macrophages et lymphocytes B) et par les cellules tumorales (Shao & Schwarz, 2011; Q. Wang et

al., 2008).
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Suite a cette interaction, CD137 interagit avec les molécules adaptatrices intracellulaires TRAF-1
(TNFR-associated factor-1) et TRAF-2 (TNFR-associated factor-2) qui indépendamment de la
stimulation de CD28 (Saoulli et al., 1998), activent de nombreuses kinases telles que PI3K /Akt,
IJNK, p38 MAPK et ERK ainsi que des facteurs de transcription (NFkB, AP-1 et STAT5) impliqués
dans I'expression de protéines anti-apoptotiques (H. Lee et al., 2002; Sabbagh et al., 2008) et
dans la voie de signalisation de I'IL-2 (Croft, 2003; Gaffen, 2001; Redmond, Weinberg,
Charbonneau, Gough, & Ratliff, 2007) (Figure 10).
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Figure 10 : Voie de signalisation des TNFR

From Croft, Co-stimulatory members of the TNFR-family, keys to effective T-cell immunity Nature Reviews immunology 2003
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Fonctions de CD137

Les premieres expériences menées in vitro sur des cellules spléniques murines et des cellules du
sang périphériqgue de donneur sains ont indiqué que l'interaction de CD137 avec son ligand
augmente I'expression de CD25 et la production d’IL-2 par les LT CD8" activés. Ainsi,
I’engagement de CD137 a la surface des LT activés par le TCR favorise leur expansion clonale,
leur différentiation en cellules effectrices cytotoxiques et leur survie (J. C. Hurtado, Kim, &
Kwon, 1997; J. Hurtado, Kim, & Kwon, 1995; Laderach, Movassagh, Johnson, Mittler, & Galy,
2002; Shuford et al.,, 1997; Wen, Bukczynski, & Watts, 2002). Au vu du réle de CD28 dans
I'uprégulation de I'expression des TNFR, les fonctions effectrices des LT CD8" sont d’autant plus
importantes en combinant la costimulation de CD28 et CD137 (Melero et al., 1998; Wen et al.,
2002). Le role antitumoral de CD137 a été caractérisé in vivo dans divers modéles de cancers.
Ces travaux ont mis en évidence que la stimulation de CD137 via I'administration d’un anticorps
agoniste chez des souris porteuses de tumeurs (mastocytomes P815, thymomes EG7, myélome
multiple Vk*Myc, mélanome métastatique B16F10) augmente le nombre de LT CD8" sécrétant
de I'IFN-y au site de la tumeur (Guillerey et al., 2015; Ju et al., 2005; Lin et al., 2010; Melero et
al., 1997). Les conditions hypoxiques du microenvironnement tumoral semblent jouer un réle
important dans I'augmentation de l'infiltrat lymphocytaire au site tumoral. En effet, I'"hypoxie
favorise I'expression de CD137 a la surface des cellules endothéliales qui recrutent davantage
les LT CD8" au site tumoral en augmentant I"expression des molécules d’adhésion ICAM-1 et
VCAM-1 (Palazon et al., 2011). La stimulation du CD137 est donc associée a une augmentation
du rejet de la tumeur, un retard de sa progression et une survie prolongée des souris (Guillerey
et al., 2015; Ju et al., 2005; Lin et al., 2010; Melero et al., 1997). Cependant, des expériences de
transfert adoptif de LT CD8" spécifiques d’un antigéne tumoral (P1A) chez des souris RAG-27
injectées avec des plasmocytes malins exprimant P1A (J558) puis traitées avec I'anti-CD137 ont
révélé que le role protecteur de CD137, indépendant de I'activité des LT CD4" helper, ne
consiste pas a augmenter de la prolifération LT CD8" spécifiques de la tumeur mais a maintenir
leur survie pour mieux contrOler la croissance tumorale (May, Chen, Zheng, & Liu, 2002).
D’autres études ont indiqué que CD137 n’est pas nécessaire a la génération de LT CD8"
effecteurs dans les phases précoces de la réponse immunitaire antitumorale mais contribue

davantage au développement de LT CD8" mémoires cytotoxiques impliqués dans la régression
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de nombreuses tumeurs dans les phases plus tardives (Miller et al., 2002; Willoughby et al.,

2014).

Bien que la stimulation CD137 potentialise les réponses antitumorales effectrices des LT CD8"

des études ont mis en évidence le « double réle » immunorégulateur de CD137 dans l'inhibition
de la progression de maladies auto-immunes (modeles pré-cliniques de sclérose en plaque, de
polyarthrite rhumatoide et de lupus érythémateux disséminé) et la réduction de leur sévérité
(Seo et al., 2004; Y. Sun, Chen, et al., 2002; Y. Sun, Lin, et al., 2002). La stimulation du CD137
génére une population de LT CD8" régulateurs (caractérisés par I'expression de CD11c) qui en
réponse a I'IFN-y, sécretent du TGF-B (Myers et al., 2005). Le TGF-B stimule la production
d’autres facteurs immunosuppresseurs (IDO) par les cellules présentatrices d’antigénes telles

que les cellules dendritiques et les macrophages qui inhibent les fonctions des LT CD4" et

induisent I'apoptose des lymphocytes B auto-réactifs (Figure 11).
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Figure 11 : Effets de I'anti-CD137 sur les médiateurs de la réponse immunitaire in vivo

From D.Vinay and B.Kwon, Immunotherapy of Cancer with 4-1BB, Molecular Cancer Therapeutics 2012

La stimulation de CD137 conduit a de multiples effets immunorégulateurs in vivo, notamment la diminution du nombre et des
fonctions des lymphocytes B via un mécanisme dépendant des LT. Bien que ce mécanisme soit encore mal défini, les études suggerent
que I'anti-CD137 augmente la production d’IFN-y par les lymphocytes T. L'IFN-y serait a I'origine de I'augmentation du nombre et de
I'activité des macrophages qui conduirait a la délétion des LT CD4" helper et donc & I'laugmentation de 'apoptose des lymphocytes B.



Stratégies thérapeutiques

Bien que le traitement anti-CD137 parvienne a contrOler la croissance tumorale dans de
nombreux modeéles murins, Wilcox et al ont démontré que certaines tumeurs faiblement
immunogéniques ne répondent pas au traitement (Wilcox et al., 2002). La tumeur C3 (tumeur
épithéliale exprimant le peptide oncogénique E7 de I'HPV) « échappe » aux fonctions
cytolytiques des LT CD8" qui ne parviennent pas a étre suffisamment activés pour répondre a la
stimulation du CD137 in vivo (Wilcox et al., 2002). Ainsi, il a été révélé qu’une immunisation des
souris avec les peptides oncogéniques est nécessaire a I'activité antitumorale de I'anti-CD137
pour diminuer la taille de tumeurs établies et augmenter la survie des souris (Wilcox et al.,
2002). Ces observations ont conduit les auteurs a supposer qu’au vu de la faible expression des
molécules du CMH-I a la surface des tumeurs peu immunogéniques, la quantité des interactions
TCR: CMH-I: peptide n’est pas suffisante pour atteindre le seuil d’activation nécessaire a
I"activation des LT CD8" . Ainsi, il semblerait que I'activation primaire défectueuse est a I'origine
de Iincapacité des LT CD8" a répondre aux signaux de costimulation issus de 'engagement du
CD137. Cependant, des travaux ont indiqué qu’en fonction du site anatomique dans lequel les
tumeurs faiblement immunogéniques progressent (MCA205 et GL261), les LT CD8" sont plus ou
moins capables de répondre au traitement anti-CD137 (J. A. Kim et al., 2001) : les tumeurs sous-
cutanées ou métastatiques sont résistantes au traitement anti-CD137 tandis que les tumeurs
intracraniennes sont efficacement contrélées par les LT CD8" spécifiques de I'antigéne. Il a par
ailleurs été indiqué que les stratégies d’'immunisation avec les peptides tumoraux E7 ou TRP-2
augmente la survie des souris porteuses de tumeurs peu immunogéniques tels que le carcinome
du poumon T1 et le mélanome B16F10, respectivement (Wilcox et al., 2002).Une autre stratégie
d’'immunisation consiste a injecter les souris avec des cellules tumorales exprimant les facteurs
de croissance FIt3-L (FIt3-Ligand) ou GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor) ainsi que des adénovirus codant I'lL-12. Ces trois facteurs solubles jouent un role majeur
dans I'activation des DC et donc dans les fonctions effectrices des LT CD8" (B. Li, Lin, Vanroey,

Jure-kunkel, & Jooss, 2007; Miller et al., 2002; Murillo et al., 2009).
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Ainsi, il a été mis en évidence que la co-administration de I'anti-CD137 et de cellules tumorales
B16 exprimant FIt3L (vaccin thérapeutique FVAX), GM-CSF ( vaccin thérapeutique GVAX) ou
encore d’adénovirus codant pour I'lL-12 augmente sensiblement la fréquence de LT CD8"
effecteurs infiltrant les tumeurs, retarde la croissance tumorale et améliore la survie des souris
porteuses de mélanome (modele B16-F10) (Curran et al., 2013; Curran, Kim, Montalvo, Al-
shamkhani, & Allison, 2011; B. Li et al., 2007; D. Xu et al., 2004). La combinaison de I'anti-CD137
avec l'agent chimiothérapeutique 5-Fu (5-fluorouracile) s’est également avérée trés efficace
dans le traitement du carcinome rénal (connu pour sa résistance aux traitements
conventionnels anti-cancéreux) ou il a été mis en évidence dans un modele pré-clinique qu’elle
augmente le nombre de LT CD8" infiltrant les tumeurs et conduit a I’éradication de la tumeur
chez 70% des souris traitées (Ju et al., 2008). Malgré la toxicité du traitement anti-CD137 utilisé
en monothérapie identifiée dans des modeles pré-cliniques (S. Chen et al.,, 2015; Niu et al.,
2007) et chez des patients atteints de cancers avancés (Segal et al., 2017; Sznol et al., 2008), des

stratégies immunothérapeutiques basées sur la combinaison de |'anti-CD137 avec d’autres

traitements anti-cancéreux sont actuellement développées dans des essais cliniques (Figure
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Figure 12 : Ensemble des différentes stratégies immunothérapeutiques basées sur I'injection d’un anticorps monoclonal anti-CD137

Modified from Sanchez-Paulete et al, Deciphering CD137 (4-1BB) signaling in T-cell costimulation for translation into successful cancer
immunotherapy, The European Journal of Immunology 2016
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12).
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Chez des patients atteints de mélanome, la surexpression de CD137 a la surface de LT
CD8" infiltrant les tumeurs métastatiques suggére fortement que CD137 est une cible majeure
des traitements immunothérapeutiques (Baitsch et al., 2011). L’anticorps humanisé anti-CD137,
I'Urelumab (BMS-663513), est principalement utilisé dans de nombreux essais cliniques en
combinaison avec des anticorps ciblant les récepteurs inhibiteurs des LT CD8" CTLA-4 (Cytotoxic
T-lymphocyte-Associated protein 4 ) et PD-1 (Programmed cell Death-1). La caractérisation de
ces récepteurs inhibiteurs ainsi que les différentes combinaisons thérapeutiques avec les ICB
(Immune Checkpoint Blokade) fera I'objet d’une description détaillée dans une prochaine partie

du manuscrit.

(4) GITR et OX40

GITR

GITR (AITR ou TNFRSF18) est un récepteur transmembranaire appartenant a la superfamille des
TNFR qui interagit avec son ligand GITR-L (GITR-Ligand) principalement exprimé par les CPA
(cellules B, macrophages et cellules dendritiques). Initialement identifié chez la souris (Nocentini
et al., 1997) puis chez 'Homme (Gurney et al., 1999), GITR est impliqué dans l'inhibition de
I"apoptose des lymphocytes T via I’activation du facteur de transcription anti-apoptotique NFkB.
Les propriétés structurales et fonctionnelles des TNFR étant relativement identiques, une
éventuelle redondance de leurs réles respectifs a suggéré que GITR n’est pas nécessaire a la
différentiation effectrice des lymphocytes T CD8" au cours des phases précoces du « priming ».
Cependant, la stimulation de GITR costimule le signal TCR des LT CD8" en augmentant leur
prolifération et leurs fonctions effectrices (sécrétion d’IFN-y) via la voie des MAPK (Ronchetti et
al., 2004; Stephens et al., 2004).

Il a ainsi été démontré in vivo que I'injection d’un anticorps agoniste anti-GITR (DTA-1) chez des
souris porteuses de tumeurs solides telles que le mélanome ( modele B16) (Ramirez-Montagut
et al., 2006), le fibrosarcome (lignée tumorale MethA) ou encore le carcinome rénal (lignée
tumorale Colon 26) (Ko et al., 2005) augmente I’activation des LT CD8" et conduit a I'élimination
presque totale de la tumeur. GITR étant exprimé de fagon prépondérante par les LT,o; CD4", les
mécanismes anti-tumoraux de I’anti-GITR sont également associés a la réduction de leurs
fonctions immunosuppressives (Shimizu, Yamazaki, Takahashi, Ishida, & Sakaguchi, 2002) ainsi

qu’a la diminution de leur infiltration au site de la tumeur (Cohen et al., 2010; Ko et al., 2005).
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Dans le modéle expérimental de mélanome (modéle B16F10), il a notamment été indiqué que la
réduction de l'infiltration intra-tumorale des LT e CD4" induite par le traitement précoce des
souris malades avec I'anti-GITR favorise l'infiltration de LT CD8" aux fonctions cytotoxiques
augmentées (Zappasodi et al., 2019). Cependant, le seul traitement anti-GITR dans des stades
plus avancés de la maladie ne conduit pas a une réponse clinique aussi bien chez 'Homme que
chez la souris (Zappasodi et al., 2019). Divers modeles murins précliniques (cancer de 'ovaire
ID8, mélanome B16F10 et carcinome mammaire 4T1) ont permis de mettre en évidence que la
combinaison synergique de I'anti-GITR et d’un anticorps bloquant le récepteur inhibiteur PD-1
(anti-PD-1/GITR) potentialise les fonctions cytolytiques des LT CD8" et induit une réponse
immunitaire mémoire a long terme (Lu et al., 2014). Ainsi, la co-administration des deux
anticorps diminue la taille de la tumeur et améliore la survie de souris. Cette stratégie
thérapeutique est actuellement en cours d’investigation chez des patients atteints de tumeurs

réfractaires avancées (Zappasodi et al., 2019).
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0X40

OX40 (CD134) est également un TNFR transitoirement exprimé a la surface des LT CD8" activés
par le TCR qui interagit avec son ligand OX40-L (OX40-Ligand) principalement exprimé par les
CPA. Suite a cette interaction, les LT CD8" proliférants expriment davantage CD25 et produisent
plus d’IL-2 afin de maintenir leur survie au cours des phases précoces de la réponse immunitaire
(Bansal-Pakala, Halteman, Cheng, & Croft, 2004). Suite a I'identification de LT CD8" exprimant
OX40 au sein de tumeurs de patients atteints de cancer (cancer du sein, mélanome, cancer du
cou et de la téte) (Vetto et al., 1997; Weinberg et al., 2000), le role de OX40 a été caractérisé in
vivo dans de nombreux modeles pré-cliniques de cancers (mélanome, cancer du poumon,
cancer du coélon, lymphome, cancer de la prostate, sarcomes, gliomes). Il a ainsi été démontré
que la stimulation de OX40 augmente la prolifération et les fonctions cytotoxiques de LT CD8"
spécifiques de I'antigéne tumoral et qu’elles sont associées a une diminution sensible de la taille
des tumeurs et une augmentation de la survie des souris (Andarini et al., 2004; Bansal-Pakala et
al., 2004; Kjeergaard et al., 2000; Redmond et al., 2007; Weinberg et al., 2000). En effet,
I’administration d’un anticorps agoniste anti-OX40 favorise l'infiltration des LT CD8" au site de Ia
tumeur et conduit a la mise en place d’une réponse immunitaire mémoire a long terme.
Cependant, I'accumulation des LT CD8" effecteurs au site tumoral dépend de la présence des LT
CD4" pro-inflammatoires ( LT CD4" 11) et I'effet thérapeutique de I’anti-OX40 n’est efficace que
dans le traitement de tumeurs hautement immunogéniques (Andarini et al., 2004; Kjaergaard et
al., 2000). Ainsi, l'investigation de I'effet de la combinaison d’anticorps agoniste anti-OX40 et
anti-CD137 sur la réponse immunitaire antitumorale a permis de caractériser davantage les
réles respectifs des LT CD4" et LT CD8" (S.-J. Lee et al., 2004). Cette étude a révélé que la
stimulation des deux récepteurs potentialise I'accumulation des LT CD8" effecteurs au sein des

tissus lymphoides et non lymphoides et que leur survie dépend de la présence des LT CD4".
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3. Fonctions effectrices des LT CD8"

Les LT CD8" ayant été activés dans les ganglions lymphatiques migrent en périphérie pour
reconnaitre et éliminer cellules tumorales. Leur reconnaissance via l'interaction TCR/ CMH-
| :peptide déclenche I'activation des mécanismes qui induisent la mort des cellules tumorales :
I’exocytose des granules cytotoxiques et 'apoptose induite par les récepteurs de morts (Barry &

Bleackley, 2002).

a) Fonctions cytotoxiques
(1) Lavoie de mort par exocytose

La perforine et la granzyme

Les LT CD8" possédent dans leur cytoplasme des granules cytotoxiques qui contiennent
différentes protéines impliquées dans I'induction de I'apoptose des cellules cibles. Les protéines
les plus abondamment trouvées dans ces granules sont les granzymes ( sérines protéases) et la
perforine. Suite a la stimulation du TCR, les granules se clusterisent et se polarisent au niveau de
la synapse immunologique (Grakoui et al., 1999; Ritter et al., 2015). L’exocytose des granules
s’effectue tres rapidement apres la reconnaissance de la cellule cible et conduit au relarguage
des molécules lytiques qui conduisent a I'apoptose de cellule cible. Des modeles expérimentaux
de lymphomes et de sarcome ont notamment pu mettre en évidence in vivo le réle protecteur
de la perforine sécrétée par les LT CD8" contre la croissance tumorale (M J Smyth et al., 2000).
La granzyme B est sans doute la granzyme la plus connue puisqu’elle active par protéolyse les
caspases intracellulaires qui induisent I'apoptose de la cellule tumorale. La granzyme A est la
protéase la plus abondante au sein des granules lytiques dont les fonctions apoptotiges ne
dépendent pas des casapses. Elle est cependant capable d’'endommager ’ADN de la cellule cible
par de nombreux moyens. Elle est a I'origine d’une perturbation du métabolisme mitochondrial
qui génére des especes réactives de I'oxygene ( ROS, Reactive Oxygen Species) altérant la
structure de 'ADN. Les dommages a I’ADN peuvent également résulter de la dégration de la
laminine qui maintient la structure de I’enveloppe nucléaire, ou résulter de la dégradation des

histones et des protéines de réparation de I’ADN (Lieberman, 2010).
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Différents mécanismes d’actions respectifs de la perforine et des granymes ont été proposés
(Figure 13). Le premier modele stipule que la perforine se polymérise a la membrane plasmique
de la cellule cible pour former des pores nécessaires a I'entrée passive des granzymes (Figure 13
a et b). Au vu de plusieurs études qui ont démontré que les granzymes pénétrent dans la cellule
en absence de perforine, les autres modeéles consistent a dire que les granzymes sont
incorporées dans la cellule cible par endocytose (Pinkoski et al., 1998) (Figure 13 c) ou encore
gue des complexes macromoléculaires contenant la perforine et les granzymes sont reconnus
par les récepteurs mannose 6-phosphate ( RMP) puis encapsidés dans des endosomes (Figure
13 d) (Metkar et al., 2002). Cette hypothése a été confirmée dans une étude qui a démontré
que la perforine et la granzyme agissent en synergie et de facon relativement rapide en fonction

de I'activité des endosomes (Lopez et al., 2013).
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Figure 13 : Modéles d’action respectives de la perforine et de la granzyme B dans I'induction de I’apoptose de la cellule cible

From Joseph A. Trapani and Mark J. Smyth, Functional significance of the Perforin/Granzyme cell death pathway Nature Reviews Immunology 2002
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(2) Lavoie de mort par les récepteurs de mort

La voie Fas : Fas-L et la voie TRAIL : TRAIL-L

Les LT CD8" activés par le TCR sont également capables d’induire I'apoptose de la cellule
tumorale via l'interaction entre le ligand Fas-L (CD95-L) et le récepteur de mort Fas (APO-1,
CD95) exprimé a la surface de la cellule cible. Bien que la forme membranaire trimérique de Fas-
L soit la plus fonctionnellement active, elle peut cependant étre clivée par une métalloprotéase
pour générer une forme soluble cytokinique, active uniquement chez ’'Homme (Tanaka et al.,
1996). L'interaction Fas/ Fas-L conduit au recrutement du complexe protéique DISC ( Death-
Inducing Signaling Complex) au niveau de Fas. Ce complexe, constitué de la protéine adaptatrice
FADD et de la caspase-8, conduit a I'apoptose de la cellule cible par deux mécanismes différents
(Strasser, Jost, & Nagata, 2009). Dans un premier cas, la caspase 8 active les caspases 3 et 7 qui
cliveront de multiples protéines vitales pour la survie de la cellule. Dans un second cas, la
caspase 8 active la voie de la protéine BID qui conduit a la perméabilisation de la membrane

externe de la mitochondrie et au relargage du cytochrome c impliqué dans la formation de
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Figure 14 : La voie Fas-L/Fas induit 'apoptose par deux mécanismes différents

From A. Strasser et al, The Many Roles of FAS Receptor Signaling in the Immune System Immunity 2009

I'apoptosome (Figure 14).
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La voie TRAIL/ TRAIL-L est également une voie de mort impliqué dans les fonctions effectrices
des LT CD8" . Elle consiste de facon trés similaire a elle de Fas/ Fas-L a activer la voie des

caspases pour induire I'apoptose de la cellule cible (Holoch & Griffith, 2009).

b) Sécrétion de cytokines
(1) L’IFN-y

L'IFN-y est une cytokine pro-inflammatoire appartenant a la famille des IFNs de type Il jouant un
roéle majeur dans les propriétés antitumorales des LT CD8". L'IFN-y est sécrétée par les LT CD8"
activés par le TCR et interagit avec son récepteur IFNGR1 exprimé par les cellules tumorales.
Suite a cette interaction, le facteur de transcription STAT1 active la transcription des génes
codant les protéines anti-prolifératives et inhibe celle des génes codant les protéines du cycle
cellulaire (cyclines) a I'origine de I'apoptose des cellules tumorales (Ni & Lu, 2018). Des modeles
de tumorigénése primaire ont ainsi permis de démontrer in vivo que I'lIFN-y est nécessaire au
contréle de la croissance tumorale et a l'inhibition de la formation de métastases (Dighe,

Richards, Old, & Schreiber, 1994; Kaplan et al., 1998; Shankaran et al., 2001; Street et al., 2001).

L’IFN-y favorise I'activation indirecte des LT CD8" en augmentant les propriétés de présentation
antigénique des DC et facillite également la reconnaissance et la destruction des cellules
tumorales via I'augmentation de |'expression du CMH-I et du récepteur Fas a la surface,
respectivement (Figure 15) (Castro, Cardoso, Gongalves, Serre, & Oliveira, 2018; McKenzie,
Mark DThomas et al., 2006). Par ailleurs, il a été indiqué que la sécrétion d’IFN-y par les LT CD8"
agit de fagon autocrine pour augmenter leurs fonctions cytotoxiques (Bhat, Leggatt,
Waterhouse, & Frazer, 2017). De plus, I'IFN-y agit directement sur les cellules endothéliales afin
de diminuer la taille des vaisseaux sanguins alimentant la tumeur, contribuant ainsi a la
régression tumorale par ischémie (Kammertoens et al., 2017). Enfin, I'IFN-y peut contribuer au
contréle de la croissance tumorale en limitant les fonctions des cellules aux propriétés
immunosuppressives telles que les MDCS ( Myeloid-derived suppressor cells) et les LTreg

(Delgoffe et al., 2017; Médina-Echeverz, Wideman, Zautra, & Edwards, 2014).
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En effet, des travaux réalisés chez la souris ont suggére que I'lFN-y diminue I'expression de la
protéine anti-apoptotoqique Bcl2al des MDSCs (Médina-Echeverz et al., 2014) et qu’il contribue

a « fragiliser » certains LTreg n’exprimant pas certaines protéines nécessaires a leurs fonctions

8 ST IL-12, IL-18 and CD86
5T HLA-DR and HLA-ABC

WPUE=RY

= Enhance efficacy of radiotherapy

* Induce tumor cell apoptosis and necroptosis
= Induce ischaemia

=  Activate APCs

«  Promote Treg cell fragility

= Inhibit function of gMDSCs

«  Switch TAMs frem M2 to M1

Figure 15 : Roles de I'IFN-y dans I'immunosurveillance

From Ni and Lu, Interferon gamma in cancer immunotherapy Cancer Medicine Review 2018

Bien que I'IFN-y inhibe directement la prolifération des cellules tumorales et induit leur apoptose, les signaux « précoces » issus du
signaling de I’FN-y agissent sur les cellules du systeme immunitaire. lls conduisent notamment a la production d’IL-12 et d’IL-18 par les
CPA et a 'augmentation de I'expression de la molécule de costimulation CD86 a leur surface pour favoriser la différentiation des LTy,
CD4" et I'activation des LT CD8". L’activation des fonctions cytotoxiques des LT CD8" est également favorisée par I'IFN-y puisqu’il conduit a

I"augmentation de I'expression des molécules du CMH-I a la surface des APC et des cellules tumorales.

(NRP1 et I'ubiquine ligase E3 VHL) (Delgoffe et al., 2017; J. H. Lee, Elly, Park, & Liu, 2015).
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(2) Le TNF-a

Le TNF-a (Tumour necrosis factor) est une glycoprotéine de type Il capable d’induire des signaux
intracellulaires via sa forme transmembranaire ou sa forme soluble issue du clivage
protéolytique de la forme membranaire, sécrétée par de nombreux cellules immunitaires
(monocytes, macrophages, mastocytes, lymphocytes T). Le TNF-a interagit avec les récepteurs
ubiquitaires TNFR1 (p55) et TNFR2 (p75) afin d’induire la transduction de signaux impliqués
dans I'activation, la prolifération et la survie cellulaire. Bien que le TNF-a soit impliqué dans
I'activation des LT CD8" (Calzascia et al., 2007; Trevejo et al., 2001) et qu’il favorise leur
I’extravasion vers le site de I'inflammation (Sata & Walsh, 1998), la sécrétion de TNF-a par les LT
CD8" permet également d’augmentation leurs fonctions cytotoxiques.

Aprés avoir identifié le réle clé du TNF-a dans les fonctions antitumorales des LT CD8" chez des
souris immunodéficientes TNF-a” (Prevost-Blondel, Roth, Rosenthal, & Pircher, 2000), un
modele expérimental du cancer du pancréas (RIP[GP x Tag2]) a en effet démontré que le TNF-a
interagit avec TNFR2 exprimé par les LT CD8" effecteurs afin d’induire leur production d’IL-2 et
d’IFN-y (Calzascia et al., 2007; Speiser et al., 1997). L'action autocrine du TNF-a augmente la
prolifération et les fonctions cytotoxiques des LT CD8" spécifiques de la tumeur (Calzascia et al.,
2007; Prevost-Blondel et al., 2000). La caractérisation du role du TNF-a sur les fonctions des LT
CD8" ex-vivo a confirmé que le TNF-a réduit le seuil d’activation des LT CD8" en augmentant leur
production d’IL-2 et qu’il favorise leur survie en augmentant I'expression des molécules anti-
apoptotiques Bcl-xl et Bcl-2 (E. Y. Kim & Teh, 2001, 2004). Conformément a certains travaux
ayant démontré que le TNF-a exogéne augmente |'expression de Fas a la surface des LT
CD8" pour favoriser I'apoptose des cellules cibles exprimant Fas-L (Kafrouni, Brown, & Thiele,
2003), il a été suggéré que l'interaction entre TNF-a et TNFR2 régule positivement I'expression

de Fas.

Malgré le réle activateur des fonctions cytotoxiques des LT CD8", le TNF-a posséde également
un réle pro-tumoral. Au vu de I'expression ubiquitaire des récepteurs aux TNF-a, le TNF-a
interagit avec TNFR2 exprimé par les MDSCs (Myeloid-derived suppressor cells) et les LTreg afin
de potentialiser leurs fonctions immunosuppressives et le maintien de leur survie (X. Chen et al.,

2007; X. Zhao et al., 2012). Par ailleurs, des études récentes ont mis en évidence dans le modéle
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expérimental de mélanome B16K1 que le TNF-a interagit avec son récepteur TNFR1 exprimé par
les LT CD8" afin d’inhiber leur accumulation au site tumoral (Bertrand et al., 2015).

Malgré les rbles pro-tumoraux et antitumoraux du TNF-a, le blocage de la voie du TNF-a reste
donc une stratégie thérapeutique intéressante dans le traitement du mélanome (Bertrand,
Rochotte, Levade, & Segui, 2016). En effet, une étude récente a démontré que I'administration
d’un anticorps antagoniste anti-TNF-a dans des souris porteuses de mélanome (B16-OVA) ou du
cancer du célon (MC38-OVA) potentialise les effets antitumoraux des immunothérapies

bloquant les récepteurs inhibiteurs des LT CD8", PD-1 et CTLA-4 (Perez-Ruiz et al., 2019).

4, Génération des LT CDS8" effecteurs et des LT CD8" mémoires

a) Sous-types de LT CD8" mémoires

L’activation et I'expansion clonale des LT CD8" sont des processus dynamiques qui conduisent a
une différenciation des LT CD8" en cellules effectrices et en cellules mémoires. Les LT CD8"
mémoires sont caractérisés par leur a longue durée de vie et leurs capacités a étre réactivées
rapidement et efficacement en réponse a une stimulation antigénique ultérieure (Williams &
Bevan, 2007). Les études sur la génération, la localisation et les fonctions des LT CD8* mémoires
ont majoritairement été réalisées sur des modeles d’infections chez la souris. Les LT CD8"
mémoires sont phénotypiquement identifiés selon I'expression de la sélectine CD62L et du
récepteur de chimiokine CCR7 qui leur conferent des localisations anatomiques spécifiques

(Sallusto, Lenig, & Forster, 1999).

Les LT CD8&* centraux mémoires

L’expression de CCR7 par les lymphocytes T CD8" centraux mémoires LTcw (central memory)
favorise leur recrutement au niveau des organes lymphoides secondaires (OLS) en interagissant
avec les chimiokines CCL19 et CCL21 sécrétées par les cellules stromales des zones T.
L’expression de la sélectine CD62-L par les LTy favorise leur « rolling » le long des HEV (High
endothelial venules) avant de migrer a travers la barriere endothéliale (phénoméne de
diapédese). Il a par ailleurs été démontré que les chimiokines CCL21 et CCL19 sont exprimées
par les cellules endothéliales des HEV et permettent aux lymphocytes T CD8" de migrer plus

efficacement vers les ganglions lymphatiques (Baekkevold et al., 2001). Les LT¢y CD62L" CCR7*
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recirculent entre les différents OLS et sont capables de proliférer rapidement en réponse a une

stimulation antigénique ultérieure via leur production d’IL-2.

Les LT CD&* effecteurs mémoires

Les lymphocytes T CD8" effecteurs mémoires LTy (effector memory) (CD62L° CCR7” CD45RA
chez ’'Homme et CD62L CCR7 CD44" chez la souris) sont localisés dans le sang et les organes

non lymphoides.

Les LTem CD8* expriment le récepteur aux chimiokines CXCR3 qui leur permet de migrer au site
tumoral au sein desquels ils sécretent rapidement des cytokines effectrices et des molécules
cytolytiques en réponse a la stimulation du TCR (Sallusto et al., 1999). Contrairement aux LTcym
CD8", les LTgw CD8" sont considérés comme des cellules & un stade trés différencié aux

fonctions effectrices importantes mais aux faibles capacités prolifératives.

Les LT CD8&* effecteurs mémoires terminaux

Les lymphocytes T effecteurs mémoires terminaux (LTemra) CD62L° CCR7” CD45RA" (inexistants
chez la souris) possédent des propriétés relativement identiques aux LTgy CD8" (Willinger,
Freeman, Hasegawa, McMichael, & Callan, 2005). Les LT CD8" Temra S’expandent peu en
réponse a une stimulation antigénique et sont relativement sensible a I'apoptose di a leur

faible expression de la protéine anti-apoptotique Blc2 (Geginat et al., 2003).

Les LT CD&* résidents mémoires

Les lymphocytes T « résidents mémoires » ( LTgy ) sont des LT CD8" mémoires non circulants
qui résident spécifiquement dans les tissus non lymphoides périphériques (Mami-Chouaib et al.,
2018). Les LTgw représentent la population majoritaire de LT CD8" mémoires dans les tissus
épithéliaux dont la peau, les intestins, les poumons et le systeme nerveux (Steinert et al., 2015).
La rétention des LTry dans les tissus résulte principalement de I'expression de I'intégrine CD103
(aeB7) a la surface, qui interagit avec la cadhérine E exprimée par les cellules épithéliales
(Cepek, Parker, Madara, & Brenner, 1993). L’intégrine CD49 (a,f1) et la lectine de type C CD69
sont également impliquées dans la rétention des LT gy CD8" dans les tissus. Les LT gy CD8"ont
des propriétés cytotoxiques accrues impliquées dans la protection contre les infections et les
maladies inflammatoires chez ’'Homme. L'analyse des LTy présents sur la barriere épithéliale

du poumon chez des donneurs sains a indiqué que les LTgy CD8" sont des lymphocytes
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mémoires qui possedent une signature transcriptomique spécifique associée a leurs propriétés

d’adhésion, leurs propriétés effectrices et leur survie a long terme (Hombrink et al., 2016).

b) Role antitumoral des différentes populations mémoires

Cette classification des populations des LT mémoires a conduit les chercheurs a évaluer quelles
étaient les populations aux propriétés antitumorales effectives. Malgré leurs fonctions
cytolytiques accrues et leur capacité a produire beaucoup d’IFN-y in vitro, les LTgy sont moins
efficace que les LTy a controler la croissance tumorale in vivo. En effet, des expériences de
transfert adoptif de LT CD8" spécifiques de I'antigéne tumoral gpl100 issus de souris
transgéniques Pmel , différenciés en LTy in vitro puis injectés chez des souris porteuses de
mélanome (B16) ont révélé que les LTy possédent des propriétés antitumorales supérieures au
LTem conduisant a la régression tumorale (Klebanoff et al.,, 2005). L’état peu différencié et
prolifératif des LTcy , ainsi que leurs capacités a migrer et résider au sein des ganglions
lymphatiques semblent étre des caractéristiques nécessaires a la génération d’une réponse
effectrice antitumorale (Gattinoni et al., 2005; Klebanoff et al., 2005). Chez I’'Homme et chez la
souris, une nouvelle population unique de lymphocytes T mémoires au phénotype de LT naifs a
été identifié¢e comme étant la population mémoire la moins différenciée. Les analyses
phénotypiques et fonctionnelles de cette population ont mis en évidence que ces LT ont des
propriétés de cellules souches, capables de s’autorenouveler, de proliférer intensément en
réponse aux cytokines homéostatiques IL-15 et IL-7 et de sécréter des cytokines effectrices en
réponse a une stimulation du TCR in vitro (Gattinoni et al., 2009, 2011). Ces LTscv (Stem-cell
memory T cells) possédent programme génétique unique qui semble indiquer qu’ils sont issus
de la différentiation des LTy et qu'’ils se différencieront de facon linaire en LTy puis en LTgy (
LThn 2Tsem 2Tew 2>Tem ). Afin d’évaluer le role des LTscq dans I'immunosurveillance
antitumorale, des souris immunodéficientes NSG (NOD Scid Gamma) porteuses de tumeur
mésothéliale (M108) ont été injectées avec les différentes populations spécifiques de la tumeur.
Les observations issues de ces travaux indiquent que les LTscw constituent la population de LT
mémoires aux propriétés antitumorales importantes ; elles sont les seules capables de conduire
a une régression de la tumeur et une prolongation de la survie des souris . Ainsi, ces études

suggerent que les LTscwm ont des capacités thérapeutiques plus efficaces que les LTgy utilisés
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dans des essais cliniques d’'immunothérapies chez I’'Homme (Gattinoni, Powell, Rosenberg, &

Restifo, 2006).
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Les LTrm CD8" constituent également des lymphocytes mémoires présents dans de nombreuses
tumeurs solides aux propriétés cytotoxiques importantes (Mami-Chouaib et al., 2018). En effet,
au-dela de leur conférer des propriétés d’adhésion, I'intégrine CD103 exprimée a la surface des
LTrm interagit avec la cadhérine E fréquemment exprimée par les cellules tumorales afin de
favoriser la sécrétion de cytokines et de granules cytolytiques (Franciszkiewicz et al., 2013).
Nizard et al ont mis en évidence dans un modele pré-clinique du cancer de la téte et du cou
qgu’une vaccination intranasale basée sur 'injection d’un vecteur fusionné a la protéine virale E7
du virus HPV16 ( StxB-E7) favorise le développement spécifique de LTry dans les poumons a
I’origine de I'inhibition de la croissance tumorale (Nizard et al., 2017). Il a par ailleurs été révélé
chez des patients atteints du cancer du poumon (carcinome) que les LT CD8" majoritairement
présents dans les tumeurs expriment CD103 (Djenidi et al., 2015; Nizard et al., 2017) et qu’ils
possédent des propriétés effectrices importantes (Djenidi et al., 2015). De fagon importante, de
nombreux cas de cancers solides ( cancer du poumon, cancer de I'ovaire, cancer du sein et
cancer de la vessie) ont mis en évidence que les LTz CD8" sont associés & une amélioration de
la survie des patients (Djenidi et al., 2015; Mami-Chouaib et al., 2018; Nizard et al., 2017).
L'activité antitumorale des LTry a été caractérisée au travers d’expériences de transfert adoptif
réalisées chez des souris porteuses de mélanome (Milner et al., 2017). Ces observations laissent
ainsi supposer que les LTgy sont des cibles thérapeutiques majeures dans le traitement du

cancer chez 'Homme.
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c) Facteurs impliqués dans la différentiation des LT CD8" effecteurs

Les LT CD8" naifs représentent un pool de clones de lymphocytes T divers exprimant des TCR
capables de reconnaitre spécifiguement un antigéne particulier, qui suite a leur activation se
différencient en cellules effectrices et en cellules mémoires « protecteurs » a long terme. La
caractérisation des facteurs jouant un réle dans la différenciation des LT CD8" activés est
relativement peu décri te dans des contextes tumoraux et repose essentiellement sur les

travaux réalisés sur des modeles murins d’infection virale.

(1) Les médiateurs cellulaires et les cytokines

La sécrétion d’IL-12 et les interférons de type | ( IFN-a et IFN-B) par les DC matures sont
nécessaires a l'expansion clonale des LT CD8" et au développement de leurs fonctions
cytotoxiques dans les phases précoces du « priming » des LT CD8" (Curtsinger et al., 1999;
Curtsinger, Valenzuela, Agarwal, Lins, & Mescher, 2005; Hochrein et al., 2001) tandis que leur
persistance dans les phases tardives permet aux LT CD8" de se différencier en cellules mémoires
fonctionnelles (Curtsinger, Lins, & Mescher, 2003; Mescher, Curtsinger, Casey, & Hammerbeck,
2006; Whitmire et al., 2007; Whitmire, Tan, & Whitton, 2005; Xiao, Casey, Jameson, Curtsinger,
& Matthew, 2009). Différents modeéles d’infection ont indiqué que la présence de LT CD4" au
cours de I'activation des LT CD8" est nécessaire au maintien de la survie des LTgy CD8" générés
afin qu’ils puissent rapidement proliférer en réponse a une stimulation antigénique secondaire
(Huster et al., 2004; J. C. Sun, Williams, & Bevan, 2004). En effet, il a été suggéré qu’en présence
d’IL-2, les interactions directes entre les LT CD4" helper €t les LT CD8" conduisent a diminuer
I’expression du récepteur de mort TRAIL a leur surface (Janssen et al., 2005; Williams, Tyznik, &

Bevan, 2006).

Conformément au modele de différentiation lymphocytaire qui stipule qu’une phase effectrice
des LT CD8" n’est pas nécessaire a leur développement en cellules mémoires (Chang et al.,
2007), des travaux ont indiqué que la présence prolongée des cytokines homéostatiques IL-7 et
IL-15, lorsque les concentrations d’IL-2 sont faibles et en absence de tout antigene, favorise la
différentiation des LTy CD8" en LT¢y CD8' (Carrio, Bathe, & Malek, 2004; Manjunath et al.,
2001).
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(2)  Facteurs de transcription

Eomes et T-bet

Suite a I'activation des LT CD8" par le TCR, les facteurs de transcription Eomesodermin (Eomes)
et T-bet (Tbx21) coopéerent pour activer I'expression des protéines impliquées dans les fonctions
cytotoxiques des LT CD8" effecteurs, dans leur migration au site de I'inflammation et dans
I"acquisition des propriétés homéostatiques des LT CD8" mémoires (Intlekofer et al., 2005;
Pearce et al., 2004; Tripathi et al., 2010). En effet, ils induisent I'expression de la perforine et
granzymes, des récepteurs aux chimiokines CXCR3 et CXCR4 ainsi que et des récepteurs IL-2RB
et IL-15RPB nécessaires a leur prolifération et leur survie a long terme en réponse a I'lL-2 et I'IL-
15. Malgré la redondance partielle des fonctions de Thet et Eomes, la synchronisation de leurs
expressions est régulée par les modalités du primingdes LT CD8' et conditionnent la

différentiation des LT CD8" activés.

La concentration d’IL-12 et la force d’interaction ente le TCR et le CMH-I/peptide (définie par
I'affinité du TCR et la quantité de peptide « loadé » par les DC) sont positivement corrélés a
I’expression de Thet qui génére préférentiellement les LT CD8" effecteurs cytotoxiques a courte
durée de vie (Intlekofer et al., 2005; Takemoto, Intlekofer, John, Wherry, & Reiner, 2006). Le
modele d’infection virale aiglie LCMV a mis en évidence qu’en réponse au virus LCMV, les LT
CD8" activés se différencient rapidement en SLECs (Short-Lived Effector Cells) CD127"°% KLRG1"&"
destinés a disparaitre rapidement (Joshi et al.,, 2007). En effet, le marqueur de sénescence
KLRG1 est associée a une différentiation terminale des LT CD8" (Voehringer et al., 2001).1l a par
ailleurs été indiqué que dans les phases précoces de |'activation des LT CD8", I'[FN-y agit en
synergie avec I'IFN-a en absence d’IL-12 pour réguler positivement I'expression de Tbet et
permettre ainsi aux LT CD8" naifs d’acquérir leurs fonctions effectrices (Curtsinger, Agarwal,
Lins, & Mescher, 2012). Inversement, les LT CD8" naifs de faible affinité pour le complexe CMH-
| :peptide, peu répondeurs a I'lL-12 et exprimant peu Thet , régulent qualitativement le signal

TCR afin de générer un pool de cellules mémoires a longue durée de vie CD127"e"

exprimant
Eomes, dont I'expression est proportionnelle a la dose d’antigéne (Banerjee et al., 2010;

Knudson, Hamilton, et al., 2013; Knudson, Goplen, Cunningham, Daniels, & Teixeiro, 2013).
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Ces cellules mémoires sont issus de la différentiation des MPECs CD127"8"KLRG1"" aux
capacités prolifératives accrues (Sarkar et al., 2008) et capables de survivre en réponse a I'lL-7 et
a I'lL-15 (Joshi et al., 2007; Kaech et al., 2003; Schluns, Kieper, Jameson, & Lefrancois, 2000)
Contrairement a Tbet, I"expression d’Eomes est augmentée lors de la transition des LT CD8"

effecteurs en cellules mémoires (Figure 16).
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Figure 16 : Les modalités du priming des LT CD8" conditionnent leur différentiation en cellules effectrices et en cellules mémoires

Modified from Karin M. Knudson, Graphical abstract of Low-affinity T cells are programmed to maintain normal primary responses but are
impaired in their recall to low-affinity ligands, Cell Reports 2013

Le modele murin transgénique OT-1 a mis en évidence que I'affinité du ligand conditionne le ratio des LT effecteurs/ LT mémoires et régule
I’expression des facteurs de transcription Thet et Eomes au cours d’une infection bactérienne (Listeria Monocytogenes). Ces analyses ont
conduit a suggérer que plus I'affinité du TCR décroit et plus I'expression d’Eomes augmente. De plus, I'augmentation de I'expression du
facteur de transcription Blc-6 par les LT de faible affinité indiquent que I'activation des LT de faible affinité induit un programme
transcriptionnel qui favorise le développement des cellules mémoires. Aussi, seule 'activation des LT de forte affinité conduit a une
augmentation sensible de I'expression du récepteur a I'lL-12, indiquant que I'affinité du ligand régule la capacité de réponse des LT a I'lL-12,
et donc I'expression de Thet et d’Eomes.

58



Blimp-1 et Bcl-6

Les facteurs de transcription réprésseurs Blimp-1 et Bcl-6 jouent également un réle dans les
propriétés fonctionnelles des LT CD8" effecteurs et des LT CD8" mémoires. Blimp-1 favorise les
fonctions cytotoxiques des LT CD8" effecteurs ainsi que leur différentiation en cellules mémoires
LTem (Kallies et al., 2006; Kallies, Xin, Belz, & Nutt, 2009; Martins et al., 2006). Inversement, son
absence favorise la génération de LT CD8" centraux mémoires (LTcw) aux capacités prolifératives
plus accrues et qui survivent plus longtemps (Rutishauser et al., 2009). Contrairement a Blimp-1,
Bcl-6 régule négativement les fonctions cytolytiques des LT CD8" effecteurs en inhibant
I’expression de la granzyme B (Yoshida et al., 2006) et favorise la génération et le maintien des
LT CD8" centraux mémoires (LTcw) (Figure 17) (Ichii et al., 2002; Ichii, Sakamoto, Kuroda,
Tokuhisa, & Alerts, 2004).
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Figure 17 : Réles de Bcl-6 et Blimp1 dans la différentiation des LT CD8"

Modified from Shane Crotty et al, Effectors and memories: Bcl-6 and Blimp-1 in T and B lymphocyte differentiation Nature Immunology 2010

Les réles respectifs des facteurs de transcription Blimp-1 et Bcl-6 ont principalement été investigués dans un contexte d’infection virale chez la souris.
Blimp-1 est nécessaire & la différentiation terminale des LT CD8" SLECs ( KLRG1"e" CD127'°W) et son expression favorise la production de molécules
effectrices cytotoxiques. Inversement, son absence est associée au développement des MPECs (KLRG1'°W CD127high) capables de se différencier LT CD8"
mémoires a longue durée de vie. Les LT CD8" effecteurs mémoires (LTgy) expriment davantage Blimp-1 que les LT CD8" centraux mémoires (LTcy).Bcl-6 est
un facteur de transcription clé impliqué dans la différentiation des LT CD8" mémoires, sur-exprimé par les LT CD8" mémoires et jouant un réle majeur dans
la prolifération cellulaire.



C. Epuisement lymphocytaire et immunothérapies

1. Les récepteurs inhibiteurs des LT CD8"

L’activation et les fonctions effectrices des lymphocytes T CD8" sont finement régulées par la
présence de récepteurs inhibiteurs qui transduisent des signaux « négatifs » nécessaires au
maintien de la tolérance immunitaire et a linhibition du développement de réponses
autoimmunes. Bien que les récepteurs inhibiteurs soient des marqueurs d’activation des LT
CD8’, ils diminuent sensiblement leurs fonctions effectrices et jouent un réle majeur dans

I’échappement des cellules tumorales a leurs capacités lytiques.

a) CTLA-4
(1)  Structure, expression et voie de signalisation

CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4, CD152) est un récepteur transmembranaire
appartenant a la superfamille des immunoglobulines (lIg) exprimé de facon transitoire a la
surface des lymphocytes T activés par le TCR. Malgré sa structure extracellulaire relativement
identique a celle de CD28, CTLA-4 forme des homodimeéres pour interagir de facon bivalente
avec une affinité de liaison beaucoup plus élevée avec CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2) exprimés par
les CPA (Peach et al., 1994; Stamper et al., 2001). En effet, la constante de dissociation du
complexe CTLA-4 /CD80 possede une constante de dissociation de 12nm tandis que celle du
complexe CD28/CD80 est de 200nm environ (Rudd et al., 2009). Suite a son interaction avec ses
ligands, CTLA-4 initialement localisé au niveau du centrosome se réoriente au niveau de la
synapse immunologique (SI) pour déstabiliser le recrutement des récepteurs coactivateurs CD28
et ICOS (Egen & Allison, 2002; Parry, Chemnitz, Frauwirth, Lanfranco, & Riley, 2005; Pentcheva-
Hoang, Egen, Wojnoonski, & Allison, 2004; Riley et al., 2001). De facon intéressante, il a été
indiqué que l'intensité et la quantité du signal du TCR sont proportionnelles a la translocation de
CTLA-4 a la membrane des lymphocytes T et donc a I'inhibition de la transduction des signaux

coactivateurs (Egen & Allison, 2002).
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L'engagement de CTLA-4 induit la phosphorylation du domaine cytoplasmique YVKM au niveau
des tyrosines Y201 et Y218 par les kinases de la famille Lck et Fyn, respectivement. Les tyrosines
phosphorylées permettent d’'une part de favoriser I'interaction de CTLA-4 avec le TCR au niveau
des chaines CD3{ (Chikuma, Imboden, & Bluestone, 2003; K. Lee et al., 1998) et d’autre part de
lier la phosphatase SHP-2 (Src-homogy-containing tyrosine phosphatase-2) (Chuang et al., 1999;
Marengere, Luc E Waterhouse, Duncan, Mittrucker, Feng, & Mak, 1996). La phosphatase SHP-2
déphosphoryle les tyrosines des chaines CD3C (K. Lee et al., 1998) et le régulateur p52SCH de
RAS (Marengere, Luc E Waterhouse et al., 1996) afin d’inactiver Akt et inhiber les signaux
activateurs résultant de la costimulation TCR/CD28 (Parry, Chemnitz, Frauwirth, Lanfranco, &
Riley, 2005) (Figure 18). Les fonctions d’Akt sont également inhibées par la phosphatase PP2A
qui interagit au niveau du motif intracytoplasmique YVKM de CTLA-4 (Chuang et al., 2000; Parry,
Chemnitz, Frauwirth, Lanfranco, & Riley, 2005). Ainsi, CTLA-4 régule proportionnellement les
signaux activateurs de CD28 en inhibant I'activité des facteurs de transcription AP-1, NFAT et
NFkB impliqués dans I'acquisition des fonctions prolifératives et effectrices des lymphocytes T

(Fraser, Rinc, Mccoy, & Gros, 1999).
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Figure 18 : CTLA-4 inhibe les fonctions de CD28

From C. Rudd et al, CD28 and CTLA-4 coreceptor expression and signal transduction Immunological Reviews, 2009




(2) Fonctions de CTLA-4

La stimulation de CTLA-4 a la surface des LT CD8" inhibent donc la transcription des génes
codant pour I'lL-2 et I'lL-2Ra nécessaires a leur prolifération et a leur sécérétion de cytokines
effectrices (Brunner et al., 1999; Karandikar, 1996; B. M. E. Krummel & Allison, 1996; Walunas,
Christina, & Bluestone, 1996). Des études menées in vivo sur des souris CTLA-4"" et in vitro sur
des cellules humaines ( cellules circulantes de donneur sains ou lignées cellulaires JURKAT) ont
permis par la suite de caractériser les mécanismes moléculaires a I'origine de la régulation des
fonctions lymphocytaires par CTLA-4. Elles ont démontré que CTLA-4 augmente le seuil
d’activation des LT CD8" en augmentant leur motilité, associée a une diminution de la durée et
de l'intensité de leurs interactions avec les CPA. Ainsi, I'engagement de CTLA-4 réduit la
formation des microclusters des molécules clés de la voie du TCR telles que ZAP-70 et LAT afin
de diminuer la production d’IFN-y et d’IL-2 par les LT CD8" activés (Chikuma et al., 2003;
Gajewski, Fallarino, & Fields, 2001; Martin, Schneider, Azouz, & Rudd, 2001; Schneider et al.,
2006; Schneider, Smith, Liu, Bismuth, & Rudd, 2008). La régulation des fonctions effectrices des
lymphocytes T joue donc un rble majeur dans le maintien de la tolérance immunitaire
périphérique. Malgré la faible expression de CD80 et CD86 a la surface des cellules dendritiques
immatures, leurs interactions avec CTLA-4 limitent I'activation précoce des LT et inhibent le

développement de maladies auto-immunes (Chambers, Kuhns, Jackson, & Allison, 2001) (Figure
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Figure 19 : CTLA-4 inhibe I'activation précoce des lymphocytes T

From Drew M. Pardoll, The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy Nat Rev Cancer, 2012

CTLA-4 est un récepteur inhibiteur qui régule négativement I’activation du lymphocyte T a la suite de son interaction avec les DC présentant
I’antigene. Initialement séquestré dans des vésicules intracellulaires des lymphocytes T non activés, CTLA-4 est transporté a la surface
membranaire ; son taux d’expression est proportionnel a I'intensité de la stimulation du TCR ( signal 1) et de CD28.
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19).

En effet, il a été démontré sur des modeéles murins de sclérose en plaque et de diabéte que
I'injection d’un anticorps antagoniste anti-CTLA-4 dans les phases précoces de la maladie induit
une accumulation rapide de lymphocytes T dans le pancréas qui accélere le développement de
la maladie et augmente son aggressivité (Karandikar, 1996; Lihder, Hoglund, Allison, Benoist, &
Mathis, n.d.). Bien qu’il ait été démontré chez la souris que I'absence de CTLA-4 (CLTA—4'/')
n’altéere pas le développement des thymocytes, elle favorise I'interaction entre CD28 et B7 pour
induire une prolifération incontrélée de LT CD4" effecteurs qui infiltrent massivement les tissus
et détruisent plusieurs organes (Chambers, Sullivan, & Allison, 1997; E A Tivol et al., 1997,

Elizabeth A Tivol, Borriello, Schweitzer, Bluestone, & Sharpe, 1995; Waterhouse et al., 1995).

Les travaux visant a mieux comprendre le réle de CTLA-4 dans les fonctions lymphocytaires ont
été réalisés dans le cadre d’infections virales sur des souris chimériques RAG2”" dont le pool
lymphocytaire a été reconstitué avec linjection de lymphocytes T CTLA-4" et CTLA-4"*
(Bachmann et al., 1999, 2001). Ces travaux ont indiqué que I'absence de CTLA-4 n’altére pas le
ratio LT CD4"/ CD8" et ne modifie ni leur prolifération ni leurs fonctions effectrices en réponse a
diverses infections (infections virales aiglie, chronique et permanente). Cependant, I'absence de
CTLA-4 induit une diminution du nombre de lymphocytes présents dans la rate et dans les
ganglions drainants, ce qui tend a suggérer que la régulation de la survie des LT par CTLA-4 ne
résulte pas de propriétés intrinseques mais plutot de la sécrétion de facteurs solubles
immunosuppresseurs (Bachmann et al.,, 1999, 2001). Ces études ont par la suite permis de
révéler que I'expression de CTLA-4 par les LTreg joue un role important dans leurs fonctions
immunosuppressives (Peggs, Quezada, Chambers, Korman, & Allison, 2009; Rudd, 2008; Wing et
al., 2008).

Malgré son role majeur dans le maintien de la tolérance périphérique, plusieurs modeéles
expérimentaux de cancers (carcinome, fibrosarcome, thymome et cancer de l'ovaire) ont
démontré que le blocage de CTLA-4 augmente I'expansion clonale et les fonctions effectrices
des LT CD8" dans les phases précoces de la réponse immunitaire. L’augmentation de leur
production d’IL-2 et d’IFN-y est corrélée a une diminution de la taille tumorale et a une
amélioration de la survie des souris malades (Leach, Krummel, & Allison, 1996; Shrikant,
Khoruts, & Mescher, 1999; Yang et al., 1997).
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(3) Immunothérapies anti-CTLA-4

Suite a l'identification du réle de CTLA-4 dans la diminution du seuil d’activation des LT CD8"
dans les phases initiales de la tumorigénése (Chambers, Sullivan, Truong, & Allison, 1998; Egen
& Allison, 2002; M. F. Krummel & Allison, 1995), le blocage de CTLA-4 a été considéré comme
une approche thérapeutique prometteuse pour potentialiser les fonctions antitumorales des LT
CD8". Cependant, I'administration d’un anti-CTLA-4 ne conduit pas a la régression de tumeurs
faiblement immunogéniques mais ne fait que ralentir sa croissance. Au vu de |'utilisation limitée
des vaccins thérapeutiques GVAX ou FVAX qui induisent une tolérance des LT CD8" vis-a-vis de
I'antigeéne tumoral présenté chroniquement par les CPA, la co-injection d’un anti-CTLA-4 avec
ces vaccins restaure les fonctions antitumorales des lymphocytes T CD8" « anergisés » et
augmente sensiblement le ratio LT CD8" effecteurs mémoires/ LTeg au site de la tumeur
(Curran & Allison, 2009; Hurwitz, Yu, Leach, & Allison, 1998; B. Li et al., 2007; Sotomayor,
Borrello, Tubb, Allison, & Levitsky, 1999). Ainsi, des modéles expérimentaux ont mis en évidence
gue la combinaison des deux traitements limite sensiblement la croissance du mélanome
(B16/BL6), du carcinome mammaire (SM1) ou du carcinome prostatique (modéle TRAMP) et

améliore la survie des souris malades chez environ 60% d’entres elles.

La combinaison du blocage de CTLA-4 et de la stimulation de CD137 s’est également avérée
efficace dans un modele murin du cancer du célon (MC38) puisqu’il diminue les réactions auto-
immunitaires induites par le seul traitement anti-CTLA-4 et accroit les fonctions effectrices des
LT CD8" (Kocak et al., 2006). La recherche permanente d’une meilleure réponse antitumorale a
conduit les chercheurs a investiguer ultérieurement les effets de la combinaison du vaccin FVAX,
de I'anti-CTLA-4 et de I'anti-CD137. La synergie des traitements est efficace puisqu’elle induit
une augmentation du nombre et des propriétés effectrices des LT CD8" infiltrant la tumeur de
souris porteuses de mélanome (Curran et al., 2011). Les premiers essais cliniques réalisés chez
des patients atteints de mélanome métastatique ont révélé que I'anti-CTLA-4 (MDX-010,
Ipililumab) augmente la prolifération et les fonctions effectrices des LT spécifiques de la tumeur
, associées a la régréssion de la charge tumorale et a 'amélioration de la survie des patients

(Hodi et al., 2010; Schadendorf et al., 2015; Yuan et al., 2008).
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L'lpilumab a été approuvé en 2011 par la FDA ( Food Drug administration) mais son utilisation
est relativement restreinte au traitement du mélanome puisque qu’il conduit au
développement de nombreux effets indésirables tels que des lymphoproliférations bénines
dans certains cancers, dont le lymphome B et le cancer de la prostate (Ansell et al., 2006; Beer

et al,, 2016).

b) PD-1
(1)  Structure, expression et voie de signalisation

PD-1 (Programmed cell death-1, CD279, Pdcd1) est un récepteur transmembranaire exprimé a
la surface des lymphocytes T activés jouant un role critique dans la régulation de leurs fonctions
et dans le maintien de la tolérance immunitaire périphérique (Nishimura, Nose, Hiai, Minato, &
Honjo, 1999; Probst, Mccoy, Okazaki, Honjo, & Broek, 2005). L’'intetaction de PD-1 avec ses
ligands PD-L1 (B7-H1; CD274) et PD-L2 (B7-DC; CD273) majoritairement exprimés par les
cellules dendritiques, les monocytes activés et les macrophages (Brown et al., 2003; Freeman,
Gordon J.Collins et al., 2000) induit la phosphorylation de PD-1 au niveau de ses des motifs
intracellulaires ITSM (Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif) et ITIM ( Immunoreceptor
tyrosine- based inhibitory motif), respectivement. Suite a I'activation des lymphocytes T par le
TCR, la kinase Lck consitutivement active et liée au domaine cytoplasmique des corécepteurs
CD4 ou CD8 phosphoryle la tyrosine Y248 du motif ITIM de PD-1, consituant ainsi un site de

reconnaissance par la phosphatase SHP-2.

L’engagement de PD-1 stabilise la synapse immunologique et réduit la motilité des lymphocytes
T pour favoriser la transduction optimale des signaux inhibiteurs (Fife et al., 2009). Ainsi, la
phosphatase SHP-2 déphosphoryle les motifs ITAMs de le chaine T du CD3 afin de diminuer la
phosphorylation de ZAP-70 organisée en microclusters a la membrane plasmique (Zinselmeyer
et al., 2013) et inactiver la voie de signalisation de la PI3k/Akt/mTOR nécessaire a I'acquisition
des propriétés effectrices des lymphocytes T (Figure 20) (Chemnitz, Parry, Nichols, June, & Riley,
2004; Freeman, Gordon J.Collins et al., 2000; Parry, Chemnitz, Frauwirth, Lanfranco, Braunstein,
et al., 2005). L'engagement de PD-1 induit principalement la déphosphorylation du TCR mais
déphosphoryle également les tyrosines cytoplasmiques des récepteurs coactivateurs CD28 et
CD226 (Hui et al., 2018; B. Wang et al., 2018). Le réle de CD226 dans les fonctions des

lymphocytes T CD8" fera I'objet du prochain chapitre de ce manuscrit.
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Figure 20 : Voie de signalisation de PD-1

From Arlene H. Sharpe and Kristen E. Pauken, The diverse functions of the PD1 inhibitory pathway Nature Reviews Immunology, 2018

(2) Fonctions de PD-1

L'interaction entre PD-1 et ses ligands augmente le seuil d’activation des LT activés en inhibant
les signaux principalement issus de I'engagement de CD28 (Carter et al., 2002; Parry, Chemnitz,
Frauwirth, Lanfranco, & Riley, 2005) (Figure 20) afin de diminuer leur prolifération et leur
sécrétion d’'IFN- y (Carter et al., 2002; Freeman, Gordon J.Collins et al., 2000; Keir et al., 2006).
Une étude intéressante a démontré que la concentration d’IL-2 produite par les LT CD4", ainsi
que I'lL-7 ou I”IL-15 qui induisent l'activation du facteur de transcription STAT5, peuvent
reverser les effets régulateurs négatifs de PD-1 (F. Bennett et al.,, 2003). Ainsi, seule la
costimulation de CD28 et non pas d’ICOS ( qui n’induit pas de production d’IL-2) est capable
d’augmenter |'expression de I'IL-2Ra qui permet de potentialiser la prolifération des

lymphocytes T (F. Bennett et al., 2003).
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Réle de PD-1 dans le maintien de la tolérance immunitaire

L'interaction entre PD-1 et PD-L1 est un mécanisme majeur dans le maintien de la tolérance
immunitaire périphérique puisqu’il a été démontré in vivo que I'absence (souris PD-L17 ou PD-1’
/') ou le blocage de cette interaction conduit au développement de maladies autoimmunes
caractérisées par une infiltration massive de lymphocytes T activés dans divers organes
(systeme nerveux central, foie, coeur) (Dong et al., 2004; Nishimura et al., 1999; Nishimura,
Okazaki, & Tanaka, 2001; Salama et al., 2003). En effet, I'interaction permanente entre PD-1 et
ses ligands exprimés a la fois par les CPA et les cellules parenchymateuses inhibe I'activation
précoce des LT au cours du priming dans les organes lymphoides secondaires et leurs fonctions
effectrices dans les tissus périphériques, respectivement (Fife et al., 2009; Keir et al., 2006).
Conformément a ces résultats, il a été indiqué récemment que I'expression de PD-1 a la surface
des LT CD8" répondeurs aux antigénes du soi est un mécanisme de tolérance immunitaire
pouvant étre réversé in vivo en bloquant l'interaction entre PD-1 et PD-L1 (Goldberg et al.,

2017).

Réle pro-tumoral de PD-1

L'expression des ligands de PD-1 par de nombreux types cellulaires favorise la régulation
négative des fonctions effectrices des LT CD8" au cours des différentes phases de la réponse
immunitaire antitumorale. Dans les ganglions lymphatiques drainant la tumeur, le
microenvironnement immunosuppressif (riche en IL-10 et en VEGF) favorise I'expression de PD-
L1 et de PD-L2 a la surface des cellules dendritiques matures afin de diminuer leurs capacités a
activer la prolifération et les fonctions effectrices des LT CD8" (Brown et al., 2003; Curiel, Wei,
Dong, Chen, & Zou, 2003). En effet, il a été démontré in vitro puis in vivo que le blocage de PD-
L1 a la surface des cellules dendritiques augmente la production d’IFN-y et d’IL-2 par les LT CD8"
activés et qu’il induit une forte régression de la tumeur chez des souris immunodéficientes
NOD-SCID injectées avec des cellules tumorales ovariennes humaines (Curiel et al., 2003). Par
ailleurs, des études ont indiqué que les cellules endothéliales expriment PD-L1 et PD-L2 en
présence d’IFN-y afin de diminuer la production d’IFN-y par les LT CD8" (lwai, Terawaki,

Ikegawa, Okazaki, & Honjo, 2003; Rodig et al., 2003).
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Comme l'indiquent les Figure 21 et Figure 22, PD-L1 est également exprimé par de nombreux

types de cancers afin de restreindre les capacités cytolytiques des LT CD8" et leur sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires dans les phases tardives de la réponse immunitaire (Blank et al.,

2004; Brown et al., 2003; Dong et al., 2002; Gevensleben et al., 2015).

Organ PD-L1 or PD-L2
Lung, ovary, skin, colon PD-L1
Glioma PD-L1
Bladder, breast, colon etc.® PD-L1
SCCHN PD-L1

Lung PD-L1

Renal cell PD-L1
Esophagus PD-L1, PD-L2
Stomach PD-L1

Breast PD-L1

Oral squamous cell PD-L1
Urothelial cell PD-L1

Ovary PD-L1, PD-L2
Pancreas PD-L1, PD-L2
Renal cell PD-1

Figure 21 : Expression des ligands de PD-1 par de nombreux tissus tumoraux, chez 'THomme

From Taku Okazaki and Tasuku Honjo, PD-1 and PD-1 ligands: from discovery to clinical application International Immunology,
2007
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Figure 22 : PD-1 régule I'activation des lymphocytes T au site tumoral

From Drew M. Pardoll, The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy Nat Rev Cancer, 2012

Contrairement a CTLA-4, PD-1 régule principalement les fonctions des LT effecteurs dans les tissus et les tumeurs. L'expression de PD-1
est induite a la suite de I'activation des LT par les cellules dendritiques et perdure lors de sa migration en périphérie. Les signaux
inflammatoires présents dans les tissus induisent I'expression des ligands de PD-1 afin d’inhiber les fonctions effectrices des LT activés.
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Il a par ailleurs été indiqué in vitro et in vivo sur un modele de mélanome que l'interaction entre
PD-L1 et PD-1 induit "apoptose des LT CD8" pour favoriser la croissance tumorale (Dong et al.,
2002). Des analyses fonctionnelles et immunohistochimiques réalisées sur des cellules de
patients atteints du cancer du poumon non a petites cellules ont par ailleurs confirmé que la
surexpression de PD-L1 par les cellules tumorales est positivement corrélée a la diminution de
LT CD8" infiltrant les tumeurs (Konishi, Yamazaki, Azuma, Kinoshita, & Dosaka-akita, 2004) et
que l'expression de PD-1 a leur surface est associée a leurs faibles capacités effectrices et

prolifératives (Y. Zhang, Huang, Gong, Qin, & Shen, 2010).

(3) Immunothérapies anti-PD1

Suite a I'observation que le blocage de l'interaction PD-L1/PD-1 diminue la taille tumorale et
augmente la survie des souris porteuses de tumeurs (mélanome, mastocytome, carcinome,
leucémie myéloide aigue) (Blank et al., 2004; Hirano et al., 2005; Juneja et al., 2017; Mumprecht
et al., 2009; Strome et al., 2003), les effes anti-tumoraux de I'anti-PD-1 ont été caractérisés chez
I'Homme. Ainsi, les études fonctionnelles réalisées in vitro sur des LT infiltrant les tumeurs de
patients ont par la suite prouvé I'efficacité de I'anti-PD-1 a restaurer les fonctions antitumorales
des LT CD8" (Mumprecht et al., 2009; Y. Zhang et al., 2010) et ont conduit au développement
d’essais cliniques avec I'anticorps monoclonal anti-PD-1, le Nivolumab (MDX-1106). Les essais
cliniques réalisés sur des patients atteints de mélanome métastatique, de cancer de la prostate,
du cancer du poumon ou encore de carcinome rénal ont révélé que le Nivolumab augmente la
fréquence de lymphocytes T CD8" cytotoxiques au site tumoral et induit une réponse partielle

ou totale chez certains individus (Brahmer et al., 2010; Gentzler et al., 2016).

Les immunothérapies anti-PD-1 basées sur linjection d’anticorps bloquants PD-1
(Pembrolizumab et Nivolumab) ont donc été approuvées par la FDA en 2014 au vu de leurs
capacités a améliorer sensiblement la survie des patients. Elles sont actuellement utilisées en
monothérapie dans le traitement du cancer de la vesssie, du mélanome, du cancer colorectal,

du cancer du poumon et du lymphome (Zou, Wolchok, & Chen, 2016) (Figure 23).
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Cible Molécule Indication Modalité d'administration

Intraveineux, 1 perfusion toutes les 3 semaines,

CTLA4  Ipilimumab Mélanome O

Mélanome
Cancer du poumon
Nivolumab e ) Intraveineux, 1 perfusion toutes les 2 semaines
Lymphome de Hodgkin
Cancer ORL

PD1 Cancer de la vessie

Mélanome

Cancer du poumon
Lymphome de Hodgkin
Cancer de vessie

Pembrolizumab Intraveineux, 1 perfusion toutes les 3 semaines

. Cancer de vessie ) . )
Atezolizumab Intraveineux, 1 perfusion toutes les 3 semaines
Cancer du poumon

PD-L1 Durvalumab Cancer du poumon Intraveineux, 1 perfusion toutes les 2 semaines

Avelumab Carcinome de Merkel Intraveineux, 1 perfusion toutes les 2 semaines

Figure 23: Les anticorps bloquants utilisés actuellement en monothérapie antitumorale

From Perrine Vuagnat et Stéphane Champiat, Immunothérapies anti-checkpoints : aspects fondamentaux, 2018

(4) Les bithérapies

Anti-CTLA-4/ Anti-PD-1

La faible immunogénicité de nombreuses tumeurs a conduit les chercheurs a combiner des
stratégies vaccinales et immunothérapeutiques pour potentialiser les fonctions cytotoxiques
des LT CD8". Un modéle de mélanome a ainsi mis en évidence que I"administration du vaccin
FVAX en combinaison avec les anticorps ciblant les récepteurs inhibiteurs CTLA-4 ou PD-1
augmente le nombre de LT CD8" effecteurs au site de la tumeur (Curran, Montalvo, Yagita, &
Allison, 2010). Cependant, leurs effets thérapeutiques sont négligeables puisqu’ils
n’augmentent la survie des souris que chez 10% et 25% d’entre elles, respectivement. Ainsi, il a
été révélé que la combinaison du blocage de PD-1 et de CTLA-4 augmente la survie chez 60%
des souris et que la synergie des traitements accroit sensiblement la proportion de LT CD8"
intratumoraux capables de sécréter de I'IFN-y et du TNF-a par rapport aux lymphocytes

immunosuppresseurs LTreg (Curran et al., 2010).
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L’efficacité de la combinaison anti-PD1/CTLA-4 a également été mise en évidence dans des
modeles de cancer du cOlon et du cancer de |'ovaire ou il a été démontré que l'inhibition
simultanée de PD-1 et CLTA-4 potentialise I'effet antitumoral des monothérapies en
augmentant davantage les fonctions effectrices des LT CD8" , associées & une régression de la
tumeur chez 75% des souris (Duraiswamy, Kaluza, Freeman, & Coukos, 2013). L’analyse des
profils transcriptomiques des LT infiltrant les tumeurs de souris atteinte de tumeur
immunogénique (modeéle de sarcome MCA) traitées avec les anticorps bloquants a ensuite été
réalisée. Elle a révélé que le blocage de PD-1 modifie principalement le métabolisme des
cellules et augmente la voie de signalisation de I'IL-2 tandis que le blocage de CTLA-4 favorise
I’expression des génes du cycle cellulaire et des fonctions effectrices des LT CD8" (notamment la
sécrétion d’IFN-y) (Gubin et al., 2014). Ces résultats ont été confirmés sur des cellules issues de
patients traités en monothérapie ou en bithérapie avec I'lpililumab et le Nivolumab. L’analyse
des profils transcriptomiques des LT intratumoraux indique que le seul blocage de CTLA-4 ou de
PD-1 conduit a activer davantage la prolifération ou les fonctions cytolytiques, respectivement.
La combinaison des traitements favorise une prolifération clonale associée a une différentiation
en lymphocytes mémoires dont la production de granzyme B est augmentée (Das et al., 2015).
Ainsi, des études cliniques réalisées sur des cohortes de patients atteints de mélanome
(Wolchok et al., 2013) et de carcinome rénal (Motzer et al., 2018) ont révélé que la combinaison
de Nivolumab et I'Ipililumab améliore sensiblement les réponses cliniques. Cependant, leurs
administrations chez des patients atteints de mélanome restent peu utilisées puisqu’elles
engendrent de nombreux effets toxiques associées a de graves complications (pneumopathies,
troubles thyroidiens, hépatite) (Wolchok et al., 2013). Malgré les résultats trés prometteurs des
immunothérapies actuelles, certains cancers y sont toujours réfractaires et conduisent les
chercheurs a développer de nouvelles combinaisons thérapeutiques qui consistent a bloquer les
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