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Avant-Propos

Le cancer est la premiére cause de mortalité en France et la deuxieme dans le monde.
La compréhension des mécanismes inhérents aux tumeurs a permis de mettre en
évidence le réle majeur du contexte immunitaire que ce soit lors de la tumorigenése
ou plus tard dans les processus d’échappement tumoral et de métastase. De ce fait,
I'inflammation chronique est maintenant reconnue comme un des principaux facteurs
de risque au développement d’un cancer. Dés lors, on observe chez les patients
souffrant d’une cholangite sclérosante primitive, une maladie inflammatoire
chronique des voies biliaires, une augmentation de [Iincidence du
cholangiocarcinome, cancer de l|'‘arbre biliaire. A [linverse, I’association du
cholangiocarcinome et de la cholangite biliaire primitive, une maladie inflammatoire
et auto-immune affectant les petits canaux biliaires, n’a jamais été décrite dans

littérature.

C’est sur la base de cette observation que mon projet de doctorat a été initié entre
notre laboratoire et I'association albi (association pour la Lutte contre les maladies

inflammatoires du foie et des voies Biliaires).

Conformément a ce qui est autorisé par I'école doctorale, les parties “Results”,
“Figures” et “Materials and methods”, issues directement de I'article “Autoimmunity
associated with primary biliary cholangitis fuels the immunosurveillance of
cholangiocarcinoma” actuellement en cours de soumission, ont été conservées en

langue anglaise.



Introduction

I. Anatomie et physiologie hépatique

A. Anatomie du foie

Gallbladder, bile and pancreatic ducts (anterior view)

Right and left
hepatic ducts

Liver

Common hepatic duct

Gallbladder Superior (1st) part

Pylorus

Common bile duct

Accessory

pancreatic duct Main pancreatic duct
Descending (2nd) part

Hepatopancreatic
ampulla

Ascending (4th) part

Duodenum

Inferior (3rd) part

Figure 1 : Le foie et I'arbre biliaire. Vision antérieure du foie, de la vésicule et des canaux biliaires, du canal
pancréatique et commun atteignant I'intestin.

Le foie est le plus gros organe du corps, situé dans la cavité abdominale ou il y est
maintenu grace a différents ligaments. Chez 'homme, il est constitué de deux lobes
principaux, le droit et le gauche. (Figure 1) Selon la description de Couinaud (nommé
selon le chirurgien), le foie compte huit segments anatomiques. (Figure 2) Cette
segmentation se base sur la vascularisation du foie et I'architecture des voies biliaires
intrahépatiques, qui permet a chaque lobe d’étre indépendamment relié a la

circulation générale et a I'arbre biliaire.
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Right Right

Posterior Anterior Left Medial Left Lateral
Section Section Section Section
(Viand VIl) (Vand Vill) (Iv) (Itand I1)
~— e ~ —~ e ~ —— e ~

Right
Hepatic Vein

Middle
Hepatic Vein

Umbilical Fissure/
Ligamentum Teres

Figure 2 : La segmentation de Couinaud.2 Les 8 division du foie selon la segmentations de Couinaud, les veines
hépatiques droite et gauche irriguent individuellement les 8 segments.

Le foie est un tissu extrémement vascularisé, d’ou sa couleur rouge brun, et bénéficie
d’un systéme porte unique (reliant deux systémes veineux). Il est alimenté en sang par
deux vaisseaux : la veine porte qui transporte les nutriments de I'appareil digestif
jusqu’au foie, et dont I'apport sanguin représente 70% du sang total acheminé jusqu’a
ce tissu; et l'artere hépatique qui véhicule du sang oxygéné depuis le cceur,
représentant 30% de [I'approvisionnement sanguin. Les veines hépatiques,
permettent quant a elles de drainer le sang du foie, en rejoignant la veine cave
inférieure.

Le foie comprend également des canaux biliaires qui rejoignent le duodénum afin d’y
acheminer la bile produite. (Figure 2) Leur structure change au long de I'arbre biliaire,
d’abord trés nombreux et intra-hépatiques, ils formeront le canal hépatique commun,
qui est ensuite rejoint par le canal cystique, provenant de la vésiculaire biliaire, puis
par le canal pancréatique, avant d’atteindre I'intestin au niveau du sphincter. Dans le
foie, I'arbre biliaire suit I'architecture et les ramifications de la veine porte

hépatique.3™
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B. Micro-anatomie hépatique

Organisation structurelle du foie

Chez 'homme et la plupart des mammiferes, le parenchyme du foie est composé
d’environ un million d’unités anatomiques appelées lobules hépatiques, de forme
hexagonale et organisée autour d'une veine centrolobulaire. Dans un lobule, les
hépatocytes y sont joints entre eux formant des travées hépatocytaires qui définissent
des canicules biliaires. Ces travées sont alors retrouvées en rayon autour de la veine
centrolobulaire. Il en est de méme pour les sinusoides, que I'on retrouve entre les
différentes travées hépatocytes. Aux six extrémités du lobule, se trouvent a la
verticale les triades portales. Elles consistent en trois conduits spatialement tres
proches I'un de I'autre : un canal biliaire, une ramification de la veine porte hépatique
et une branche de I'artére hépatique. (Figure 3) Chaque triade portale délimite donc
trois lobules adjacents. On peut alors définir une zone péricentrale, autour de la veine
centrolobulaire, et des zones périportales au niveau des triades portales.*®’ a, de ce
fait, conduit a une hétérogénéité fonctionnelle des hépatocytes dépendante de leur
localisation. C’est ce que I'on appelle la zonation métabolique du foie, phénoméne
défini en 1977 par le groupe du Dr Kurt Jungerman. En effet, le sang qui arrive de
I’artere hépatique, riche en oxygene, se mélange avec le sang de la veine porte, riche
en nutriments. |l traverse alors le lobule a travers les sinusoides, dont les fenétres des
cellules endothéliales vont permettre un échange facilité avec les hépatocytes, et
autres, qui vont consommer I'oxygene et les nutriments, mais également excréter des
métabolites et autres déchets. Le sang n’a donc pas la méme composition dans la zone
péricentrale par rapport a la zone périportale. La création de ces différents gradients,
et notamment celui en oxygene, résulte en la partition du lobule en trois zones ou les
hépatocytes ont des métabolismes et fonctions différentes. (Figure 3) Cette zonation
métabolique concerne tout aussi bien le métabolisme des glucides, des protéines, des

lipides, mais aussi des xénobiotiques.®
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Figure 3 : La zonation métabolique du foie.# A) Représentation géométrique d'un lobule hépatique a chaque
sommet se trouvent une triade hépatique. Chaque triade contient des branches de I'artere hépatique, de la veine
porte et de I'arbre biliaire. Le sang oxygéné de I'artere hépatique se mélange au sang riche en nutriments de la
circulation porte drainée de I'intestin. Lors du mélange, ce sang s'équilibre et s'écoule a travers le lobule a travers
un réseau sinusoidal avant de s'écouler vers la veine centrale. Cette organisation conduit a la formation d'un
certain nombre de gradients, notamment en oxygene, en hormones, en nutriments et en déchets. La formation de
ces gradient et |'organisation en conséquence des processus métaboliques ont été surnommées «zonation
métabolique». B) Une représentation schématique d'une sinusoide dans le foie et de la zonation métabolique
correspondante. Il existe un certain nombre de types de cellules dans les sinusoides, notamment les hépatocytes,
les cellules épithéliales biliaires (cholangiocytes), les cellules endothéliales, les cellules de Kupffer et les cellules
stellaires hépatiques. Les gradients représentés sous le schéma concernent a la fois les molécules essentielles
(oxygene) et les processus métaboliques le long de la sinusoide. Ces processus sont essentiels a I'homéostasie
métabolique du foie et plus généralement du corps. Par conséquent, il est important de noter la flexibilité de ces
gradients en fonction de la disponibilité variable des nutriments.

Organisation de I'arbre biliaire

Les canaux biliaires, formés par les cholangiocytes, commencent a la sortie des
canicules biliaires, au niveau des triades portales, et se présentent verticalement par
rapport aux lobules. La transition entre les canicules, formées par les hépatocytes, et
les tout petits canaux biliaires, appelés les ductules, se fait par les canaux de Hering.
Ces derniers sont délimités par des cholangiocytes, des hépatocytes mais également
des cellules souches bipotentes capables de se différencier en un de ces deux types
cellulaires si besoin. Les ductules rejoignent alors les petits canaux biliaires
intrahépatiques, mesurant entre 15 et 300nm de diametre, qui fusionnent et forment

les gros canaux intrahépatiques, mesurant entre 300 et 800nm de diametre. Ces
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derniers forment alors le canal hépatique droit ou gauche, d’abord intrahépatique,
puis extrahépatique. (Figure 4) Dans la structure des gros canaux biliaires (>300nm),
se trouve au-dessous de la couche de cholangiocytes la paroi du conduit,
principalement constitué de tissu fibreux, contenant des myofibroblastes (MFs), des
canaux lymphatiques et des vaisseaux sanguins, appartenant au plexus vasculaire
péribiliaire. Cette structure assurant I’élasticité et I’épaisseur nécessaires a la
physiologie des canaux. On retrouve également dans cette paroi des glandes
péribiliaires, composées de cholangiocytes et cellules progénitrices, qui participent a
la modification de la bile, produisent des mucines permettant de protéger I'épithélium
biliaire, mais participeraient également a I'immunité locale de I’arbre biliaire. A noter
gue ces glandes peuvent également se situer a I'extérieur de cette paroi, elles sont

alors qualifiées d’extramurales.®1°

Canals of Hering

Ductules (<15 nm)
Interlobular ducts  (15- 100 nm)
Small
Septal ducts (100 - 300 am) IHBDs
Area ducts (300 - 400 nm) Large
IHBDs
Segmental ducts (400 - 800 nm)

IHBDs

Right and left
hepatic duct

L

(> 800 nm)

-

EHBDs

Common hepatic
duct

Figure 4 : L’architecture des voies biliaires.1? Vue d'ensemble schématique et nomenclature des canaux intra et
extra-hépatiques de I'arbre biliaire. Les points bleus représentent la localisation, le long de I'arbre, des glandes
péri-biliaires extramurales, tandis que les points rouges représentent la localisation des glandes péri-biliaires
intramurales. La densité des glandes péri-biliaires est élevée autour des bifurcations et clairsemée autour des
canaux septaux. Les canaux septaux sont classés comme petits canaux mais leur épithélium ressemble a celui des
grands canaux biliaires.

Composition cellulaire du foie
Le foie est composé principalement d’hépatocytes (Figure 5), mais pas seulement,
chacun des types cellulaires posséde sa fonction spécifique dans la globalité du role

du foie.
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Figure 5 : La composition cellulaire du foie sain.l! Les chiffres indiquent la fréquence estimée de chaque
population par rapport au nombre total de cellules parenchymateuses et non parenchymateuses dans le foie.

Les hépatocytes : représentants majoritaires du parenchyme hépatique, ils
représentent entre 60 et 80% des cellules du foie. Ce sont des cellules épithéliales
qui assurent la trés grande majorité des fonctions hépatiques. Elles forment, avec
les autres hépatocytes, au niveau d’une ou deux de leurs membranes apicales une
canicule biliaire, ou elles sécrétent les premiers éléments qui formeront la bile. A
proximité de la membrane basale des hépatocytes, des sinusoides assurent la
circulation du sang dans le parenchyme hépatique (ce qui rend possible un certain

nombre de fonctions des hépatocytes).**1'2 (Figure 6)

Liver acinus

Sinusoid Contralvel
Septal branch entral vein

Kupffer cell

Ra\O
.-QL'

Bile
canaliculus

s

o

Sinusoidal lumen

Bile Kupffer
canaliculi cell

Space of Disse

Hepatocyte

Hepatic
artery
branch

J
vein Bile duct Stellate Endothelial cell Dendritic

branch cell with fenestrae cell

Figure 6 : L’organisation tridimensionnelle du foie.13 Les veines portes intra-hépatiques donnent naissance a des
branches septales qui drainent le sang dans les sinusoides. Ces dernieres composent le systeme de distribution,
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qui transporte le sang a travers I'acinus hépatique vers la veine centrale. L'artere hépatique se termine par des
branches axiales paralléles a la veine porte qui rejoignent les sinusoides. Les sinusoides sont bordées de cellules
endothéliales morphologiquement et phénotypiquement uniques (voir encadré sur le coté droit) qui se
caractérisent par I'absence de jonctions serrées, I'absence d'une membrane basale reconnaissable et la présence
de fenétres ouvertes organisées en tamis. L'endothélium sinusoidal est entrecoupé de macrophages connus sous
le nom de cellules de Kupffer et recouvre I'espace de Disse, qui contient des protéines de la matrice extracellulaire
et des fibroblastes appelés cellules stellaires hépatiques. Les cellules dendritiques du parenchyme sortent du foie
par l'espace de Disse.

Les cholangiocytes : ce sont les cellules épithéliales qui forment les canaux
biliaires. Les cholangiocytes ont la principale fonction de modifier la bile primaire
sécrétée par les hépatocytes. Cela passe notamment par une alcalination de Ia
bile grace a I'excrétion de HCOs", effet régulé par plusieurs hormones gastro-
intestinales (sécrétine, somatostatine...), mais également par la présence des
acides biliaires. Les cholangiocytes sont présents a partir du canal de Hering (qui
fait la transition entre la canicule biliaire formé par les hépatocytes et le canal
biliaire). Le pdle apical des cholangiocytes est couvert de nombreuses villosités
qui permettent d’augmenter la surface d’échange au sein de la lumiere des
canaux biliaires. La présence de cils au niveau de leur membrane apicale assure
un réle de senseur qui régule leur fonction sécrétrice.’%* On observe également
une importante hétérogénéité entre les cholangiocytes selon leur localisation
dans I'arbre biliaire.’> Notamment, la taille des cholangiocytes suit généralement
celle des canaux biliaires, et leur ratio noyau/cytoplasme est plus grand au niveau
des petits canaux biliaires en comparaison avec les grands, indiquant un stade
moins différencié chez les petits cholangiocytes.® Ces différences ne sont pas
uniguement morphologiques, mais également biochimiques. En effet, il apparait
que les petits canaux biliaires semblent moins exprimer de récepteur ou
transporteur jouant un réle dans la modification de la bile primaire, mais
sécretent de I'eau et des électrolytes par un mécanisme dépendant des ions
Ca?*.17719 Les grands cholangiocytes, quant a eux, secrétent les principaux fluides
biliaires.’ (Tableau 1) De méme, I'annexine-V et BCL(B-cell lymphoma)-2 sont,
par exemple, surtout exprimés par les petits cholangiocytes. Le réle anti-
apoptotique de ces protéines joue probablement un réle dans la résistance des
cholangiocytes des petits canaux biliaires aux drogues et métabolites.?%?! Cela
semble montrer que ces derniers ont surtout un réle dans I'acheminement de la

bile vers les plus gros canaux, afin qu’elle soit modifiée.
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Markers Small Ducts Large Ducts

vy-Glutamyltranspeptidase not expressed expressed by interlobular bile ducts
Alkaline phosphatase not expressed expressed by interlobular bile ducts
Leucine amino peptidase not expressed expressed by interlobular bile ducts
Cytochrome P4502E1 not expressed expressed
Secretin receptor ® not expressed ® cxpressed
® do not respond to secretin ® response to secretin with increased ductal secretion
CFTR ® not expressed ® expressed
® no CI~ efflux ® Cl~ efflux in response to secretin
CI"/HCO;™~ exchanger ® not expressed ® cxpressed
® C17/HCOj3™ exchanger activity ® CI7/HCO;™ exchanger activity in response to
secretin
Somatostatin receptor (SSTR;) ® not expressed ® cxpressed
® do not respond to somatostatin ® response to somatostatin with decreased secretin-
induced ductal secretion
Endothelin (ET, and ETg) receptors ® expressed ® expressed

® do not inhibit secretin-induced bile secretion @ inhibit secretin-induced ductal secretion
® participate in bile secretion through a Ca2*-
dependent and cAMP-independent pathway
Na*-dependent ABAT not expressed expressed
Cytochrome P4502E1 not expressed expressed

Tableau 1 : Les facteurs différentiellement exprimés entre petits et grands cholangiocytes (modifié de Kanno et
al, Hepatology, 2000).15 Expression différentielle de genes et protéines importantes dans la régulation des
fonctions hétérogenes de I'épithélium biliaire intra-hépatique. Ces données ont été obtenues a partir d'un certain
nombre d'études visant a élucider I'hétérogénéité fonctionnelle de I'épithélium biliaire intra-hépatique chez
I'homme.

— Les cellules endothéliales sinusoidales (LSEC pour Liver sinusoidal
endothelial cell) : ces cellules délimitent les sinusoides hépatiques. Ces derniers
sont des vaisseaux sanguins qui transportent le sang de I'artere hépatique et de
la veine porte hépatique jusqu’a la veine centrolobulaire (qui forme ensuite la
veine hépatique). Les LSECs ont également la particularité de ne pas avoir de lame
basale et d’étre percées de fenétres d’'un diametre d’environ 50 a 280nm. Cela
forme une structure en tamis, indispensable au passage de fluides, solutés et
particules de I'espace de Disse a la circulation générale.*?? (Figure 6)

— Les cellules stellaires hépatiques (HSC pour hepatic stellar cell) : Ces cellules sont
principalement localisées dans I'espace de Disse. A I'état quiescent, ces cellules
ont pour principale fonction le stockage de la vitamine A dans des gouttelettes
lipidiques. Lors de lésions hépatiques, les HSCs sont activées et perdent les
gouttelettes de stockage de la vitamine A et se divisent intensément. Elles
acquierent alors un phénotype de nature fibroblastique dont la fonction est Ia
synthése et sécrétion des protéines constituant la matrice extracellulaire (MEC).
Elles sont donc responsables des dépots de collagénes pouvant étre a I'origine de
fibroses hépatiques.*?2

— Les cellules de Kupffer (KCs pour Kupffer cells) : ces cellules sont les macrophages

résidents du foie et elles représentent la plus grande population de macrophages
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résidents du corps. On les retrouve au niveau de |'espace de Disse (Figure 6) ce
qui leur permet de phagocyter directement les pathogénes provenant du tractus
intestinal via la circulation porte afin de les empécher de passer dans la circulation
générale.?>?* Elles sont donc la premiére ligne de défense immunitaire hépatique.
De par leur importante activité phagocytaire et I’expression a leur surface d’un
grand nombre de récepteurs du complément, tel que CR1, 2 et 3 (complement
receptor),?>?’ mais aussi des récepteurs au Fc (fragment cristallisable).?®*° De
plus les KCs sont également responsables de I’élimination des érythrocytes ou
tout autre cellule du parenchyme morts ou mourants et des débris.3° Cependant,
a I’état basale, ces cellules de Kupffer ont généralement un rdle tolérogéne ce qui
a pour but d’éviter des dommages hépatiques potentiellement causé par
I’exposition continue a des antigénes provenant de I'appareil gastro-intestinal,
par exemple via I'expression d’interleukine (IL) 10 et de TGF (tumour growth
factor) B.332 Notamment, la stimulation de celles-ci via les TLRs (toll like
receptors) 4, 7 et 9 n’induit qu’un faible production de cytokines pro-
inflammatoires, mais augmente leur sécrétion d’IL10,3® fortement
immunosuppressive.3* Cela semble en partie di a I'expression de régulateurs
négatifs dont IRAK-M (interleukin-1 receptor-associated kinase M), qui assure une
faible réactivité des KCs suite a leur activation.?® En effet, ces derniers ont un
phénotype plutot différent des macrophages résidents d’autres tissues. Ces
derniers étant majoritairement CD (cluster de différentiation) 11b*, alors que les
macrophages du foies (ie. F4/80%) expriment en grande proportion CD68. Les KCs
CD68* possedent une forte capacité a produire des ROS (reactive oxygen species)
et a phagocyter, mais montrent une faible sécrétion de TNF (tumour necrosis
factor). lls semblent également trés compétents pour éliminer les pathogénes.?®
A l'opposé, les KCs CD11b*, minoritaires, ont un plus faible pouvoir phagocytaire
mais leur activation induit une forte production de cytokines pro-inflammatoires,
et leur nombre semble fortement augmenter lors d’infections bactériennes. Cela
pourrait indiquer qu’ils sont en fait nouvellement recrutés.3*3¢ Bien que les KCs
aient donc généralement un réle protecteur du parenchyme hépatique, via la
sécrétion d’IL10 ou de MIP (macrophages inflammatory protein) 2 par

exemple ;3738 elles sont également impliquées dans de nombreuses pathologies

18



hépatiques (formation de la fibrose a la suite d’infection par les virus de I’hépatite,
les stéatoses alcooliques et non-alcooliques, les cancers hépatiques...).3® En
particulier, les dommages provoqués au niveau du foie apres I'exposition a des
composés hépatotoxiques tels que la concanavaline A ou le tétrachlorure de
carbone, provoque une activation et augmentation de la proportion de KCs
CD11d*. Ces derniers surexpriment alors FasL (Fas ligand), leur permettant
d’induire I'apoptose chez les hépatocytes, et donc d’augmenter les Iésions dans
le parenchyme.*® Cependant, la principale source des atteintes hépatiques
semble provenir de la production de ROS par les KCs CD68*. Ces derniers sont en
réalités activés par le TNF produit par les KC CD11b*.*! De ce fait, bien que ces
derniers ne soient pas les effecteurs principaux des lésions hépatiques, leur
activation mene a I'orchestration d’une réponse immunitaire capable d’éliminer
les pathogenes, mais également de détériorer le foie.

Autres cellules immunitaires : les autres cellules immunitaires présentes dans le
foie sont principalement les lymphocytes T ou NK (natural killer), que I'on
retrouve plut6t au niveau des sinusoides a |’état basale. Ces derniers possedent
une activité cytolytique importante contre les cellules tumorales ou infectées par
des virus. Leur activation est finement régulée par des signaux inhibiteurs, qui
sont dominants, et des signaux activateurs, permettant la reconnaissance de
cellules dans un état non physiologique. Le foie contient un nombre important de
ces cellules NK ainsi que de lymphocytes T non conventionnels.14243 Parmi ces
derniers sont caractérisés les lymphocytes NKT (natural killer T), qui sont des
lymphocytes T avec un répertoire de TCR (T cell receptor) réduit, partageant des
caractéristiques communes avec les cellules NK, et reconnaissant des antigenes
lipidiques présentés par la molécule CD1d, protéine apparentée aux molécules du
CMH (complexe majeure d’histocompatibilité).**%¢ On retrouve également des
lymphocytes Tyd, qui, a l'inverse des lymphocytes T classiques, ont leur TCR
composé d’une chaine y et une §, et non d’une chaine a et une B. Leur répertoire
de TCR est également réduit, par rapport au lymphocytes T conventionnels, et ils
reconnaissent une faible quantité d’antigenes mais de nature tres différentes
(lipidiques, protéiques...) sans forcément nécessiter de molécule de CMH pour les

présenter.4’~%° Les lymphocytes Ty6 dans le foie représente entre 10% et 35% des
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lymphocytes T totaux présent dans ce tissue, ce qui particulierement élevé.>°
cependant leur fonction exacte dans le foie n’est pas claire. Finalement, le foie
contient également des cellules dendritiques (DCs pour dendritic cells) que I'on
retrouve particulierement autour des veines centrolobulaires et/ou dans les

espaces portes contenant les plus gros vaisseaux.!!

C. Fonctions hépatiques

Le foie est un organe répondant a plusieurs fonctions vitales et essentielles au

maintien de I’homéostasie :!

Production de la bile et son excrétion vers le duodénum (1°' tiers de l'intestin) :
la bile est composée principalement d’eau, d’électrolytes, d’acides biliaires, de
cholestérols, de phospholipides, de pigments biliaires et de bilirubine. Elle possede
deux fonctions principales : permettre d’émulsifier les corps gras du bol alimentaire
afin de favoriser leur digestion, mais également I’élimination par les feces de
métabolites ou xénobiotiques qui ne sont pas excrétés par les reins. Dans l'intestin,
les acides biliaires sont transformés en acides biliaires secondaires par le microbiote
intestinal puis réabsorbés au niveau de I'iléum (denier tiers de I'intestin) afin d’étre
« recyclés » au niveau de foie, c’est ce que I'on appelle la circulation entéro-
hépatique. Les hépatocytes produisent tout d’abord une bile « primaire » excrétée au
niveau de canalicules composée d’eau, d’acides biliaires, de bilirubine, de
phospholipides de cholestérol et de protéines tels que I'apotransferrine ou les
immunoglobulines de type A (IgA). Une importante partie de ces composés sont
sécrétés au niveau de l'espace canaliculaire grace a plusieurs transporteurs
appartenant a la superfamille ABC (ATP binding cassette). La bile est ensuite
transportée jusqu’aux canaux biliaires ou elle sera diluée et alcalinisée par I'action des
cholangiocytes. La sécrétion des cholangiocytes consiste principalement en |’excrétion
d’ions CI par les transporteurs CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) puis au transport de HCOs™ et de I'eau.'*°2>3 (Figure 7) Les cholangiocytes

ont également la capacité de réabsorber les acides biliaires grace au transporteur
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ASBT (apical sodium-dependent bile salt transporter), et ce dans le cas d’obstructions

au niveau des vois biliaires.”*

NTCP . BSEP FIC1
No® s AB- "_?PE,PS
AB~- = ——
ABCG5 N MDR1
ABCGS _ — < —0c*
B, -
<3 b MRP2 MDR3
-
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~—
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L_J Canal biliaire

Figure 7 : La production de la bile par les hépatocytes et les cholangiocytes.5® Dans les hépatocytes, les
transporteurs sont localisés, d’une part, dans la membrane sinusoidale (NTCP : Na+ taurocholate
cotransporting polypeptide, OATP : organic-anion-transporting polypeptides) et, d’autre part, dans la
membrane canaliculaire, ou ils assurent I'exportation des acides biliaires (AB-) et d’autres composés vers
I’espace canaliculaire (en rose) (BSEP : bile salt export pump, MDR1 : multidrug-resistance-1 glycoprotein,
MRP2 : multidrug-resistance-associated protein 2, MDR3 : multidrug-resistance-3 glycoprotein, ABCG5 et 8 :
ATP-binding cassette sub-family G member 5 et 8, FIC1 : familial intrahepatic cholestasis 1, PE :
phosphatidylethanolamine, PS : phosphatidylserine, OC+ : cations organiques, PL : phospholipids, OA- :
anions organiques, GSH : glutathione). Seule la membrane apicale des cholangiocytes, qui délimite la lumiere
du canal biliaire, est représentée (en vert). (AE2 : anion exchanger isoform 2, ASBT : apical sodium-dependent
bile salt transporter, CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator).

Détoxification des xénobiotiques et de certains métabolites : le foie a la
capacité de métaboliser un trés grand nombre de molécules, potentiellement
toxiques pour I'organisme, afin de les rendre moins toxiques ou inactives et souvent
plus hydrophiles afin de faciliter leur élimination dans les urines. Ces voies de
détoxification se passent généralement en deux étapes. La premiére phase implique
principalement les enzymes de la famille des cytochromes (CYP) P450 qui sont surtout
exprimées au niveau du foie. Ces dernieres catalysent des réactions d’oxydation,
réduction, hydrolyse, hydratation ou bien dé-halogénation, qui permettent de rendre
le xénobiotique plus hydrophile, rendant possible son élimination, soit de permettre
sa conjugaison avec une autre molécule. Ce processus génere également des ROS
pouvant étre tres dommageables pour les tissus environnants. De ce fait, on retrouve

dans le foie un nombre important d’antioxydants tels que les vitamines A, E et C.>>°°
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Par ailleurs, le foie est également impliqué dans I’élimination via la bile de la bilirubine,

métabolite provenant de la dégradation de hémes des érythrocytes.>!

Métabolisme et stockage des vitamines liposolubles : la plupart des vitamines
liposolubles sont transportées vers le foie depuis 'intestin.>! Tout d’abord, la vitamine
A; quijoue un rble important dans la différentiation et le renouvellement cellulaire, et
qui est essentielle pour la vision et le systeme immunitaire, est tout d’abord assimilée
par les hépatocytes puis transportée jusqu’aux HSCs afin d’y étre stockée dans des
gouttelettes lipidiques.>” Le foie joue également un réle majeur dans le métabolisme
de la vitamine Ds3, nécessaire notamment a I'homéostasie osseuse. Celle-ci est
hydroxylée sous sa forme de réserve la 25-hydroxyvitamine D3 (25(OH)Ds3) par
CYP2R1, produit uniquement dans les hépatocytes. Elle est ensuite acheminée
jusqu’aux reins pour acquérir sa forme active de la vitamine D3.°%° Le foie intervient
aussi dans le métabolisme de la vitamine E, qui est un puissant anti-oxydant mais dont
I'accumulation dans les tissus peut étre délétére, et qui, de ce fait, doit étre éliminée
efficacement. Dans le foie, les différentes formes de la vitamine E pourront étre
métabolisées grace aux CYPs.®%%1 Enfin, le foie est également important aux fonctions
de la vitamine K qui joue un réle majeur dans la coagulation et le métabolisme des os.
Le foie est un des principaux sites de stockage de la vitamine K et c’est également le
tissu oU a lieu son catabolisme et cycle d’époxydation; cycle qui participe a son réle

dans la coagulation mais aussi a son « recyclage ».6%63

Métabolisme énergétique du glucose : le foie est un des principaux organes
impliqués dans le métabolisme des carbohydrates et la régulation de la glycémie, le
métabolisme des acides aminés et des protéines et le métabolisme des lipides.®*
(Figure 8) Le métabolisme des carbohydrates consiste principalement a la capacité de
stockage du glucose sous forme de glycogene, dont le foie est la principale réserve
avec le tissu musculaire. Lors de la prise alimentaire, le glucose va s"accumuler dans la
cellule. Il peut ensuite soit étre utilisé, par la voie des pentoses phosphates ou bien

étre transformé en fructose-6-phosphate pour la voie des hexoamines (voie

minoritaire, environ 5%), essentiel a la glycosylation, ou la voie de la glycolyse.
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Cependant, dans le foie, le glucose permet également la formation du glycogéne, un
polymere de glucose, lors de la glycogénogenése. Dans les hépatocytes, le glycogéne
constitue alors une réserve énergétique importante en cas de je(ine de courte durée,
il peut étre dégradé lors de la glycogénolyse, afin de produire du glucose lors de la
baisse de la glycémie. Au cours d’un jeline prolongé, et quand les stocks de glycogéne
ont été épuisés, le foie a la capacité de synthétiser du glucose a partir du lactate, du
glycérol provenant de la dégradation des triglycérides (TG), de certains acides aminés,

du pyruvate et d’autres intermédiaires du cycle de Krebs.®4®

Métabolisme des lipides : le foie est également au centre du métabolisme des
lipides, les hépatocytes peuvent utiliser les acides gras en tant que source d’énergie,
ou bien les synthétiser de novo a partir de glucose. (Figure 8) Les acides gras absorbés
dans le tractus intestinal sont transportés depuis I'intestin dans la circulation générale
sous forme de TG dans les chylomicrons, puis peuvent entrer dans les hépatocytes.
Lors de la prise alimentaire, le taux élevé de glucose, et la sécrétion d’insuline, inhibe
la B-oxydation des acides gras, et favorise leur stockage sous forme de TG. Par ailleurs,
le foie a également la capacité de convertir les exces de glucose en acide gras. Ces
derniers sont ensuite estérifiés pour former des TGs ou des phospholipides. La
lipogenese est inhibée en cas de fort taux de glucagon qui va alors favoriser
I'utilisation des acides gras pour produire du glucose ou de I'énergie.®*%® En cas de
restriction calorique plus ou moins longue, ou bien lors de certains régimes, le corps
va utiliser les lipides comme source d’énergie principale, a la place du glucose. Le foie
a une grande capacité a utiliser les acides gras pour produire de I'énergie grace a la -
oxydation (ce qui n’est pas le cas du cerveau par exemple). Sous certaines conditions
(ex. taux important de glucagon, quantité importante d’acides gras disponibles),
I’acétyl-CoA (coenzyme A) peut donner lieu a la formation de corps cétoniques qui
sont uniquement synthétisés dans le foie. Ce dernier n’a en revanche pas la possibilité
de les utiliser comme source d’énergie.®®®” Le foie est également un des organes
principaux, avec l'intestin, ou a lieu la synthese du cholestérol, mais également la

formation des lipoprotéines permettant de distribuer vers les autres tissu, les acides
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gras, TGs, phospholipides ou le cholestérol formés dans le foie ou en provenance de

I’alimentation. 9862

Liver

Gluconeogenesis

Ketogenesis
Fatty acids VLDL

Glucose
— bodies
= l ’ Fatty acids "\

Brain o I l |
\¢

“*« Triglycerides

Skeletal muscle

Figure 8 : Le métabolisme énergétique dans le foie.”® Aprés ingestion du bol alimentaire, le glucose est
stocké dans le foie sous forme de glycogene. Le glucose passe par la glycolyse pour générer de I'acétyl-CoA,
qui est utilisé pour synthétiser les acides gras ou le cholestérol. Le cholestérol est catabolisé en acides
biliaires. Les acides gras sont estérifiés en glycérol pour former des triglycérides, qui sont assemblés au VLDL
(very low density lipoprotein) pour la sécrétion et le transport vers les adipocytes pour le stockage et d'autres
tissus pour la production d'énergie. Le glucose est absorbé par les muscles et autres tissus pour la production
d'énergie. A jeun, les triglycérides des adipocytes sont hydrolysés en acides gras libres, qui sont transportés
vers le foie pour la synthese des triglycérides et des corps cétoniques. Les corps cétoniques sont utilisés pour
la production d'énergie dans le cerveau et les muscles. En cas de jeun long, les protéines musculaires sont
dégradées en acides aminés, qui sont transportés vers le foie pour la synthese du glucose par
gluconéogenese.

Métabolisme des protéines : le foie est responsable de la production de 85 a 90%

des protéines plasmatiques dont I'albumine, le fibrinogéne, la protéine C réactive,
certaines hormones de croissances ou autres globulines.*’? Il est également impliqué
dans 'anabolisme des protéines et plus spécifiqguement la gestion de I'ammonium,
hautement toxique, issue de la dégradation des acides aminés. Pour ce faire 'amine
des acides aminés est tout d’abord transférée sur une molécule d'a-cétoglutarate
dans une réaction catalysée par une aminotransférase (les deux plus connues étant
I’alanine aminotransférase et I'aspartate aminotransférase), formant du glutamate.
Celui-ci est ensuite déaminé en par la glutamate déshydrogénase, libérant une
molécule d’ammonium NHs*. L'ammonium est ensuite métabolisé pour donner de

I'urée (par le cycle de I'urée) permettant son excrétion par les reins dans l'urine. Le
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foie est le seul organe ou peut avoir lieu le cycle de I'urée. De ce fait, les autres organes
doivent y transporter les groupements amines soit grace a I'alanine, selon le cycle de

I’alanine, soit par I'intermédiaire de la glutamine, afin d’éliminer le nitrogéne.’?73

Capacité de régénération : bien que le taux de division des hépatocytes dans un

foie sain soit plut6t faible ; le foie est un organe avec une capacité de régénération
tres importante. En effet, les patients qui subissent une hépatectomie partielle, et ce
jusqu’a 70% de la masse totale du foie, récupéreront le volume total de leur foie sous
une semaine. Cette caractéristique particuliere du foie, est évidemment lié a sa
fonction de détoxification et son lien proche avec le systeme digestif qui I'expose a
des conditions cytotoxiques, de stress et d’inflammation quasi continuellement.”®7>
On retrouve dans le parenchyme hépatique des cellules progénitrices, ou cellules
ovales, qui, capables de se différencier en hépatocytes et cholangiocytes, participent
alarégénération du foie.”® Plusieurs voies de signalisation sont également impliquées
dans l'auto-renouvelement des hépatocytes en cas de dommages dans le
parenchyme. L'IL6 et le TNFa produites par les KCs permettent de recruter des
leucocytes et d’induire la prolifération des hépatocytes.”>’” De ce fait, I'activation des
KC, notamment par des PAMPs (pathogen associated molecular patterns) tels que les
LPS (lipopolysaccharide) bactériens, apparait nécessaire au processus de régénération
hépatique.’® En paralléle, 'hormones de croissance I'HGF (hepatocyte growth factor),
sécrétée par les HSCs, a également été mise en évidence comme facteur mitotique
principale des hépatocytes lors de ce processus de récupération hépatique.” Les

cholangiocytes sont également capables de se différencier.®°

Role immunitaire : au-dela de la production par les hépatocytes de nombreuses
protéines impliquées dans I'immunité, telles que la protéine C réactive (CRP pour C-
reactive protein), les protéines du complément, certaines protéines bactéricides ou
méme 'opsonine, le foie est également considéré comme un organe immunologique.
Son réle est primordial afin d’éviter le passage dans la circulation générale de

pathogeénes provenant du systeme digestif. Cependant en conditions basales, le foie
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est un organe induisant une importante tolérance, lui permettant de conserver son

intégrité physiologique.*?

Il. Pathologies hépatiques

A. Apercu des maladies affectant le foie

Les pathologies infectieuses

les hépatites virales : Les hépatites virales sont les infections hépatiques les plus
fréquentes. Bien que les virus pouvant causer ces hépatites soient tous bien
distincts les uns des autres, ils ont en commun d’infecter principalement les
hépatocytes et de provoquer leur lyse. Cette destruction hépatocytaire, ainsi que
I'activation d’une réponse inflammatoire parfois persistante, sont la cause des
symptomes cliniques des hépatites virales. Pour les infections aux virus de
I’hépatite B, C et D (HBV, HCV, HDV), celles-ci peuvent devenir chroniques, c’est-
a-dire que le systéme immunitaire ne parvient pas a éliminer le virus.21%2 (Tableau

2)

Genome Transmission Chronic Fulminant Treatment Vaccine
hepatitis hepatitis

Virus

Hepatitis A RNA Oral No Yes No Yes

Hepatitis B DNA Mother to infant, blood, sexual 10% Yes Interferon, lamivudine, adefovir Yes

Hepatitis C RNA Blood, rarely mother to infant, 70% Very rare Interferon, ribavirin No
very rarely sexual

Hepatitis D DNA Blood, sexual 50% Yes Interferon Yes

Hepatitis E RNA Oral No Yes No No

Hepatitis G RNA Blood No No No No

Summary of main viral hepatitis characteristics

Tableau 2 : Les virus responsables des hépatites virales.82 Ce tableau liste les virus de I’'hépatite, leur mode de
transmission et leur potentielle association avec une hépatite chronique ou fulminante.

autres maladies infectieuses : le foie est également sensible a d’autres infections,
méme si moins courantes que les hépatites virales décrites ci-dessus. Les
infections bactériennes sont plutot rares et généralement secondaires dues a une
primo infection. C'est le cas pour la tuberculose, la syphilis, la leptospirose, la
maladie de Lyme, la fievre Q par exemple. Des infections virales, autres que celles
des virus de I'hépatite peuvent également affecter le foie tels le parvovirus B19
ou certains herpesvirus comme le cytomégalovirus et le virus d’Epstein-Barr. Le

foie peut également étre affecté par des parasitoses, tels certains Plasmodium,
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agents du paludisme, et plus particulierement des infections par des helminthes,
comme la fasciolose qui est un facteur de risque pour le cholangiocarcinome

(cc).8

Les maladies génétiques

— I’hémochromatose : 'hémochromatose est une maladie génétique provoquant
une hyperabsorption intestinale du fer. Sa potentielle gravité est liée aux dépots
de fer qui peuvent s’accumuler dans le foie pouvant mener a la cirrhose.?*

— I'hyperoxalurie : cette pathologie est la cause d’un défaut dans le métabolisme
du glyoxylate et de I'oxalate, donnant lieu a une production excessive d’oxalate.
Les conséquences cliniques sont multiples dii a la conséquence de I'accumulation
systémique d’oxalate de calcium dans I'organisme. Les patients souffrent alors de
lithiases rénales et néphrocalcinose qui altérent gravement la fonction rénale.®

— la maladie de Wilson: la maladie de Wilson est une maladie génétique qui
provoque une accumulation de cuivre dans plusieurs organes dont le foie. Cela
est d{ a la mutation de la protéine ATP7B (copper-transporting ATPase 2) dont le
role est le transport du cuivre. Les malades montrent des atteintes hépatiques
généralement caractéristiques d’une hépatite chronique ou d’une stéatose, et
dans les cas les plus avancés peuvent présenter une cirrhose.®

— le déficit en alpha 1-antitrypsine (ATT) : I'ATT est une protéine produite
principalement par les hépatocytes mais également, dans une moindre mesure,
par les neutrophiles, certains macrophages et les cellules épithéliales de I'intestin
et des poumons. Son role est d’empécher la destruction de la MEC par les pieges
extracellulaires de neutrophiles (mieux connus sous le nom de NETs pour
neutrophil extracellular traps). Les manifestations cliniques se retrouvent

principalement au niveau des poumons et du foie.?’

Les dysfonctionnements du systéme immunitaire
— I'‘hépatite auto-immune (HAI) : I'HAI est un syndrome auto-immun qui semble
hétérogene entre individus. Elle a d’abord été caractérisée par une augmentation

des anticorps circulants, sans signe de cirrhose, et plus spécifiquement d’auto-
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anticorps antinucléaires (ANAs pour anti-nuclear autoantibodies), une
prédominance féminine et une bonne réponse aux traitements par corticoides.
Son incidence est estimée entre 1,5 et 3 cas pour 100 000 personnes en Occident.
On distingue 2 sous-types d’HAI: Le sous-type 1 affecte principalement les
adultes et est caractérisé par des ANAs et SMAs (smooth muscle antibodies), la
sévérité de la pathologie est souvent modérée. Le sous-type 2 affecte surtout
enfants et éventuellement les jeunes adultes. Il est caractérisé par des anticorps
ciblant LKM (liver kidney microsomal type) 1 et 3 et LC1 (liver cytosol type 1). Le
phénotype de la maladie est souvent plus sévere que le sous-type 1. Chez des
patients prédisposés a développer une HAI, le phénomeéne de mimétisme
moléculaire, lors d’infection, semble étre a I'origine du déclenchement de la
maladie. En effet, lors d’HAI de type 2, la principale cible des auto-anticorps et
lymphocytes T auto-réactifs est CYP2D6 qui possede une forte homologie de
séquence avec des protéines du virus de I’hépatite C ou de certains herpesvirus.
La réponse immunitaire activée est décrite comme médiée surtout par les
lymphocytes T auxiliaires (Th pour T helper) 1, Th2 et Th17. Comme dans plusieurs
syndromes auto-immuns, une activation anormale des Th1l7 est également
fréquente. De plus, plusieurs études ont indiquées des dysfonctions et une faible
quantité de lymphocytes T régulateurs (Treg pour regulatory T lymphocytes)
circulant chez les personnes souffrant de HAI, indiquant une prédisposition a la
perte de la tolérance immunitaire périphérique.88°

— les cholangites : Ce sont des inflammations chroniques.

Les maladies malignes

— le carcinome hépatocellulaire (CHC) : le carcinome hépatocellulaire est la
maladie maligne du foie la plus fréquente. Elle se développe a partir des
hépatocytes transformés. On estime que plus de 80% des cas de CHC ont lieu dans
les zones les moins développées. Et pour cause, prés de trois quarts des CHC sont
liés a une infection chronique a HBV ou HCV. En effet, le principal facteur de risque
du CHC est la cirrhose hépatique qui peut s'établir au cours de I'hépatite

chronique. D’autres maladies semblent étre également liées a une augmentation
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du risque de CHC telles que la stéatohépatite non alcoolique (NASH pour
nonalcoholic steatohepatitis) ou encore I'obésité. %%

I'adénome hépatocellulaire : 'adénome hépatocellulaire est une tumeur solide
bégnine se développant dans le parenchyme du foie. Le risque d’évolution en CHC

est trés rare.”?

Les stéatoses hépatiques

la stéatose : elle correspond a une accumulation pathologique de TG dans les
hépatocytes. Elle apparait généralement dans le cadre de la maladie du foie gras
non alcoolique (NAFLD pour nonalcoholic fatty liver disease) ou la maladie du foie
gras alcoolique (AFLD pour alcoholic fatty liver disease). D’autres causes, telles
gue des infections ou des troubles métaboliques, peuvent donner lieu a cet état
pathologique. Ce trouble accompagne généralement une inflammation et/ou une
fibrose hépatique.®®

la NAFLD : cette pathologie regroupe des atteintes hépatiques allant de la simple
stéatose hépatique au CHC, en passant par la NASH et la cirrhose. (Figure 9) Il est
estimé qu’au moins 25% de la population des Etats-Unis est affectée par la NAFLD
et son incidence tend a augmenter. Le développement de la NAFLD est tres
fortement associé a la consommation d’un régime riche en calories, riche en
lipides et riche en carbohydrate. De ce fait, la NAFLD est souvent observée chez
des patients souffrant de diabéte de type 2 et/ou d’obésité. Si la situation n’est
pas prise en charge, cet état mene a l'induction d’'une inflammation chronique
dans le foie, c’est le début de la NASH. Cela peut conduire a une fibrose, mais

également provoquer une lyse hépatique.?%°
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Figure 9 : la stéatose hépatique non alcoolique. (modifié de Drew, Nature, 2017)% 1) Le foie réalise un nombre
important de taches incluant la transformation des nutriments absorbés et le contréle du niveau de sucre, gras et
protéine circulant dans le sang. Il peut stocker des carbohydrates et une petite quantité de lipides. De ce fait
contiennent des gouttes lipidiques réparties de maniere homogene dans tout leur cytoplasme. 2) Durant la NAFLD
(non alcoholic fatty liver disease), les hépatocytes accumulent en excés du gras, c’est le processus de stéatose. Ce
gras peut provenir de I'alimentation, étre généré dans le foie ou étre sécrété par des adipocytes insulino-résistant.
3) Si le gras accumulé déclenche un stress cellulaire ou des dommages hépatocytaires, c’est le développement de
la NASH (non alcoholic steatohepatitis). Les hépatocytes gonflés de gras enflent d’autant plus et commencent a
mourir, provoquant une inflammation. Une fibrose s’installe et des fibres de collagene remplacent les hépatocytes
morts. 4) Durant plusieurs années les hépatocytes sont détruits et le tissu cicatriciel s"accumule et raidit le foie ce
qui impacte son fonctionnement. Cet état, appelé cirrhose, peut mener a une insuffisance hépatique et augmenter
le risque de cancer hépatique.
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Les complications des atteintes hépatiques
— lafibrose : la fibrose hépatique correspond a une régénération et cicatrisation du
foie aboutissant a I'accumulation excessive de MEC qui prend alors la place des

cellules hépatiques. C’'est un état pathologique qui se développe lentement mais
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qui peut étre réversible. Il survient lorsque la production de MEC surpasse sa
dégradation et fait aussi intervenir la formation de nouvelles liaisons chimiques
entre molécules de collagene. Alors que la MEC est naturellement enrichie en
collagenes de type IV et VI, ce sont principalement des collagenes de type | et lll,
et des fibronectines, qui la constituent lors de la régénération qui suit un
dommage hépatique. Lors d’une Iésion hépatique, les HSCs sont activées en MFs
capables de produire une importante quantité de tissu fibreux, de cytokines pro-
inflammatoires et de facteurs mitogenes afin d’enclencher le processus de
cicatrisation tissulaire. Ces MFs peuvent également provenir d’autres types
cellulaires : des fibroblastes situés dans I'espace porte, des fibrocytes provenant
de la moelle osseuse, ou dans une moindre mesure, des cellules épithéliales
(hépatocytes ou cholangiocytes) aprés transition épithélio-mésenchymateuse
(EMT pour epithelial-mesenchymal transition). L’activation des MFs se fait par
plusieurs mécanismes. Tout d’abord par lintermédiaire d’hormones de
croissance, et principalement du PDGF (platelet-derived growth factor) et
TGFB,%’°8 et de cytokines pro-inflammatoires,® généralement produites par les
monocytes pro-inflammatoires recrutés sur le site de la Iésion et les KCs résidents.
Dans le cas ol une lésion hépatique ne peut étre résolue rapidement, I'activation
de la réponse immunitaire pro-inflammatoire ne cesse de favoriser la formation
de MEC par le recrutement et la stimulation des MFs, 100,101

la cirrhose : la fibrose hépatique peut progresser, si non prise en charge, vers une
cirrhose. (Figure 10) Cela correspond alors a une altération importante de
I"architecture du parenchyme du foie et de sa vascularisation. D’un point de vue
macro-anatomique, cela s’observe souvent avec la formation de nodules ou a lieu
la régénération du parenchyme hépatique, entourés par du tissu fibrotique.
Lorsqu’une grande partie du foie est cirrhotique, la fonction hépatique est
impactée ce qui peut étre létal et nécessiter une greffe.%0

la jaunisse : la jaunisse est une manifestation clinique d’un probléme hépatique
qui se traduit par une coloration jaunatre de la peau due a I'accumulation
anormale de bilirubine dans le corps. Cela est le résultat d’'un probleme
d’excrétion de la bilirubine, fonction assurée par le parenchyme du foie, lorsque

celui-ci est intégre.102
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— linsuffisance hépatique : I'insuffisance hépatique décrit un état d’atteinte grave
et globale des fonctions hépatiques, et qui se manifeste généralement durant une
période de temps courte (quelques jours/semaines). Lorsqu’elle s’"accompagne de
troubles neurologiques, on parle d’hépatite fulminante. Elle est la conséquence
de lésions hépatiques n’ayant pas pu étre résolues, telles que des infections
virales chroniques, la consommation de produits hépatotoxiques (alcool ou
médicaments) ou méme la mauvaise prise en charge de maladies
immunologiques hépatiques.1©3
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Figure 10 : Les différents stades de la fibroses a la cirrhose hépatique. (modifié de Cordero-Espinoza et Huch, J
Clin Invest, 2018)74 Chez les individus en bonne santé, une lésion tissulaire ponctuelle (Iésion 1) du foie induit une
réponse régénératrice (courbe verte) pour rétablir 'hnoméostasie hépatique. Des blessures répétées (blessures 1 +
2) entravent la régénération et font basculer le tissu dans un état malade connu sous le nom de fibrose (courbe
rouge). Le tissu peut récupérer au fil du temps si aucun autre dommage n'est appliqué (résolution, blessures 1 + 2
+ temps, courbe jaune). Alternativement, la fibrose sera maintenue si de nouveaux dommages surviennent
(blessures 1 + 2 + 3, courbe rouge). Des blessures supplémentaires détériorent le tissu jusqu'a ce qu'il atteigne un
état cirrhotique (1 + 2 + 3 + 4, courbe violet clair) ou cirrhotique avancé (1 + 2 + 3 + 4 + 5, courbe violet foncé). La
récupération de ce dernier scénario est trés peu probable.

B. La cholangite biliaire primitive (CBP)

La CBP : données épidémiologiques et cliniques

La cholangite biliaire primitive est une maladie inflammatoire et auto-immune qui
affecte les tres petits et petits canaux biliaires. Elle est caractérisée par une
destruction non suppurative des canaux biliaires. Cette lyse spécifique des
cholangiocytes est médiée par les lymphocytes T et plasmocytes infiltrés dans I'espace
porte. Les patients possedent généralement un taux élevé d’IgM (Immunoglobuline
de type M) circulants ainsi que des anticorps anti-mitochondriaux (AMAs pour anti-

mitochondrial autoantibodies) dans pres de 95% des cas. D’autres auto-anticorps sont
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également fréquemment détectés chez les malades CBP tels que les ANAs et plus
spécifiguement des anti-p62 et anti-gp120 retrouvés chez 30% des patients, mais
également des anticorps anti-centromeres. Si la pathologie n’est pas correctement
traitée, elle peut provoquer la perte des canaux biliaires et I'installation d’une fibrose.
Dans les stades les plus avancés, I'apparition d’une jaunisse indique une évolution
cirrhotique du foie, et augmente le risque de développer un CHC. Dans les pays du
Nord, sa prévalence est d’environ 20 cas pour 100 000 ce qui en fait une maladie peu
fréquente. Par ailleurs, comme la plupart des maladies auto-immunes, elle a une forte
prédominance féminine (90% de patientes), et son association avec d’autres troubles
auto-immuns est observée chez 70% des patients. La kératoconjonctivite (75%) et le
syndrome de Raynaud (32%) sont les troubles immunitaires les plus courant chez les
malades CBP. La premiere ligne de traitement contre la CBP consiste en l'ingestion
journaliere d’acide ursodésoxycholique, permettant de modifier le stock d’acide
biliaire, ce qui permet de réduire I'inflammation et I'apoptose des cholangiocytes.
Dans les stades les plus graves de la CBP, une transplantation hépatique peut étre

recommandée.104-106

Etiologie de la CBP

L’étiologie de la cholangite n’est pas trés bien comprise, le mécanisme déclencheur
de la pathologie reste inconnu. Cependant les lymphocytes T et B semblent impliqués
dans I'orchestration de la réponse auto-immune. En effet, des épitopes B et T ont été
identifiés chez les malades au sein de la protéine PDC-E2 (pyruvate dehydrogenase
complex subunit E2). Les AMAs reconnaissent le domaine lipoylé de PDC-E2, qui
semble donc étre immunodominant.%108 par ailleurs des épitopes spécifiques des
lymphocytes T CD4* et T CD8* ont aussi été mis en évidence, indiquant un réle des
deux sous-types cellulaires.t09111 Ces épitopes T apparaissent d’ailleurs chevaucher
les épitopes B.19 Cela rend possible la formation de complexes immunitaires
anticorps-antigene, qui tendent a induire une réponse plus efficace, notamment en
facilitant la présentation antigénique aux lymphocytes T, par les DCs ou les
lymphocytes B, créant ainsi une synergie en réponse au méme antigéne.!'? Par
ailleurs, il est intéressant de noter que chez les patients souffrant d’'une CBP, mais

n‘ayant pas d’AMAs, des lymphocytes T auto-réactifs a PDC-E2 sont tout de méme
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présents.!13 Cette protéine mitochondriale apparait surexprimée et localisée de
maniére aberrante a la surface des cholangiocytes lors de la CBP.11* Deux mécanismes
pourraient expliquer ce phénomene. Tout d’abord, lors de la mort cellulaire, la partie
immunogéne de PDC-E2 (un résidu lysine lipoylé, nécessaire a son activité
enzymatique) doit étre liée a une molécule de glutathion afin de rendre ce domaine
inaccessible au systéme immunitaire.}*>!1® Cependant, chez les cholangiocytes,
contrairement a d’autres types cellulaires, cette modification n’a pas lieu du fait de
I'expression de BCL-2, ce qui laisse I'épitope immunodominant immunogéne et
explique la localisation de la pathologie. Plus spécifiquement, I'expression de BCL-2
est particulierement importante dans les petits canaux biliaires, ce qui correspond
avec la partie de I’arbre biliaire affectée par la pathologie. La forme sans glutathion de
PDC-E2 peut alors étre clivée, de maniere dépendante des caspases, ce qui génére des
peptides immunogenes dans les cholangiocytes mourants, peptides ensuite accessible
aux auto-anticorps dans les blobs apoptotiques.t”118 Par ailleurs, un cholangiocyte
mourant peut étre phagocyté par une des cellules biliaires voisines.'® Ces derniéres
seraient alors capables de présenter I'épitope intact de PDC-E2 sur leur CMH. En outre,
chez les patients CBP, une expression aberrante du CMH de classe Il a été mesurée et
pourrait étre une des causes de l'activation du systeme immunitaire a I’encontre de
PDC-E2.119 Cela démontre également un potentiel mécanisme d’auto-alimentation de
I’auto-immunité dans le cas de la CBP. Cependant, la sur-régulation du CMH de classe
Il par les cholangiocytes semble arriver apres |’exposition de PDC-E2 a leur membrane.
Mais I’exposition de PDC-E2 apparait coexister avec la présence d’IgA anti-PDC-E2.120
Ces derniers peuvent alors activer les caspases ou séquestrer PDC-E2, dans les
cholangiocytes, et les rendre plus sensibles a I'apoptose.l?%1?! Cependant, une
dérégulation de I'autophagie et des mécanismes de sénescence dans les
cholangiocytes est également soupgonnée d’étre a I'origine de I’expression anormale
de PDC-E2 a leur surface luminale.}?%122 Des études épigénétiques ont mis en exergue
un certains nombres de micro ARNs régulateurs de la nécrose, sénescence, apoptose
et du stress oxydatif, dont I'expression était modifiée chez les patients CBP.1%3
Notamment, le micro ARN 506 est surexprimé chez les patients atteints de la CBP, ce
qui altere la signalisation du calcium et diminue I’expression d’un échangeur d’anion

responsable de la sécrétion de ions bicarbonates.!?* Ces derniers participent a la
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formation d’une couche protectrice sur les cholangiocytes (bicarbonate-rich biliary
umbrella), et une diminution de la sécrétion de HCO3™ détruit cette protection, ce qui
sensibilise les cellules de I'arbre biliaire a I'induction de I'apoptose.

Chez des personnes non malades, une tres faible quantité de lymphocytes T et B auto-
réactifs, ainsi que des AMAs circulants ont été retrouvés.'?® En outre, ces AMAs sont
capables de réagir, méme faiblement, avec I'arbre biliaire. Cela indique probablement
que ces défauts de présentation de PDC-E2 lors de la mort cholangiocytaire ne sont
pas suffisants pour induire le syndrome auto-immun. Des mécanismes extérieurs sont
probablement a l'origine du déclenchement de la pathologie chez les personnes
prédisposées. Notamment, certains pathogenes pourraient induire une réponse
immunitaire contre un auto-antigene par le mécanisme de mimétisme moléculaire.
En effet, des bactéries, telles que Novosphingobium aromaticivorans, Escherichia coli,
expriment des protéines possédant une grande homologie avec PDC-E2.1%6:127 En
outre, des xénobiotiques ont également la possibilité de former des complexes avec
des protéines endogenes et de modifier leur structure les rendant immunogeénes, ou
provoquant leur accumulation et induisant leur exposition a la surface cellulaire. C'est
le cas notamment de I’acide 2-octynoique qui, couplé avec PDC-E2, a montré une forte
réactivité avec les AMAs des patients avec une CBP. Cela s’explique par sa forte
similarité avec I'acide lipoique (du résidu lipoylé habituellement retrouvé sur PDC-E2).
De maniere intéressante, cet acide 2-octynoique est fréquemment utilisé dans les
produits cosmétiques et les parfums alimentaires.'?® La présence de ce composé dans
des produits utilisés bien plus fréquemment par les femmes que par les hommes
pourrait étre questionnée, de par la forte prévalence féminine de la maladie. Plusieurs
facteurs semblent donc contribuer au déclenchement de la CBP. Comme pour la
plupart des troubles auto-immuns, plusieurs études d'association pangénomique
(GWAS pour genome-wide association study) ont également permis de mettre en
évidence une forte association entre [|‘apparition de la CBP et certains
polymorphismes du HLA (human leukocyte antigen). Par ailleurs, plusieurs autres loci
de génes ont été corrélés avec la pathologie, la plupart impliqués dans |’activation ou
la régulation de la réponse immunitaire adaptative. Plusieurs genes de la voie de

signalisation de I'lL12 ont notamment été identifiés. Le terrain génétique peut donc
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étre un facteur de risque pour le développement de cette cholangite, comme cela a

pu étre observé au sein de fratries.'?®

Réponse immunitaire lors de la CBP

L’activation du systeme adaptatif a lieu lors de la reconnaissance de "auto-épitope
mitochondrial par les auto-anticorps ou bien par les lymphocytes T CD4* et CD8",
consécutivement a une présentation antigénique assurée soit par les cholangiocytes
(comme décrit ci-dessus) soit par les DCs.}12130 Ces derniers sont retrouvés plus
fréquemment au niveau des granulomes (inflammation localisée composée d’'un amas
de cellules dérivées d’histiocytes et entourées de lymphocytes, comprenant parfois
des polynucléaires), dans I'espace porte des patients CBP, accompagnés de nombreux
lymphocytes B.13! Cela semble indiquer un réle pour ces deux populations cellulaires
dans la formation des granulomes et des lésions tissulaires. En effet, I'infiltration de
plasmocyte autour des canaux biliaires apparait corrélée au titre des AMAs dans le
sérum des patients.’®? Ces lymphocytes B produisent localement un nombre
important d’IgM, mais également des IgG (immunoglobulines de type G) circulant, a
I’origine du fort taux mesuré dans le sang.'3! La forte réponse B, lors de la CBP, est
visiblement liée a I’enrichissement dans le foie de lymphocytes Tth (T folicular helper),
dont un plus grand nombre coincide avec un phénotype plus dommageable, et qui
stimulent la production d’anticorps via la sécrétion de cytokines telles que IL21 et
IL4.133134 | 3 forte proximité de DCs et d’anticorps pourrait d’ailleurs étre a I'origine de
I'efficacité du priming de la réponse T. En outre Différentes études semblent
démontrer que cette réponse T impliquée dans la cholangite est principalement une
réponse Thl/Tc (T cytotoxic) 1 dont I'action des lymphocytes T CD8* cytotoxiques
(CTLs pour cytotoxic T lymphoctes) aurait un réle clé dans la destruction des
cholangiocytes. (Figure 11) Leur nombre est en effet enrichi dans le foie et corrélé a
la sévérité de la maladie.’113> De plus, en périphérie, les clones de lymphocytes T
CD4* et T CD8* expandus chez les patients CBP expriment CX3CR1 (C-X3-C motif
chemokine receptor 1), et leur recrutement au niveau du canal biliaire est médié par
la sécrétion de CX3CL1 (C-X3-C motif chemokine ligand 1) par les cholangiocytes
notamment.136137 | 3 réponse Th17 apparait aussi activée de maniére anormale par

rapport a des sujets sains lors de la CBP, traduisant aussi son role dans la
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pathogénicité.!®® Une coopération entre des lymphocytes Th1/Th17, localisés dans
I’espace porte, joue donc un réle actif dans les Iésions hépatiques.'3® Un défaut dans
le nombre et I'activité des lymphocytes Treg est également observé chez les patients
CBP, et est caractéristique de la perte de la tolérance.'®® Les lymphocytes NK et NKT
participent aussi a la pathogénie de la CBP. En effet, leur nombre est augmenté dans
le foie des patients CBP et ils possédent un phénotype plus actif et cytotoxique. 141143
Cela permet le recrutement et I'activation de monocytes pro-inflammatoires et des
cellules NK et NKT, dont I'activité inflammatoire apparait supérieure a la normale. En
outre, cette sur-activation est également observée dans les monocytes des patients
souffrant de la CBP, notamment via la surexpression du TLR4.24* Globalement, cette
hyper-réactivité est maintenue probablement par la réponse immunitaire innée. Les
monocytes inflammatoires et lymphocytes NK des patients CBP peuvent favoriser
I’activation des lymphocytes T vers le type 1.14>14¢ Ces mécanismes pourraient étre
responsables de la modulation de la réponse adaptative, depuis son initiation (ou
priming) a son maintien au cours de l'inflammation chronique. En paralléle,
I'inflammation locale et la mort des cholangiocytes (exposition des DAMPs [damage
associated molecular pattern] et d’antigénes de PDC-E2), permettent de maintenir la

continuité de la réponse auto-immune.
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Figure 11 : Etiologie de la CBP.147 L'exposition a une imitation environnementale d'une sous-unité E2 modifiée du
complexe mitochondrial pyruvate déshydrogénase (PDC-E2) conduit a une réponse immunitaire ciblant les cellules
épithéliales biliaires (BEC). Lors de I'activation de la réponse immunitaire adaptative par des cellules présentatrices
d'antigene (APC) portant un auto-antigene lié au complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il (CMH 1), des
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anticorps anti-mitochondriaux (AMA) spécifiques de la maladie sont produits par des cellules plasmatiques qui
ciblent des épitopes immunodominants de PDC- E2 sur la membrane mitochondriale interne. Les BEC lésés
exprimant un échangeur d'anions 2 (AE2) dysfonctionnel sont sensibilisés a I'apoptose en raison de la perturbation
du parapluie biliaire riche en bicarbonate. Un AE2 dysfonctionnel conduit a une sensibilisation des BEC a
|'apoptose, ce qui entraine une exposition de PDC-E2 dans une bulle apoptotique. Ce complexe immunogéne est
reconnu par les AMA en circulation et entraine la formation d'un complexe antigéne-anticorps qui contribue a la
|ésion cellulaire. Les lésions biliaires sont le résultat d'une réponse immunitaire circulante et intrahépatique
dérégulée caractérisée par un déséquilibre entre les voies effectrices et régulatrices. Les lymphocytes T effecteurs
pro-inflammatoires, y compris les lymphocytes T CD4* et CD8* et les lymphocytes T auxiliaires folliculaires (TFH),
sont régulés a la hausse et favorisent les lésions biliaires, encore renforcées par les dommages induits par les
cellules NK (Natural Killer) intrahépatiques qui déclenchent la libération d'autoantigene et I'auto-réactivité des
lymphocytes T en présence des APC, y compris des BEC. Cette réponse préjudiciable est insuffisamment supprimée
par |'action régulatrice des cellules T régulatrices circulantes et intrahépatiques (Treg) et des cellules T régulatrices
folliculaires (TFR), conduisant finalement a une inflammation progressive, une cholestase et une fibrose biliaire. La
ligne grise verticale distingue les phases de déclenchement environnemental, de perte de tolérance et de Iésion
biliaire (a gauche) et de dérégulation immunitaire sur plusieurs lignées (a droite). TCR : récepteur des cellules T.

Les modeles murins de CBP
Plusieurs modéles murins de CBP, spontanés (génétiques) ou induits (immunisation),
ont été développés depuis 2006, avec plus au moins d’homologie avec la pathologie

humaine.1#8152 | e tableau suivant résume les principaux modeéles :
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Tableau 3 : Résumé des différents modéles murins de CBP et de leurs caractéristiques. Ae2 : échangeur d’anion 2, AMA : auto-anticorps anti-mitochondriaux, CBP : Cholangite biliaire primitive, foxp3 : proéine
forkhead-box 3, Idd : susceptibilité au diabéte dépendante de I'insuline, IFNy : interferon y, IL2Ra : récepteur 2 alpha a I'interleukine 2 MICI : maladie inflammatoire chronique de I'intestin, NKT : lymphocytes T
natural killer, NOD : diabétique non obese, PDC-E2 : sous-unité E2 du complexe pyruvate déshydrogénase, TGF-BRII : récepteur 2 du facteur de croissance transformant béta, Th : lymphocyte T auxiliaire, aGalCer :
alpha-galactosylceramide, 20A-BSA : acide 2 octynoique conjugué a I'albumine bovine sérique.

Pour cette étude, nous allons utiliser le modeéle induit par immunisation avec le 20A-BSA (acide 2 octynoique conjugué a I'albumine bovine sérique) et I'aGalCer
(alpha-galactosylceramide).'®> Ce modeéle a I'avantage d’étre plus facilement accessible gu’un modeéle génétique, mais également de pouvoir choisir la souche
de souris utilisée. Contrairement a certains des modeles génétiques, il ne perturbe pas la totalité du systeme immunitaire, ce qui pourrait par la suite fausser
I'analyse de la réponse anti-tumorale. Ce modele se concentre sur la spécificité de la réponse auto-immune dans le cas de la CBP, et au moins sur I'antigéne

qui est percu comme initiateur de la pathologie.
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C. La cholangite sclérosante primitve (CSP)

La CSP : données épidémiologiques et cliniques

La cholangite sclérosante primitive est une maladie inflammatoire affectant les
moyens et/ou gros canaux biliaires. Elle est caractérisée par une cholestase, c’est-a-
dire une diminution de la sécrétion biliaire, due a l'installation d’une fibrose avec
sténose, au niveau de I'espace porte. Cette fibrose est tres caractéristique de la CSP
avec une forme en peau d’oignon, c’est-a-dire des couches de fibrose organisées de
maniere concentriques autour du canal biliaire. Il est aussi fréquent d’observer une
réaction ductulaire (prolifération anormale des cholangiocytes formant des canaux
biliaires non fonctionnels) autour des espaces portes touchés. La CSP peut évoluer
vers la cirrhose et provoquer un lourd dysfonctionnement du foie. La cholangite
sclérosante est qualifiée de primaire si elle est la premiére manifestation observée, et
de secondaire si elle est la conséquence d’une autre pathologie. Son incidence est
entre 0,9 et 1,31 pour 100 000, ce qui en fait une maladie tres rare. Elle touche plutot
les hommes, a hauteur de 65-70%, et le diagnostic est généralement posé entre 30 et
40 ans. Plusieurs formes de CSP sont également a distinguer. La forme la plus classique
affecte les larges canaux biliaires, cependant une forme moins courante touche les
petits canaux biliaires. Par ailleurs, des formes associant une composante auto-
immune sont aussi possibles. Chez certains jeunes patients, entre 7 et 14%, il existe
un chevauchement entre la CSP et I'HAI, de ce fait ils présentent les symptomes des
deux pathologies, dont la présence des auto-anticorps et la fibrose biliaire. D’autres
malades, environ 10%, présentent un taux d’lgG4 anormalement élevé, avec
infiltration de plasmocytes autour des voies biliaires, généralement sans symptomes
associés a I'atteinte d’autres organes. Ces derniers doivent étre dissociés des patients
présentant une cholangite associée aux IgG4 ou IAC (IgG4-associated cholangitis) qui
est souvent la manifestation hépatique d’'une pathologie multi-organe. La CSP est
également le premier facteur de risque pour le développement du CC. Cela est dii a
I'inflammation chronique induite autour des canaux biliaires qui favorise I'apparition
de tumeurs malignes. On estime qu’entre 10 a 20% des patients atteints de CSP

développeront un CC. Cela implique leur surveillance tout au long de leur vie.166-168
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La CSP est souvent décrite comme une maladie inflammatoire non auto-immune, de
par sa prédominance masculine et le manque de réponse aux immunosuppresseurs.
Par ailleurs, aucune cible spécifique du systeme immunitaire n’a pu étre établie a ce
jour. De plus, les anticorps retrouvés chez les patients ont généralement une faible
affinité pour leur cible et leur fréquence varie beaucoup selon I'étude ce qui ne
permet pas d’en faire une valeur diagnostique ou prédictive.'®® Ce constat, ainsi que
I’association tres importante de la CSP avec les MICIs (maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin), semble attribuer cette pathologie a une dérégulation non
spécifique de la réponse immunitaire. Par exemple, les malades ont un nombre de
lymphocytes Treg plus faible dans le foie et circulant,’® ce qui est généralement signe
d’un mauvais maintien de I’homéostasie immunitaire. Cependant la CSP est aussi
associée a certains polymorphismes du HLA et a I'apparition de maladie auto-
immunes, ce qui est généralement caractéristique de ces derniéres.}’ Néanmoins il
semble que les MICIs sont aussi fortement associées avec |'apparition de pathologies
auto-immunes ce qui pourrait en partie expliquer cette observation chez les patients
avec une CSP. Par ailleurs, la CSP est connue pour étre associée avec le HLA-DR3, ce
qui est également le cas de plusieurs maladies auto-immunes. Finalement, les
manifestations auto-immunes ne semblent pas affecter le pronostique des patients,
signifiant qu’elles ne sont pas secondaires a la CSP mais concomitantes.!’? Ces
différents aspects laissent a penser que cette cholangite est probablement une

maladie tres hétérogene.

Réponse inflammatoire et microbiote lors de la CSP

La CSP est généralement associée a une MICI, dans 60 a 80% des cas.'’? Cette derniére
est parfois diagnostiquée en décalée (avant ou aprés). L'étiologie de la CSP, et
notamment son déclenchement, n’est pas connu. Le lien avec les MICI semble
montrer un réle de I'environnement et notamment du microbiote intestinal. A noter
que celui-ci a une composition « anormale » chez les patients CSP, par rapport a un
individu sain. En effet, sa diversité intra-individu est plus faible que chez les sujets
sains, et il est enrichi en genre Veillonella, Enterococcus, Fusobacterium et
Lactobacillus.}”*7> Mais il est difficile de déterminer si la dysbiose est la conséquence

ou la cause du développement de la cholangite. Lors d’une dysbiose, I'intégrité de la
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muqueuse intestinale n’est plus maintenue ce qui expose le foie a des bactéries ou
leurs composés. En effet le microbiote est riche en agonistes des PRRs (pattern
recognition receptors), qui peuvent activer une réponse inflammatoire, et ce
notamment dans le foie.}’® Le microbiote peut aussi directement activer une réponse
immunitaire avec un phénoméne de mimétisme moléculaire. En effet chez certains
patients souffrant d’'une CSP, des p-ANCA, (perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies) sont retrouvés et ciblent la protéin B-tubuline isotype 5. Par ailleurs, ces
mémes anticorps peuvent cross-réagir avec une protéine bactérienne, hautement
conservée, et exprimée par la quasi-totalité des bactéries composant la flore
intestinale.!’’ Au-dela de I'activation d’une réponse immunitaire hépatique, il
apparait que lors de la CSP un nombre non négligeable de lymphocytes T infiltrés dans
le foie sont en fait primés au niveau de I'intestin.’® En effet, on observe chez ces
patients un plus grand nombre de clones communs enrichis entre le foie et I'intestin
par rapport aux sujets contréles ;'7° et ces lymphocytes sont ensuite recrutés via la
sécrétion de CCL (C-C motif chemokine ligand) 25 par les cellules endothélial
hépatiques.!®® Il également intéressant de noter que la composition de la bile peut
jouer sur la composition du microbiote intestinal, et que les bactéries présentes dans
I'intestin métabolisent les acides biliaires primaires en secondaires, ce qui influence la
production de ces derniers dans le foie, reliant de ce fait la physiologie biliaire a la

composition du microbiote.8!

Par exemple, certains patients bénéficiant
d’antibiothérapies, ont montré une amélioration de leur état général, ce qui confirme
la probable implication du microbiote intestinale dans I'étiologie de la maladie.'® Par
ailleurs, les résultats d’analyses GWAS ont indiqué que la CSP était fortement associée
a certains polymorphismes génétiques, tels que les HLA, mais également d’autres,
impliqués dans la réponse T.18 Finalement, d’autres études ont pu mettre en exergue
des loci de susceptibilité, communs entre la CSP et les MICls, dans des genes
notamment importants pour le maintien de I’homéostasie de la muqueuse
intestinale. 184185

Un nombre important de lymphocytes T sont présents au niveau des espaces portes
inflammés. Beaucoup de neutrophiles et de macrophages sont aussi retrouvés lors de

I'inflammation vers les canaux biliaires indiquant un réle de ces composants du

systeme immunitaire. L'inflammation chronique installée lors de la CSP est donc la
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résultante de la coordination entre I'activation du systéme immunitaire inné et le
recrutement de cellules du systeme immunitaire adaptatif. La pathologie semble
initiée avec le recrutement autour des canaux biliaires de plasmocytes, de
lymphocytes T et de neutrophiles. L'induction de lésions entraine la sécrétion par les
cholangiocytes de cytokines pro-inflammatoires, pro-fibrogéniques et des molécules
d’adhésion. A terme, plus de 50% des patients subiront une transplantation hépatique

afin de palier a 'amoindrissement des fonctions biliaire et hépatique.166:168

Les modeles murins de CSP

Du fait de la mauvaise connaissance de I'étiologie de la CSP, le développement de
modeles animaux est difficile. Néanmoins plusieurs modeles murins permettent de
mimer les principales caractéristiques anatomiques et biochimiques de cette

pathologie. Le tableau suivant regroupe les principaux modéles existants ;1867188
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/induit génétique peau biliaires de "
et/ou d'oignon leucocvtes oblitérante MICls
phosphatases J Y
Délétion du géne mdr2 qui code .
Dével tun CHC
Mdr27- Génétique FVB/N pour un transporter impliqué ALT et AP Oui Oui Oui Non cveloppent un 189
. . sur le long terme.
dans la formation de la bile.
Modéle de
mucoviscidose,
. . cholangite modérée
Délétion du ge ft d
Cftr/- Génétique | C57B/L6 cletion dugene ciir qui code NA Oui Oui Oui NA avec risque d'occlusion |
pour un canal chlorure. . . ,
intestinale. N'affecte
pas les gros canaux
biliaires.
Mutation ponctuelle dans le
gene de la ferrochelatase N'affecte pas les eros
fch/fch Génétique Balb/c (homogyzote fch/fch), résultant | ALT, AST et AP Oui Non Oui NA pasiesg 91
. canaux biliaires.
en une baisse de 95% de son
activité enzymatique.
Le géne murin fra-1, qui permet Durée de vie courte d(
de former le facteur de a l'apparition de
Fra-1 Lo transcription AP-1, est fusionné . . compression 192
: Génétique C57B/L6 ALT Oui Oui Non NA , . ,
transgéne avec le promoteur du CMH II. médullaire. N'affecte

Cela induit I'expression
constitutive de fra-1.

pas les gros canaux
biliaires.
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Délétion spécifique du foie, du

N'affecte pas les gros
canaux biliaires.
Développement

Cdh12t Généti C57B/L6 ALT, AP Oui Oui N NA 193
enetique / gene cdhl. ! u u! on spontanée de CHC dans
16% des animaux
males.
BALB/c
nu/nu,
BALB/c
SCID,
C57BL/6-
SCID, NIH-
Il nu/nu
CD407,
IFNy7", Modeéle complexe et
CD1547, T . peu caractérisé. Les
Administration par voie orale de i .
CD40- . . . . caractéristiques histo-
y C. parvum. Infection de souris oy Oui R Oui .
- CD1547", | . o . Oui (dépend , Oui (dépend de , pathologiques 194
Cryptosporidiu . n immunodéficiences qui permet (dépend de (dépendde | |,
Induit Tnfsf57, . NA de la souche la souche dépendent grandement | ;44
m parvum - le développement de e . la souche e la souche .
Tnfrsfla”, dommages importants en utilisée) utilisée) utilisée) utilisée) de la souche de souris
Tnfrsfib”", & onsge U ztho ane utilisée. Morbidité
Tnfrsfla/1b P P gene. importante avec
7+ Tnfsf5- certaines souches.
Tnfrsfla”’,
Tnfsf5-
Tnfrsflb”",
Tnfsf5-
Tnfrsfla/1b
-, CD40-
Tnfrsfla/1b
_/_
A/ICr, Modele complexe et
Helicobacter , C3H/HeNCr | ) iministration par voie orale de . . , . peu caracterise. Decrit | 1o,
hepaticus Induit , H. hepaticus NA Oui Oui Oui Oui comme une hépatite | ;o9
P C57BL/6NC - hep ’ chronique par les
r, A/) auteurs.
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Par laparotomie, le canal

. ; A X 199,
Ligation biliaire |  Induit | Cs7B/L | Cholédogue estligaturé puis ALT et AP oui oui oui NA Modéle peu 00
ouvert entre deux fils de nylon, reproductible.
au-dessus du pancréas.
SWISS, Phénotype moribond
. FVB/N Régime contenant 0,1% de DDC . . . sur le long terme.
DDC Induit ! ! ALT et AP o 0} 0] NA 201
naul C57BL/6, durant 1, 4 ou 8 semaines. € ul ul ul Formation de caillots
129/Sv de porphyrine.
- o . .
LCA Induit SWISS Régime contena\nt Q,l/: de LCA ALT et AP Oui Oui Oui NA Pher‘motype': moribond | ,,,
durant 1 a4 jours. trés rapidement.
DDS Induit CD-1 Traitement DSS parI voie orale a Oui Non oui Non oui N'affecte pas I?s 8ros | 503
2,5% dans I'eau. canaux biliaires.
Transplantation de splénocytes
et de cellules de moelle osseuse
Réaction du (ratio 9:1) de souris B10.D2
greffon contre dans des souris Balb/c irradiées. Association 204,
I'hbte (Graft Induit Balb/c Les deux souches sont NA Oui Oui Non NA occasionnelle de 205

versus host
disease)

haplocompatibles pour le CMH |
H-2D, mais possédent des
antigénes d'histocompatibilité
mineur différents.

sclérodermie.
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Les souris OVA-Bil expriment
OVA sous le contrdle du
promoteur d'un transporteur
d'acide biliaire, résultant en son
expression aberrante par les
OVA-BIl Induit C57B/L6 cholangiocytes a leur ALT Non Oui Non Non
membrane. Le transfert adoptif
de lymphocytes T spécifiques de
OVA provoque une réponse
immunitaire contre les voies
biliaires

Pas de développement
de fibrose. Induction
proche d'une
pathologie clairement
auto-immune (pas de
tolérance face a un
antigéne ici,
I'ovalbumine).

Tableau 4 : Résumé des différents modéles murins de CSP et de leurs caractéristiques. ALT : alanine aminotransférase, AP : alkaline phosphatase, AP-1 : protéine activatrice 1, AST : aspartate aminotransférase,
cdhl : cadhérine E, cftr : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CHC : carcinome hépatocellulaire, CMH : complexe majeur d’histocompatibilité, DDC : 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine,
DSS : dextran sulfate de sodium, fra-1 : antigene relatif a Fos 1, IFNy : interferon y, LCA : acide lithocholique, mdr2 : protéine de résistance multi-drogue 2, OVA : ovalbumine, Tnfrsf : Superfamille des récepteurs
des facteurs de nécrose tumorale, Tnfsf : Superfamille des facteurs de nécrose tumorale.

Pour cette étude, nous allons utiliser le modéle induit par le DDC (3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine),?°! qui a I’avantage d’étre facile a mettre en place
tout en récapitulant beaucoup de caractéristiques de la pathologie observée chez ’homme. En outre, le fait que le modele soit induit peut permettre de
I’adapter a un fond génétique compatible avec les autres modeles murins de I'étude. Il est également bien caractérisé, et ne possede pas de composante auto-

immune, ce qui en fait un modele trés adéquat pour ce travail de recherche.
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D. Le cholangiocarcinome

Description clinique du cholangiocarcinome

Le terme ‘"cholangiocarcinome" regroupe les tumeurs malignes de type
adénocarcinome se développant au niveau de I'arbre biliaire. Le CC peut étre situé au
niveau des petits et gros canaux biliaires intrahépatiques (intrahépatique, iCC), au
niveau du canal hépatique commun (périhilaire, pCC) ou situé plus loin au niveau du
canal cholédoque (distal, dCC). Les dCC et pCC sont donc extrahépatiques (eCC), ils
représentent la plus grande partie des CC, avec respectivement 50-60% et 20-30% des
diagnostiques. Ces eCC sont trés largement des adénocarcinomes mucineux. Les iCC
sont également classifiés en 3 sous-types selon l'apparence de la tumeur:
exophytique (MF-iCC pour mass-forming), péricanalaire (PI-iCC pour periductal
infiltrating iCC) et endocanalaire (1G-iCC pour intraductal growing). Les PI-iCC et les 1G-
iCC affectent exclusivement les moyens et gros canaux biliaires et arborent également
dans la grande majorité des cas un type mucineux. En revanche, les MF-iCC touchent
les petits canaux biliaires et présentent généralement un phénotype mixte, moins
fréquemment, un type mucineux. Les iCC mixtes présentent un certain nombre de
similarité avec un sous-type de CHC positif pour la cytokératine 19. De maniere
intéressante, la classification établie par rapport a la localisation sur I'arbre biliaire
semble donc également correspondre aux différentes caractéristiques clinico-

pathologiques.206:207

Causes et facteurs de risque associés au CC

Le CC est un cancer rare, qui représente environ 3% de toutes les tumeurs gastro-
intestinales. Dans les pays occidentaux, son incidence est estimée entre 0,5 et 2 pour
100 000 individus. Cependant son incidence tend a augmenter, notamment par la
consommation importante d’alcool, de tabac et d’'une diete riche en calories. Dans le
nord de la Thailande, I'incidence du CC atteint un taux record de 100 cas pour 100 000
personnes. Cela est di a la présence d'un ver parasite, la grande douve du foie, dont
les infections sont malheureusement assez courantes, et qui est un facteur de risque
pour le iCC. De ce fait, dans cette région, le CC représente 85% des tumeurs primaires

du foie, contre 10-15% généralement. Dans les autres régions du monde, le principal
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facteur de risque associé au CC est la CSP, son association est particulierement bien
établie avec le pCC. 50% des patients souffrant de CSP développant un CC sont
souvent diagnostiqués du CC 24 mois apres le premier diagnostic de CSP. lls ont
généralement la quarantaine, contre soixante-dix ans pour le reste de la population.
Plus récemment I'association entre les infections aux virus des hépatites B et C et
I’apparition du CC a été mise en évidence. De maniere générale, les inflammations
chroniques du foie, et la cirrhose, sont des facteurs de risque pour le développement
de tumeurs malignes au niveau du foie, CC inclus. Cependant, la plupart des cas de CC
ne semble pas associé a un facteur de risque connu. En outre, des syndromes
métaboliques, I'obésité, ou des lithiases hépatiques pourraient aussi favoriser
I’émergence du CC. Plusieurs polymorphismes de genes ont récemment été identifiés
comme facteurs de risque pour le CC. Parmi ces génes, on peut en retrouver impliqués
dans les mécanismes de réparation de I'ADN, la protection cellulaire contre les
toxines, ou I'immunosurveillace. Le taux de survie a 5 ans des patients est trés
dépendante du stade au moment du diagnostic et de la localisation de la tumeur. Il
varie entre 2 et 20%, ce qui en fait un cancer de mauvais pronostique. A noter que les
CC associés a une cirrhose hépatique font partie des plus mauvais pronostiques, de
méme que les CC métastatiques distants (2% a 5 ans). Au contraire, les iCC qui sont
bien localisés lors du diagnostic bénéficient du meilleur taux de survie a 5 ans avec
plus de 20%. Cependant, la plupart des patients souffrant de CC sont diagnostiqués
assez tardivement, car ils sont souvent asymptomatiques dans les premiers stades.
Cela explique en partie le faible taux de survie. De plus, le CC est généralement chimio-
résistant et ne répond que trés peu aux traitements conventionnels. Ces derniers
consistent généralement en la combinaison de gemcitabine et d’un sel de platine ; le
cisplatine étant encore tres largement préféré. Cette combinaison est le traitement
standard pour les patients non éligibles a la résection ou a un stade trés avancé.
Malgré tout, les patients qui regoivent ces soins survivent en moyenne moins d’un an,
indiquant sa faible efficacité. Dans 35% des cas, les malades peuvent bénéficier d’une
résection et ou d’une transplantation hépatique ; cette derniére est uniquement
applicable pour le traitement des iCC et pCC. Chez certains patients, une chimio-
embolisation intra-artérielle peut également étre proposée. Les mécanismes

moléculaires menant a I'apparition du CC ne sont pas vraiment clairs. Les cellules
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tumorales semblent pouvoir provenir de cholangiocytes transformés, d’hépatocytes
transdifférenciés et transformés, ou bien de cellules progénitrices situées au niveau
du canal de Hering.206,208,209

Les altérations génétiques et épigénétiques les plus fréquentes dans le CC sont listées
dans le tableau 3. De ce fait, les voies de signalisation des MAPKs (mitogen-activated
protein kinases), induisant la prolifération cellulaire et de PI3K (phosphoinositide 3-
kinase), stimulant la survie cellulaire, sont particulierement sur-régulées. Il est
également décrit que les cellules de CC surexpriment un certain nombre de récepteurs
a des facteurs de croissance tels que I'EGFR (epidermal growth factor receptor), ’HGFR
(hepatocyte growth factor recetpor), des récepteurs a I'cestrogéne, surexpriment la
protéine YAP (yes-associated protein), et exhibent une suractivation des voies de
signalisation Notch et Hedgehog. En outre, le micro-environnement du CC est tres
largement impliqué dans son développement. Notamment, lors d’'un contexte
inflammatoire, la sécrétion d’IL6 et d’autres cytokines pro-inflammatoires par des
leucocytes ou par les cellules de CC elles-mémes, permet de stimuler la croissance
tumorale via I'activation de STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3).
Par ailleurs, comme beaucoup de tumeurs malignes, le CC sécréte une importante
quantité de TGFB qui accroit son pouvoir métastatique (en favorisant 'EMT) et active
la voie Wnt, ce qui par la méme occasion induit une forte immunosuppression dans le
microenvironnement tumoral.26:210.211

Molecular target Functional role Possible clinical features

Genetic alterations

TERT Telomere stability Activation (associated with
Wht signalling in HCC)

TP53 Cellcycle Inhibition (DNA damage
response)

WNT or CTNNB1 Development and Activation

differentiation (genomic stability)
KRAS, BRAF, Tyrosine kinase Activation (survival
SMAD4, FGFR2 receptor signaling and proliferation)

Epigenetic alterations

IDH1,IDH2 Genome maintenance  Altered methylation
(epigenetic, DNA status, survival
methylation)

SWI-SNF complex Chromatin remodelling  Activation

(ARID1A, PBRM1, (poor prognosis)

BAP1)

Mixed-lineage Methyltransferase or Activation

leukaemia 3 chromatin remodelling

(MLL3 or KMT2C)

HDAC6 Regulate primary Overexpressed

cilium morphology or
functionality

Tableau 5 : les principales altérations génétiques et épigénétiques dans le CC. (modifié de Banales et al., Nat.
Rev. Gastroenterol. Hepatol.,2016)2% ARID1A : AT-rich interactive domain-containing protein 1A, BAP1 : BRCA1
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associated protein 1, BRAF : v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B, CTNNB1 : catenin Beta 1, FGFR2 :
fibroblast growth factor receptor 2, HDACG : histone deacetylase 6, IDH1/2 : isocitrate dehydrogenase 1/2, KRAS :
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, MLL3 : mixed-lineage leukemia protein 3, PBRM1 : polybromo-1,
SMAD4 : mothers against decapentaplegic homolog 4, SWI-SNF : SWitch/Sucrose Non-Fermentable, TERT :
telomerase reverse transcriptase, TP53 : tumor protein p53.

Les modeles murins de CCA

Le développement de modeles murins de cholangiocarcinome, fideles a la clinique,
est un challenge nécessaire a la compréhension des mécanismes moléculaires de
I'oncogenese et de la progression tumorale. Pour ce faire, des modeles génétiques,
basés sur les altérations génétiques observés chez les patients (Tableau 5), ont été
développés. lIs permettent notamment d’apprécier I'origine des cellules cancéreuses.
Cependant, un certain nombre d’entre eux entrainent I'apparition de modele mixte
CC-CHC, ce qui n’est pas forcément toujours pertinent. Les modeles induits, quant a
eux, tirent parti du lien entre inflammation et oncogenése. Finalement le
développement de modele implantable favorise un acces simple et flexible a des
modeles de CC, notamment pour effectuer des tests d’efficacité pour de nouveaux
traitements.?2213 e tableau suivant résume les modéles de CC actuellement

disponibles :
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Transgénique/

Fond

Modeles transduction/ L . Description Commentaire E
. . genetique
induit/greffe
Smad4” Transeéniaue Mixte Délétion des genes smad4 et pten spécifiquement dans le foie | Modéle tumoral lent et tributaire des élevages (synchronisation | ,;,
Pten”" geniq (hépatocytes et cholangiocytes). tres compliquée).
Délétion du géne pten, et expression d'une forme . . . . - s
Kras®12P L , — gene pren, pressi , Modéle tributaire des élevages (synchronisation trés 515
o Transgénique Mixte constitutivement activée de kras, spécifiquement dans le foie L
Pten , . compliquée).
(hépatocytes et cholangiocytes).
Expression d'une forme constitutivement activée de kras et . . . . N
Kras®12P - . P . . . . ) Modele tumoral lent et tributaire des élevages (synchronisation | ,;.
R172K Transgénique Mixte mutée de idh2 (production d'un oncométabolite) s Lo
IDH2 . o ) trés compliquée).
spécifiquement dans le foie (hépatocytes et cholangiocytes).
Délétion du géne p53, et expression d'une forme . . . . - s
Kras®12P L , - EENE P, pressi , Modéle tributaire des élevages (synchronisation trés 517
o Transgénique Mixte constitutivement activée de kras, spécifiquement dans le foie L - .
p53 , . compliquée). Peut provoquer des lésions CHC-CC mixte.
(hépatocytes et cholangiocytes).
-~ 1 ps X T e Modele tumoral lent et tributaire des élevages (synchronisation
- Transgénique et Délétion du gene p53 et injections intrapéritonéales de CCL4 . L , ) ges sy . 218
p537~ CCLy o C57B/L6 . . . trés compliquée). Développement d'un CC dans environ 50% des
induit (10uL/g de poids, 3 fois par semaine). .
animaux.
Principalement un modele de cancer de la vésicule biliaire avec
- . Expression constitutive (surexpression) de erbb2 par les développement de CC plus tardif. Les animaux souffrent aussi de
Erbb-2A Transgénique Mixte P o ( &P ) P PP - . 219
cellules épithéliales grace au promoteur BK5. problémes dermatologiques et peuvent avoir un cancer de la
peau.
- . Expression constitutive (surexpression) de NICD dans le foie Modele tumoral lent et tributaire des élevages (synchronisation | ,,,
Notch1l Transgénique Mixte . . N L - . .
(hépatocytes et cholangiocytes). trés compliquée). Lésions CHC-CC mixte, ou bien CHC.
Injection dans la vésicule biliaire du systeme SBT pour
I'intégration dans le génome et la surexpression de formes . . Al s N
myrAkt . °8ra - pression Modele tumoral assez rapide, mais délicat a réaliser d(i a la 21
S127A Transduction C57B/L6 constitutivement activées de akt et yap, puis ligation du canal R . s
Yap chirurgie et a la ligation du canal hépatique.

hépatique gauche. Injection intrapéritonéale d'IL33 durant les
3 jours consécutif au SBT.
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Injection hydrodynamique du systéme SBT pour l'intégration

myrAkt . . . .
I\}/ICD Transduction FVB/N dans le génome et la surexpression de NICD et d'une forme Modeéle tumoral assez rapide. 222
constitutivement activée de akt.
612V - Par électroporation dans le foie : délétion du géne p53
Kras Transgénique et . S R . . . . . . 223
y . Mixte localement et injection du systéme SBT pour l'intégration dans Modéle tumoral rapide mais technique.
p53 transduction . . I o
le génome d'une forme constitutivement activée de kras.
Injection intrapéritonéale de DEN (100mg/kg de poids, 2
injections séparées d'une semaine). Puis, ligation du canal N - sy R L .
DEN + thé atique aprés la ionction du can)al hé Iat? ue gauche et Modele délicat a réaliser di a la ligation du canal hépatique
ligation Induit Balb/c jepatique ap J o patique g o (procédure plus adaptée chez le rat). Modéle tumoral lent et 224
oL médian, mais avant les canaux hépatiques droit et caudé. Puis, L
biliaire incidence du CC de 50%.

administration par voie orale de DEN (25mg/kg de poids
chaque semaine).

Administration par voie orale de PCP (600ppm dans le régime
DEN + PCP Induit B6C3F1 alimentaire) pendant 25 semaines, et de DEN (20ppm dans Modele tumoral lent et incidence du CC d'environ 65%. 225
I'eau) pendant 13 semaines.

Injection de cellules humaines de CC (Mz-ChA-1, Sk-ChA-1, Méthode reproductible et accessible pour des "screening" de
Xénogreffe Greffe Nude, SCID HuCCT-1, EGI1, RBE, TFK-1, QBC939, CCLP1, M139) en sous- thérapies. Absence de microenvironnement tumoral. 213
cutané. Incompatible avec des recherches sur le systéme immunitaire.

. . . . . Permet de travailler avec une hétérogénéité, un profil génétique
Implantation de résection de tumeur primaire humaine

PDX Greffe Nude, SCID . . et moléculaire et une architecture tumorale la plus proche 226
directement en sous-cutané. . :
possible du patient.
Iniection de cellules murines de CC dans le foie Possibilité de travailler sur la réponse immunitaire et
Allogreffe Greffe C57B/L6 J I'environnement micro-tumorale. Modele sous-cutané 227

(orthotopigue). reproductible et accessible

Tableau 6 : Résumé des différents modeles murins de CC. Akt : protéine kinase B, CC: cholangiocarcinome, CCL4 : tétrachlorométhane, CHC : carcinome hépatocellulaire, DEN : diéthylnitrosamine, erbb?2 :
erythroblastic oncogene B 2, idh2 : isocitrate déshydrogénase 2, kras : V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, NICD : domaine intracellulaire de NOTCH1, notch1 : homologue Notch 1, associé a la
translocation , PCP : pentachlorophénol, PDX : xénogreffe dérivée de patient, pten : phosphatase and TENsin homolog, p53 : protéine tumorale 53, SBT : sleeping beauty transposon, smad4 : Mothers against
decapentaplegic homolog 4, yap : Yes-associated protein.

55



Pour la suite de I'’étude nous ne pouvions pas nous permettre d’utiliser un modele
génétique qui pourrait perturber nos modeles de cholangites. De plus, une xénogreffe
est ce qui reste le plus accessible pour suivre I'évolution de la croissance tumorale
tout en s’assurant de la reproductibilité et de 'homogénéité des expériences. Cela
permet aussi que ces derniéres soient trop longues. Nous avions évidemment besoin
d’'un modele syngénique puisque l'intérét ici est bien d’étudier le systéme
immunitaire. C'est pourquoi nous utiliserons dans ces travaux un modele d’allogreffe,
en sous-cutané, des cellules SB, générées dans le laboratoire du Pr Gores,??! qui

peuvent étre expandues in vitro et réimplantées in vivo.??’

lll. Auto-immunité et inflammation

A. Phénomeéne de tolérance immunitaire

Mécanisme de tolérance centrale

Les mécanismes de tolérance au soi interviennent soit de maniére centrale, c’est-a-
dire durant la maturation du stock de lymphocytes T, dans le thymus, ou B, dans Ia
moelle épiniere, et avant leur passage dans la circulation générale, ou de maniere
périphérique sur le stock de lymphocytes naifs en circulation.??8

La tolérance centrale est induite pour les lymphocytes T en deux étapes : tout d’abord

par sélection positive, puis par sélection négative. Ces deux phénomeénes sont médiés

par I'interaction des lymphocytes T immatures avec les cellules épithéliales thymiques
(TEC pour thymic epithelial cells), capables d’induire ou non |'apoptose des

lymphocytes.??® (Figure 12)

— sélection positive dans le cortex : les thymocytes, double négatifs (ie. CD4  ou CD8"
), puis double positifs, dont le TCR interagit de maniere suffisamment stable avec
une affinité moyenne a faible avec les molécules du CMH exprimées par les
cellules épithéliales thymiques du cortex (cTEC pour cortex thymic epithelial cells),
sont positivement sélectionnées et se différencient. Les cTECs présentant en effet
des antigénes du soi, également exprimés en périphérie.?? Cela peut sembler

contre-intuitifs puisque I'objectif reste la suppression des thymocytes auto-
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réactifs. Cependant, ce phénomene est dépendant de I'affinité du TCR avec le
complexe antigene-CMH. Il semble que cette affinité nécessite d’étre dans une
fenétre précise (ni trop haute, ni trop basse) afin d’induire une sélection
positive.?3! C’est pourquoi il apparait que la sélection positive de ces thymocytes
soit le résultat de la présentation par les cTECs d’antagonistes de leurs TCRs. Ces
derniers sont structurellement apparentés sans étre identiques aux antigenes
capables d’induire I'activation des lymphocytes T.232 Et donc, a l'inverse les
lymphocytes se liant trop fortement au complexe antigene-CMH des cTECs, ou
bien incapables de s’y lier, meurent par apoptose.?33

sélection négative dans I’espace médullaire : par la suite, les thymocytes simples
positifs (ie. CD4* ou CD8*) vont transiter jusqu’a I'espace médullaire,
particulierement critique pour la tolérance centrale. Les TEC médullaires (mTEC
pour medullary thymic epithelial cells) ont un réle primordial dans cette sélection
négative. Ces dernieres ont la capacité d’exprimer des antigenes spécifiques de
tissus (TSAs pour tissue specific antigens) grace a l'action du facteur de
transcription AIRE qui leur permet d’exprimer et de présenter une multitude
d'épitopes du so0i.23* |l faut également noter que La zone médullaire contient aussi
des DCs capables de présenter des antigénes du soi, captés depuis les mTECs, et
donc de participer a I'élimination des clones auto-réactifs.?>> Les thymocytes
possédant un TCR qui ne fixe pas les peptides présentés par les mTECs, sont alors
négativement sélectionnés, et pourront continuer leur maturation. Les
thymocytes capables de lier leur TCR a ces épitopes seront alors éliminés,
probablement via un mécanisme impliquant TRAIL (tumor-necrosis-factor related
apoptosis inducing ligand).?3® Pourtant, ce signal ne semble pas suffisant pour
induire I'apoptose chez les thymocytes auto-réactifs. Plusieurs études ont en effet
pu mettre en évidence la nécessité des signaux de co-stimulation CD80/CD86 et
CD40, éliminer les thymocytes non désirés.?37-23° Néanmoins le réel mécanisme
sous-jacent n’est pas clair. Est-ce l'effet directe de ces molécules de co-
stimulation, en synergie avec d’autres, qui détermine le destin des lymphocytes
T, ou bien ces molécules de co-stimulation permettent-elles d’induire un
phénotype régulateur chez ces lymphocytes.?®® De ce fait, cela empécherait

I'acquisition d’un phénotype auto-réactif et pathologique. En effet, les
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lymphocytes Treg ne sont pas éliminés dans le thymus, mais sont bien
sélectionnés, car leur TCR reconnait un agoniste présenté par les mTERs.?%! Ces
derniers ont ensuite, en périphérie, un role de maintien de la tolérance, de par
leur pouvoir immunosuppresseur. Malgré ces différents mécanismes, il existe en
périphérie des lymphocytes auto-réactifs non éliminés dans le thymus. Cela peut
étre dli a la faible avidité du TCR pour un peptide du soi, ou bien car le TCR n’aurait

pas rencontré le bon complexe peptide-CMH.?4?
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Figure 12 : L'induction de la tolérance des lymphocytes T dans le thymus.2%3 Les interactions entre les thymocytes
et les cellules épithéliales thymiques (TECs) se produisent par la liaison des récepteurs des cellules T aux antigenes.
Les cellules autres que les TECs, y compris les cellules dendritiques et les macrophages, présentent également des
antigenes aux thymocytes en développement dans le cortex et la moelle. Dans le cortex, les lymphocytes T ne
pouvant pas interagir avec les cTECs ou présentant une trop grande affinité pour le complexe majeur
d’histocompatibilité des cTECs sont éliminés, c’est la sélection négative. Dans I'espace médullaire, les lymphocytes
T capables d’interagir faiblement avec les mTECs sont sélectionnés, c’est la sélection positive. Ceux pour lesquels,
leurs interactions avec les mTECs sont trop fortes, subiront I'apoptose, ou deviendront des lymphocytes Treg. cTEC
: TEC cortical, mTEC : TEC médullaire, Cellule Treg : cellule T régulatrice.

La tolérance centrale des lymphocytes B est le résultat de deux mécanismes. Le
premier est |'édition des BCRs (B cell receptor) auto-réactifs par un processus de
réarrangement qui implique les génes RAG (recombination-activating gene). Cela peut
transitoirement participer a I'émergence de lymphocytes B immatures poly-réactifs.
La modification du BCR doit donc conduire a un nouveau récepteur ne liant plus

d’auto-antigéne.?*#24> Sj 'avidité initiale du BCR est trop forte, ou si les stratégies de
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réarrangement du BCR ont échoué, le clone de lymphocyte B est éliminé.246:247 ||
apparait néanmoins que ce mécanisme ne soient pas le principal. En effet, les
lymphocytes B auto-réactifs ne sont éliminés que lorsque le mécanisme d’édition du
BCR a été épuisé.?** Malgré ces deux processus d’élimination de clones B auto-réactifs,
certains lymphocytes B retrouvés en périphérie sont aptes a fixer des antigenes du
soi. Néanmoins un mécanisme d’anergie, probablement médié par les lymphocytes
T,2* permet d’éviter la production d’auto-anticorps.?*® Les lymphocytes B auto-
réactifs périphériques vont, en partie, mourir par apoptose,®® de maniére

dépendante du géne Bim (Bcl-2-like protein 11).2°1

Mécanisme de tolérance périphérique

La tolérance périphérique des lymphocytes T est par la suite assurée par plusieurs
mécanismes, l'ignorance, la délétion, I'anergie, I'inhibition et la suppression.?>?
Lignorance des lymphocytes T face a un antigene est un des principaux mécanismes
de tolérance. Il a été mis en évidence grace, par exemple, a |'observation de
lymphocytes T auto-réactifs a I'insuline chez des individus non diabétiques.?>® C'est le
résultat de lymphocytes n’ayant tout simplement jamais été correctement primés par
I’épitope pour lequel ils sont spécifiques.?>* Cela peut étre di a une trop faible

255 ou bien lorsque celui-ci n’est pas, ou pas efficacement

expression de l'antigene,
présenté par des cellules présentatrices d’antigenes (APCs pour antigen presenting
cells) (I'antigene n’atteint pas l'organe lymphoide ou le contexte n’est pas
propice).2°®%>7 De ce fait, les lymphocytes T auto-réactifs restent alors exclus du tissu
ou I'épitope est exprimé. La délétion de clones auto-réactifs est également un moyen
de préserver l'intégrité d’un tissu. Apres activation, les lymphocytes T et B sur-
régulent I'expression de Fas (apoptosis antigen 1) ce qui les rend sensibles a I'action
de FasL, qui induit I'apoptose.?*82>° Par ailleurs, cela donne notamment lieu a une

260 car ils expriment Fas et FasL. Ce

sorte de suicide chez des lymphocytes T activés,
phénoméne a pour but d’empécher une réponse immunitaire trop forte (ce qui peut
étre le cas avec des auto-antigenes), et qui serait délétére pour le tissu environnant.
L'anergie des lymphocytes T représente une sorte de désactivation aprés le priming,
et ce, di a l'absence de molécules de co-stimulation nécessaire au processus

d’activation du lymphocytes T.261 C'est aussi le cas lorsque I’environnement est
y y
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immunosuppresseur, par la présence d’IL10 ou de TGFB par exemple.?? Uinhibition
de la réponse T est également un mécanisme bien décrit. Il se traduit par I'expression
de molécules de contréle immunitaire (checkpoint) par des APCs ou des cellules du

stroma qui permet d’empécher 'activation des lymphocytes.?%?

Induction d’un environnement tolérogéne dans le foie

Le foie a un role immunitaire important de par ses liens avec le systeme digestif et son
exposition continue a des antigenes bactériens provenant de la nourriture ou méme
a des toxines. Il constitue la derniere barriere pour éviter la pénétration de
pathogeénes provenant de I'appareil digestif dans la circulation générale. De ce fait, le
foie, grace a de nombreuses cellules immunitaires résidentes, est le siege d’une forte
réponse innée.?®® Cependant, il induit également une importante tolérance
immunitaire afin d’éviter I’activation de réponses adaptatives locales sources
d’éventuels dommages hépatiques. En effet, a la vue des stimulations quasi
continuelles du foie avec des antigenes bactériens, cela risquerait d’induire une
inflammation chronique.*?

Dans des conditions basales, bien que le foie soit relativement riche en APCs, ces
derniéres sont responsables de I'induction d’'une importante tolérance. (Tableau 7).
De par I'abondance des KCs dans le foie, ces cellules constituent un mécanisme
primordial afin d’éviter la rupture de la tolérance. En condition physiologiques, elles
ont la capacité a induire une importante tolérance face a des antigenes provenant du
bolus alimentaire ou des antigénes bactériens de pathogenes déja éliminés. Cela est
possible par leur faible expression de CMH de classe Il et de molécules de co-
stimulation, rendant l'activation des lymphocytes T ineffective, ou méme via la
production de prostaglandine (PG) E> qui réduit la capacité des DCs a induire une
réponse immunitaire.?®? lls produisent dans le méme temps de I'oxyde nitrique (NO
pour nitric oxide),?®* ou de I’ IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase),*®> inhibant
directement les lymphocytes T. En outre, les KCs ont également en charge la
phagocytose des cellules apoptotique dans le foie. Lors de ce phénomene, la sécrétion
d’IL10 par les KCs est largement augmentée permettant de contenir d’éventuels
dégats hépatiques.?®® De la méme maniére que les KCs, les DCs et les LSECs sont

également capables de phagocyter des cellules mortes ou mourantes dans le foie. Ces
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trois types cellules sont alors activées de telles sortes a sécréter des cytokines de type
Th2 plutét que Th1l, ce qui permet de moduler la réponse immunitaire en empéchant
I’activation d’une réponse cytotoxique forte et de favoriser la tolérance.?®’ Le réle pro
ou anti-inflammatoire des KCs est en réalité dépendant de leur polarisation, elle-
méme dépendante des signaux moléculaires sécrétés : PAMPs, DAMPs ou autres. On
définit classiquement les deux types de polarisation comme indiqué: M1,
macrophage classiquement activé avec une fonction pro-inflammatoire, et M2,
macrophage alternativement activé.?®82% Les macrophages M1 sont caractérisés par
un phénotype IL12" et IL10'°, produisent d’importante quantité d’IL23,%7° et résultant
d'une activation par linterféron (IFN) y, le TNFa ou d'autres cytokines pro-
inflammatoires.?’+2’2 A I'inverse, les macrophages M2 ont d’abord été définis comme
IL12"° et IL10", résultant d’une activation par I'lL4.27327% Depuis, plusieurs sous-
catégories de macrophages M2 ont pu étre décrites.?’>27> |Is peuvent étre induits par
I'IL4 ou I'lL13 en macrophages M2a, ils peuvent réprimer I'induction de I'inflammation
de type 1 et favoriser une immunité de type 2,252’7 sont impliqués dans la réponse

278,279

allergique et aux parasites, et participent a la fibrose et au remodelage

277,280,281

tissulaire, et expriment I'arginase.?’* De ce fait, cela les rend peu compétents

pour lutter contre les pathogénes intracellulaires,?8?

mais permet la production de
proline, impliquée notamment dans la cicatrisation.2’®28 |’exposition a des
complexes immuns reconnus par des récepteurs du Fc et des agonistes des TLR (tol/
like receptors) polarise les macrophages en type M2b.?* |Is favorisent une réponse
auxiliaire de type 2 via notamment la sécrétion d’IL4, et augmentent la production
d’1gG.28>28 ||s produisent une grande quantité d’IL10 et de NO,?’* mais aussi d’autres
cytokines pro-inflammatoire, leur conférant un réle immuno-modulateur mais pas
tellement anti-inflammatoire.?’22%3 Finalement, les macrophages M2c sont le résultat
d’une stimulation par I'IL10, le TGFB ou les glucocorticoides.?®’ Ils sont fortement
immunosuppressifs en induisant des lymphocytes Treg ou en sous-régulant le nombre
de cellules positives pour le CMH-11,288289 jouent un réle protecteur contre la fibrose
via notamment la sécrétion d’IL10 et de TGFB.%82% |Is sont également acteurs du
remodelage tissulaire.?®! Au sein des tumeurs, les macrophages ont généralement un
phénotype M2, principalement M2c, avec des propriétés pro-angiogéniques,?°?

immunosuppressives et favorisant les lymphocytes Treg.?® Dans le foie, les KCs
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polarisés en un phénotype M2 semblent avoir un réle protecteur important du
parenchyme hépatique, que ce soit dans le cas d’infection,?®®?%* de troubles

296

métaboliques,?®® ou afin d’empécher un rejet de greffe,?°® notamment en régulant la
q

réponse T via la sécrétion d’IL10, de TGFB.?*’ Par ailleurs, ils sont impliqués dans
I'installation de la fibrose hépatique, sans promouvoir Iinflammation,®
probablement via le TGFB.2%° A I’état basale, les KCs semblent arborer un phénotype
M2 afin de conserver l'intégrité du foie et d’éviter une sur-activation due a |’exposition
constante d’antigénes bactériens.3?° Cependant, ce phénoméne de forte tolérance
peut également étre problématique, par exemple dans le cas d’infections a des
hépatites virales qui peuvent évoluer vers la chronicité. Il apparait en effet que, dans
la cas d’infection au virus de I'HBV, la sécrétion d’IL10 et de TGFp par les KCs, empéche
la mise en place d’une réponse antivirale capable d’éliminer le virus.3013%2 A 'inverse,
dans plusieurs états pathologiques tels que la NAFLD ou I’hépatite alcoolique, ces
mémes cellules ont également été décrites pour leur role dans la progression des
atteintes hépatiques.393:304

Les DCs, cellules présentatrices professionnelles, sont aussi entierement impliquées
dans cette tolérance hépatique. Chez I’homme, deux sous-populations de DCs sont
distinguées dans le foie: Les pDCs (plasmacytoid dendritic cells), CD11c'°¥B220*,
minoritaires mais dont la proportion dans le foie, est trés supérieure aux organes
lymphoides secondaires.3%> Les cDCs (conventional dendritic cells) qui sont
majoritaires, et généralement divisés en mDCs (myeloid dendritic cells)
CD11c*CD8a CD11b* ou lympoid DCs CD11c*CD8a*CD11b™. Cependant cette
classification semble peu adaptée au foie, ou un nombre important de cDCs sont
CD8a CD11b.3% Alors que les cDCs sont généralement de puissantes APCs et
participent aux différentes réponses médiées par les lymphocytes T auxillaires,? les
pDCs sont d'importantes productrices d’interférons de type | apres reconnaissance de
DAMPs ou PAMPs par I'intermédiaire des TLRs (ex. ARN ou ADN viraux).3%® Cependant,
les DCs infiltrés dans le foie ont en grande partie un phénotype immature en
comparaison aux DCs des organes lymphoides secondaires, avec un plus faible

306 Plus

nombre de molécules du CMH-II et co-stimulatrices de I'immunité.
spécifiguement, les mDCs hépatiques sont naturellement dans un état tolérogene du

fait de la sécrétion d’IL6, IL10 et TGFp par les cellules du stroma du foie, produisant a
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leur tour de I'lL10 et de I'lL4 mais pas d’IL12.309319, De ce fait, ils induisent une hypo-
réactivité plutét qu’une activation des lymphocytes T,3!? car ils expriment un taux de
TLR4 plus faible, ce qui les rend moins sensibles au LPS.3!2 |Is favorisent aussi la
différenciation des lymphocytes T naifs en Treg et Th2 plutét que Th1.31%311 De |a
méme maniere, les pDCs sont de mauvais inducteurs de lymphocytes T. lls présentent
a I'état basal, un phénotype immature par rapport au pDCs spléniques.3!3 De plus, ils
expriment fortement NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain 2), auquel se
fixent les peptides bactériens MDP (muramyl dipeptide). Cela a pour conséquence la
sur-régulation de I'expression d’IRF4 (interferon regulatory factor 4), un régulateur
négatif de la signalisation des TLRs, bloquant la mise en place des signaux de co-
stimulation permettant d’activer les lymphocytes T.314 De plus, leur expression de PD-
L1 (programmed death-ligand 1) sont anormalement élevés, par rapport a celle de
CD86, ce qui inhibe I'induction des lymphocytes T conventionnels et favorisent les
lymphocytes Treg.3’> Finalement, les pDCs peuvent également sécréter de I'lL10,
immunosuppressive, et induisent son expression par les lymphocytes T.316 En effet, les
pDCs produisent aussi de I'IDO, qui permet de primer les lymphocytes Treg,
producteur d’IL10.37

D’autres cellules du foie peuvent également participer au phénomeéne de tolérance.
Les hépatocytes et LSECs expriment en surface des molécules de rétrocontrole négatif
de I'immunité, tel que PD-L1, qui atténuent les réponses adaptatives T et évitent
I'induction de réponses auto-immunes. Par ailleurs, les LSECs n’expriment pas I'lL12,
méme apres activation, ce qui les empéche de participer a la polarisation des
lymphocytes T auxiliaires.!*3® Par ailleurs, 'abondance d’IL10 dans le foie a
également pour cause, la sur-régulation, chez les cellules NK, de I'expression de
NKG2D (killer cell lectin like receptor K1), récepteur inhibiteur. De ce fait, cela baisse
leur réactivité.3!® Les NKT invariants (iNKT), sous-type majoritaire des NK, activable
notamment au contact d’a-GalCer, un composé isolé de I'éponse marine Agelas

320 sont aussi acteurs de la tolérance hépatique. Selon leur polarisation,

mauritianus,
les NKTs sécretent des cytokines plutdt pro- ou anti-inflammatoires. Il semble que le
destin des iNKT soit fortement dépendant des stimuli, des cytokines localement
présentes, mais aussi du type de cellules ayant présentées I'antigene (cela peut étre

des APCs telles que les DCs ou KCs, ou bien des hépatocytes, les LSECs ou méme les
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HSCs). Et bien que les cellules iNKT soient principalement des productrices d’IFNy dans
le foie, elles sont également a I'origine de la sécrétion d’IL4 ou d’IL17. Ces cellules
« patrouillent » continuellement dans les sinusoides avant d’étre activées. Dans le cas
d’une infection par un pathogene affectant les KCs, elles sécreteront alors une grande
qguantité d’IFNy pour une réponse antimicrobienne. En revanche, si les antigenes
présentés sont endogenes, la polarisation sera majoritairement en faveur des iNKT
produisant de I'lL4 ; ces derniers étant bénéfiques pour la régénération hépatique.
Leur polarisation, et donc leur production de cytokines, semblent avoir un role

prépondérant dans le modelage du I'’environnement immunitaire dans le foie, mais

, 3N Arai 101
également de maniere plus systémique.
Cell type Mechanisms Effect Outcome
Myeloid DCs Production of PGE, Inhibition of T cell proliferation; apoptosis of activated Tcells ~ Tolerance
Production of IL-10 Generation °fTR,g cellsand T, 2 cells through IL-10-dependent  Tolerance
mechanisms; decreased production of TNF, IL-6 and ROS by
monocytes
Modulation of function by TGFp Induction ofTRegcells with PD1-dependent regulatory function  Tolerance
Secretion of IL-27 Induction of T cell hyporesponsiveness Tolerance
Co-stimulation; IL-12p70 production T cell activation and/or proliferation Immunity
Increased MHC class Il and T,1cell polarization Immunity
co-stimulatory molecule expression
Plasmacytoid DCs  IL-10 production; low Delta 4/Jagged1  Skewing to T, 2 cell differentiation; CD4" T cell apoptosis Tolerance
Notch ligand ratio
Expression of B7-H1 Impaired T cell stimulatory function Tolerance
Low level of peptide-MHC complex Induction of anergy or deletion of antigen-specific Tcellsand ~ Tolerance
and co-stimulatory molecule expression TREQ cellfunction
High IFNa production NK, NKT and CD8* T cell activation Immunity
Kupffer cells Production of PGE, and 15d-PCJ, Inhibition of antigen-specific T cell activation Tolerance
IL-10 and TGF production Suppression of inflammatory cytokine production Tolerance
Proliferation and programming of T, cells Tolerance
CD1-dependent presentation of Activation of NKT cells Immunity
bacterial antigens
LSECs Expression of B7-H1 B7-H1-mediated T cell tolerance after initial stimulation Tolerance
Expression of LSECtin Inhibition of CTL function Tolerance
Expression of CD95L CD4+T cell tolerance after transendothelial migration Tolerance
Expression of CD95L Death of activated T cells Tolerance
Absence of IL-12 production; uncertain  Failure to induce functional T,,1 cells but generation of Tolerance
regulatory T cells
Inhibition of DC-mediated stimulation ~ Veto of CD8* T cell activation Tolerance
of naive T cells
Viral infection causing expression of Full CTL differentiation Immunity
undefined co-stimulatory molecules
Hepatocytes Failure to provide co-stimulation AICD in naive T cells Tolerance
B7-H1 expression Inhibition of CTL effector function Tolerance
Ectopic expression of autoantigen Generation and proliferation ofTReg cells Tolerance
NKT cell co-activation Induction of IL-10-producing CD8* T cells Tolerance
Upregulated MHC class Il expression Activation of CD4* T cells Immunity
Post-vaccination activated CD8* T cells  Activation of naive CD8* T cells Immunity
upregulate hepatocyte MHC class |
expression
Stellate cells Expression of B7-H1 or TRAIL by Regulation of T cell responses through B7-H1 or Tolerance
activated stellate cells TRAIL-mediated apoptosis
Retinoic acid and TGF independent  Proliferation of T,  cells Tolerance
Antigen presentation to CD1- and Activation and/or proliferation of T cells and NKT cells Immunity

MHC-restricted NKT and T cells

Tableau 7 : Les cellules présentatrices d'antigénes dans le foie et leurs mécanismes de tolérance. (modifié de
Thomson and Knolle, Nat. Rev. Immunol., 2010)318 15d-PGJ2 : 15-deoxy-deltal2,14-PGJ2, AICD : activation-
induced cell death, CTL : cytotoxic T lymphocyte, DC : dendritic cell, IFNa : interferon-a, IL : interleukin, L : ligand,
LSEC : liver sinusoidal endothelial cell, LSECtin : liver and lymph node sinusoidal endothelial cell C-type lectin, NKT
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cell : natural killer T cell, PD1 : programmed cell death 1, PGE2 : prostaglandin E2, ROS : reactive oxygen species,
TGFR : transforming growth factor-f, TH2 cell : T helper 2 cell, TNF : tumour necrosis factor, TRAIL : TNF receptor
apoptosis-inducing ligand, TReg cell : regulatory T cell.

B. Mécanismes de I'auto-immunité

Pathologies auto-immunes

L’auto-immunité est une réponse pathologique du systeme immunitaire adaptatif
dirigée contre des antigénes du soi. Les maladies auto-immunes peuvent affecter
spécifiguement un organe, comme le diabéte de type-1 qui cible les cellules béta des
flots pancréatiques de Langerhans, ou avoir un effet systémique comme le lupus
érythémateux qui touche les tissus conjonctifs (peau, tendons, muscles...). Les
symptomes sont généralement visibles chez les patients bien apres la perte de la
tolérance et I'initiation de la réaction immunitaire. 228321 Le traitement des maladies
auto-immunes consiste généralement en la prise de corticostéroides, puissants
immunosuppresseurs, qui vont permettre de réduire la réponse immunitaire et
diminuer la sévérité de la pathologie. Dans certains cas plus graves, la prise d’agents
chimiothérapeutiques, qui provoquent une leucopénie, peut également étre
considérée. En outre, pour certaines maladies, comme le diabéete de type | ou la
thyroidite de Hashimoto, il convient également de supplémenter le patient avec des
hormones que le corps ne produit plus du fait de la destruction du tissu qui en assurait
la sécrétion. La plasmaphérese, qui permet d’éliminer une partie des anticorps du
sang, dont les auto-anticorps, est aussi un traitement possible. Avec I'émergence des
immunothérapies, le développement d’anticorps monoclonaux ciblant de maniere
plus spécifique certains leucocytes ou cytokines devrait devenir de plus en plus
fréquent.322323

On estime qu’entre 7 et 9% de la population mondiale serait atteinte par un syndrome
auto-immun. Ces pathologies ont généralement une prédominance féminine ce qui
pourrait indiquer un rble des hormones sexuelles dans la modulation de cette
réponse.3?* Les pathologies auto-immunes semblent émerger de susceptibilités
génétiques héréditaires mais également de I'impact de I'environnement. En outre,
plusieurs analyses GWAS ont permis d’établir un certain nombre de polymorphismes

fortement associés avec la perte de tolérance. Notamment, plusieurs genes relatifs au
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systéme immunitaire, tels que les génes du HLA, de certaines cytokines ou récepteurs,
ou méme de facteurs de transcription, ont pu étre identifiés (Ptpn22 [protein tyrosine
phosphatase, non receptor type 22], Ctla-4 [cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
4], 123r [interleukin 23 receptor] et |12ra [interleukin 2 receptor alpha chain]).3?° |l est
en revanche rare qu’un unique locus puisse expliquer la pathologie. Cependant,
quelques exceptions existent telle qu'une mutation ponctuelle dans le gene du facteur
de transcription AIRE (autoimmune regulator) qui cause le syndrome APECED
(polyendocrinopathie auto-immune type 1).3%® Les porteurs de certains
polymorphismes de genes impliqués dans le processus de tolérance centrale semblent
également plus susceptibles de développer une maladie auto-immune. Certains
IncRNA (long non-coding RNA) our miRNA (microRNA) ont également été liés a des
syndromes auto-immuns. 327328

Les facteurs environnementaux ont également un rdle dans le déclenchement d'un
syndrome auto-immun chez les personnes possédant une susceptibilité. Par exemple,
I’exposition a des substances exogenes ou des infections, persistantes ou non,
peuvent déclencher une réponse contre le soi. Les mécanismes sous-jacents a
I’apparition des maladies auto-immunes ne sont actuellement pas bien compris.??8
Cependant, les liens avec les infections sont de plus en plus étudiés. Tout d’abord, le
phénoméne de mimétisme moléculaire implique que des peptides du non-soi
(étrangers) aient une homologie structurelle suffisamment importante avec des
épitopes du soi. De ce fait, des épitopes provenant de pathogénes peuvent, dans le
contexte d’une infection déclencher une réponse immunitaire qui pourra ensuite
réagir de maniere croisée avec des peptides du soi et provoquer 'attaque de tissus
sains. Il a déja été permis d’établir une relation entre infection et auto-immunité.32°:330
Par exemple, dans le cas d’infections aux streptocoques de groupe A, les patients ont
un risque de développer des anticorps dirigés contre la myosine.33! Une autre
explication du réle de I'’environnement dans l'initiation d’une réponse auto-immune
est la «libération » d’épitopes du soi normalement « cachés» du systeme
immunitaire. On les appelle "épitopes cryptiques", car ils sont généralement tres peu
présentés a la surface des APCs, ou bien sont complétement séquestrés dans des
tissus ou les APCs ne peuvent les capturer. De ce fait, ils n’induisent pas de tolérance

centrale des lymphocytes T et B (car non présentés dans le thymus ou la moelle
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osseuse).332333 | 3 dissémination de ces épitopes (ou epitope spreading) est souvent le
résultat d’une lyse cellulaire, soit par un virus qui aurait infecté la cellule, soit par un
dommage physico-chimique comme les rayons ultra-violets ou des molécules
cytotoxiques, soit par une primo-réponse immunitaire liée au mimétisme moléculaire.
De plus, il est suspecté que des cellules subissant un fort stress cellulaire présentent
un peptidome anormal, comprenant notamment des peptides de protéines
dénaturées, des conformeéres, des antigénes cryptiques ou méme des peptides
nouvellement formés.33433> Finalement, en cas d’infection et/ou de dommage
tissulaire, la présence de PAMPs ou DAMPs et donc l'induction d’une réponse
immunitaire, peut largement participer a la perte de tolérance par le mécanisme
appelé activation bystander (spectatrice). Cela peut étre dl a la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires qui permettent un contexte favorable a la levée de tolérance, a
I'epitope spreading ou bien a l'activation de lymphocytes T auto-réactifs déja
primés. 336

La perte de tolérance au soi peut également provenir d’un déséquilibre entre les
populations de lymphocytes T régulateurs et effecteurs, ou bien encore d'une
dysfonction de ces lymphocytes T régulateurs. Un défaut dans l'induction de la
tolérance centrale ou périphérique est également observé chez les patients atteints

de maladies auto-immunes tel que le lupus.?2%337

Perte de tolérance dans le foie et auto-immunité

Le foie regoit en grande partie du sang provenant de I'appareil digestif, dont la
composition est riche en PAMPs d’origine bactérienne. En condition physiologique,
I'induction d’une forte tolérance dans le foie permet d’éviter I'activation d’une
réponse inflammatoire. (Figure 13) Cependant, une inflammation localement située
dans l'intestin, souvent le résultat d’'une dysbiose ou bien d’un trouble immunitaire,
fragilise la paroi intestinale et peut provoquer en une inflammation hépatique voire
une réponse auto-immune.’3 Cela peut s’expliquer notamment par le phénoméne de
translocation bactérienne dans le cas du syndrome de l'intestin perméable. Si la
muqueuse intestinale ne retient plus les bactéries du microbiome, ces dernieres
passent dans la circulation et sont acheminées jusqu’au foie olu elles peuvent

déclencher une réponse inflammatoire, via leurs PAMPS et les PRRs.33 En outre, la
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présence de bactéries dans le milieu intérieur peut aussi induire une réponse auto-
immune a cause du mimétisme moléculaire de certaines protéines bactériennes avec
des molécules du soi, comme cela semble étre le cas pour la CBP.3*° Par ailleurs, chez
les patients souffrant d’une dysbiose, I'activation aberrante de lymphocytes T (dans
les tissus lymphoides associés au tube digestif) peut provoquer leur migration vers le
foie. Ces derniers sont ensuite potentiellement a I'origine d'une réponse
inflammatoire et auto-immune.’® Le foie a aussi pour rdle de métaboliser de
nombreux xénobiotiques ; de ce fait, il est sans cesse exposé a des molécules
cytotoxiques qui peuvent provoquer une lyse cellulaire. Cela participe au phénomene
d’epitope spreading, mais peut aussi modifier certaines protéines, les rendant
immunogenes, et donc participer a la perte de tolérance en combinaison avec le

relargage de DAMPs.34°

Suite a la perte de la tolérance, il y a mise en place d’une réponse immunitaire ciblant
spécifiguement un ou plusieurs antigenes.

Apres la découverte de I'lL17, 'augmentation de sa sécrétion a été reliée a plusieurs
pathologies inflammatoires et/ou auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide,
la sclérose en plaques, ou méme le lupus. De ce fait, la réponse de type Thl7 a été
considérée comme un acteur principal de la réponse auto-immune du fait de I’action
pro-inflammatoire de I'IlL17. Cette derniere permet d’induire la production de
cytokines pro-inflammatoire, tel que I'IL-B, le TNFa et I'IL-6,3*! et de chimiokines qui
permettent notamment le recrutement de neutrophiles.?*>343 En outre, la réponse
Th17 permet de générer une réponse humorale en favorisant la génération de centres
germinatifs auto-réactifs et en induisant la production d’lgG2a par les lymphocytes
B.34434> Elle est également impliquée dans la formation des lésions tissulaires,
notamment en stimulant la production de MMPs (métalloprotéases matricielles) par
les neutrophiles.3*® Cependant, dans plusieurs modéles murins de pathologies auto-
immunes, bien que I'absence d’IL17 minore le phénotype, cette cytokine ne semble
pas forcément nécessaire au développement de certains syndromes auto-immuns.
Dans plusieurs modeles murins comme le lupus ou la sclérose en plaque, I'injection
chez les souris d’IFNy provoque une aggravation de la pathologie. Il apparait en fait

gue beaucoup de pathologies combinent une réponse Th17 et Thl, avec une synergie
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complexe.3*” En outre, la réponse Th1 permet de coordonner une réponse cellulaire
cytotoxique. En effet, la réponse Th1 a également été extensivement étudiée pour son
implication dans les réactions d’hypersensibilité retardée. Celle-ci implique I'action

348 jci une cellule saine.

cytotoxique de lymphocytes T CD8* détruisant la cellule cible,
Son implication semble claire dans le cadre du lupus, la polyarthrite rhumatoide ou du
diabéte de type 1.34 La réponse Th1 favorise notamment la commutation isotopique
des lymphocytes B et induit la sécrétion d’IgG2, auto-réactifs et efficaces pour médier
une cytotoxicité dépendante des anticorps.3®® Cependant, plusieurs questions
soulevent également la possibilité d’un role protecteur de la réponse Thl dans
certaines pathologies auto-immunes. Dans un modele de souris d’encéphalopathie
auto-immune ou d’uvéite, la perte de la réponse Thl ou la délétion de I'IFNy
permettaient d’amoindrir la gravité de la maladie,®*¥3>2 et ce, en en supprimant la
réponse Th17, ce qui affaiblit le phénotype de la pathologie. De plus I'IFNy apparait
essentiel dans I'induction de la mort cellulaire des lymphocytes T activés, mécanisme
qui permet de maintenir un équilibre immunitaire et d’empécher la prolifération
aberrante de clones auto-réactifs.3°33>* Concernant la réponse Th2, son réle peut étre
double. Dans le cas de I'encéphalopathie auto-immune ou de la sclérose en plaque
par exemple, elle semble exacerber la maladie. Cela est di a I'importante production
d’anticorps, notamment IgG1, qui survient au cours d’'une réponse Th2. De ce fait, elle
pourrait aggraver les réactions d’hypersensibilité liées aux auto-anticorps ou aux
complexes. A 'opposé, dans un certain nombre d’autres pathologies auto-immunes,
laréponse Th2 a été reliée a I'induction de la tolérance et a la diminution de la sévérité
du syndrome. Cela semble provenir de la capacité des lymphocytes Th2 a inhiber la

réponse Th17 et Th1.3%°

Dans le foie, la proportion particulierement haute de lymphocytes NK, NKT et y&
permet également de s’interroger sur leur implication dans des pathologies auto-
immunes. Les derniers sont divisés en deux groupes chez les hommes, selon leur
chaine V6 exprimée : V&1 ou Vb2. Les premiers principalement intra-épithéliaux, ont
des fonctions régulatrices, ou bien effectrices cytotoxiques. Les seconds,
principalement circulants, sont impliqués dans la réponse contre les pathogenes. Chez

les patients souffrants d’HAI, la proportion de V61 dans le sang était anormalement
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haute par rapport a celle des V62, ce qui indiquerait un réle pathologique pour les
V61. De plus, la production d’IFNy, de granzyme B par les lymphocytes T y6 était
supérieure chez les malades. A l'inverse, leur expression d’IL4 était plus importante
chez les sujets sains, en accord avec une phénotype tolérogéne.3>° Les lymphocytes
NKT, qui sont aussi classifiés en deux groupes: les iNKT exprimant un TCR semi
invariant composé des chaines Va24 et Jal8, et les autres NKT appelés NKT II. Les
premiers sont largement impliqués dans les maladies auto-immunes, et notamment
dans la CBP et I’HAI'2357 En revanche, les NKT Il semblent avoir un réle protecteur
contre les pathologies auto-immunes, en rendant les lymphocytes iNKT anergiques,
notamment via I'activation de pDCs.3*8 Finalement les lymphocytes NK semblent avoir
un rble controversé dans les maladies auto-immunes, a la fois protecteur ou
déclencheur.3>° Chez les patients CBP, une augmentation des lymphocytes NK, avec
une activité cytotoxique supérieure, indique qu’ils sont impliqués dans la destruction
des canaux biliaires.**! Par ailleurs, ils pourraient aussi participer aux dommages lors
d’HAL lls sont en effets les acteurs principaux de la lyse hépatique dans un modeéle
d’hépatite induit, proche de I’HAI.3€°

Inflammation and/or immunity Tolerance and/or hypoimmunity

o + Acute Inflammation .
i « Neutrophil recruitment + Lack of response against
o] L . food antigens
2 - Activation of resident lymphocytes Tolerance of baseline microbe-
9 - Pathogen clearance =>> derived products
g + Recruitment and differentiation - Facilitation of organ
T of reparative monocytes transplantation
« Resolution
. . « Failure to initiate/sustain an
ghf;onlctlpf:.amm?tlc:r int effective immune response
v - Differentiation of cells into )
81 . « Cellular exhaustion
c roinflammatory monocytes/
g ?nacrophages v / . iisft:ckilizgsment of chronic viral
2 + Sustained activation of resident <> .
5 and recruited lymphocytes .tFar|1|1u rrei tondeiaf dve :?VO
Q. « Tissue damage and remodeling . Cureaiioieofez: 2n$irosnment
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Figure 13 : La balance entre tolérance et inflammation dans le foie.10! La réponse immunitaire dans le foie est
généralement tolérogene ou hypo-immune (en haut a droite). Cet environnement empéche I'induction de réponse
immunitaire aux antigenes alimentaires fréquent ou a de faibles taux de molécules microbiennes qui pénétrent
quotidiennement dans le corps par la circulation porte. Dans les cas ou un pathogéne parvient jusqu’au foie, une
réponse immunitaire rapide et aigué s'ensuit, conduisant a une inflammation auto-limitante, a I'élimination du
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pathogene et a une réparation tissulaire si nécessaire. Dans les cas ou l'inflammation n'est pas limitée et devient
chronique, un recrutement cellulaire important et des lésions tissulaires peuvent en résulter. En présence d'une
inflammation soutenue, ces dommages sont souvent réparés de maniere inappropriée, entrainant un remodelage
des tissus, une fibrose et un dysfonctionnement des organes. De méme, une immunité insuffisante peut également
étre délétere. L'incapacité a déclencher une réponse immunitaire appropriée en présence d'une infection virale ou
d'un cancer peut entrainer le développement d'une maladie chronique, d'un dysfonctionnement tissulaire et d'une
défaillance hépatique.

C. Mécanismes de l'inflammation

Les médiateurs de I'inflammation

L'inflammation est un mécanisme immunologique physiologique déclenché a la suite
d’une sérieuse perturbation de I’homéostasie cellulaire ou tissulaire, telle la présence
de pathogénes ou des dommages tissulaires. Elle est principalement médiée par le
systeme immunitaire innée mais celui-ci coopere avec le systeme adaptatif pour
résoudre le traumatisme. La réponse adaptative est a la fois humorale et cellulaire.
Bien qu’une réaction inflammatoire contrélée soit plutot bénéfique pour le maintien
de la physiologie tissulaire, lorsque celle-ci se perpétue de maniere anormale, elle
devient pathologique et on parle alors d’inflammation chronique. Cette derniére peut
étre la conséquence d’une infection chronique (ex. HBV, HCV) ou bien la manifestation
d’une maladie auto-immune.3®! (Figure 14) En revanche, dans le cas de maladies
inflammatoires chroniques, la cause de ce phénomeéne n’est généralement pas
expliquée. L'inflammation ne semble étre ni déclenchée par une infection, ni une
guelconque lésion. Il apparait plutét que cela soit di a un défaut physiologique du
tissu méme ou bien du systeme immunitaire. Par ailleurs, I'obésité, une alimentation
riche en graisse saturée, le tabagisme et des probléemes hormonaux par exemples,
sont considérés comme facteurs de risque au développement d’inflammation

chronique.361:362
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trigger
Inflammation
Physiological o ; . .
Host defence against infection Tissue-repair response
purpose
Pathological Autoimmunity, inflammatory Fibrosis, metaplasia
consequences tissue damage and sepsis and/or tumour growth

Figure 14 : Les causes et causalités de l'inflammation.363 Selon le déclencheur, la réponse inflammatoire a un
objectif physiologique et des conséquences pathologiques différents. Des trois stimulis initiateurs possibles, seule
I'inflammation induite par une infection est associée a I'induction d'une réponse immunitaire. Une infection induit
une réponse immunitaire contre le pathogene avec possibilité de développer une auto-immunité, des dommages
tissulaires dus a I'inflammation ou une septicémie. Une Iésion tissulaire entraine une réparation de ce méme tissu
qui peut mener a une fibrose ou a la formation d’une tumeur dans le cas extréme. Un stresse tissulaire provoque
une réponse adaptative au stress afin de permettre un retour a ’homéostasie. Si cette réponse au stress est
inefficace, cela peut mener a un état pathologique du tissu et I'induction d’une maladie auto-immune et
inflammatoire.

Dans le cas d’une inflammation causée par une infection ou bien par une molécule
endogeéene/exogéne  délétere ou des dommages cellulaires/tissulaires,
I’environnement contient alors, respectivement, des PAMPs ou bien des DAMPs. Ces
derniers peuvent ensuite se fixer sur leurs PRRs, tels que les TLRs, NLRs (NOD-like
receptor) et FPRs (formyl peptide receptors), exprimés par les macrophages,
monocytes, neutrophiles, DCs, et KCs dans le foie. Cela active alors une premiere
réponse impliquant la sécrétion de plusieurs facteurs :363
— différentes molécules vasodilatatrices qui augmentent la perméabilité
vasculaire pour faciliter I’extravasion et l'infiltration des leucocytes au site de
I'infection ou de la Iésion. On peut notamment citer I'histamine et la sérotonine,
produites et stockées dans des granules par les mastocytes, basophiles et
plaquettes. En outre, les facteurs de coagulation Xll et VII, respectivement activés
via contact (en réponse a un dommage de surface) et via des facteurs tissulaires
(en réponse a un traumatisme), permettent de générer de la thrombine et

plasmine impliquées dans Ila fibrinolyse, causant une vasodilatation et
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augmentant la perméabilité des vaisseaux sanguins. Par ailleurs, le facteur de
coagulation Xl permet d’activer la synthése de bradykinine, qui possede
également un effet vasodilatateur, ainsi qu’un réle dans la médiation de la
douleur. 363

le systeme du complément peut s’enclencher donnant lieu a la formation de la
protéine C5a qui participe au recrutement et a I'activation des granulocytes et
monocytes. Par ailleurs, cela active également la dégranulation de ces cellules,
permettant le relargage de molécules vasodilatatrices.3%

des médiateurs lipidiques de I'inflammation, tous dérivés des phospholipides.
L’environnement inflammatoire, tels que les cytokines, chimiokines et autres
signaux associés a des dommages, donne lieu a la sécrétion d’éicosanoides. Plus
particulierement, des prostaglandines de la série 2 (PGE;, PGD,, PGly), des
leucotriénes, des thromboaxanes A, (TXA;) et des lipoxines (LX) et résolvines sont
générés. Les prostaglandines, produites par quasi tous les types cellulaires, ont
principalement une fonction vasodilatatrice. De plus, PGl, empéche également
I’agrégation plaquettaire, PGD. favorise une réponse Th2 en recrutant des
lymphocytes T, éosinophiles et basophiles, et enfin PGE; est impliquée dans la
signalisation de la douleur et l'induction de la fievre. Les leucotrienes sont
synthétisés par les leucocytes et permettent la régulation de la réponse
immunitaire et une augmentation de la perméabilité vasculaire. En outre, les
leucotrienes Bs ont également un fort pouvoir activant et attractant des
neutrophiles. TXA;, synthétisé par les plaquettes activées, a une fonction
prothrombique qui permet de compenser la fonction de PGl,. Finalement, les
lipoxines et résolvines sont plutdt synthétisées lors de la fin de I'inflammation
aigué. Elles permettent de résoudre I'inflammation et la réparation tissulaire par
leur action inhibitrice sur les leucocytes pro-inflammatoires et contribuent a
amoindrir la signalisation de la douleur. Une autre classe de médiateurs lipidiques
produits par les plaquettes, cellules endothéliales, ou certains leucocytes, ont
également un réle pro-inflammatoire. Les facteurs d'activation plaquettaire
induisent le recrutement de leucocytes, leur activation et dégranulation, mais

augmente également la perméabilité vasculaire.?%°
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des cytokines pro-inflammatoires sont également sécrétées dans les 1" phases
de [l'inflammation, principalement IL1B, IL6 et TNFa. L’IL1B, produite
essentiellement par les macrophages/monocytes, fibroblastes ou cellules
endothéliales, favorisent la production de prostaglandines ainsi que Ia
dégranulation des  granulocytes. Le  TNFa, produit par les
macrophages/monocytes activés ou certains lymphocytes T ou NK, induit
également la production de PGE,, mais aussi celle de collagénase. Il permet
également I'activation de macrophages/monocytes. Tout comme I'IL6, le TNFa
stimule tout particulierement la production par le foie de protéines de la phase
aigué telle que la CRP, favorisant I'opsonisation des pathogenes, les facteurs du
complément et de coagulation, ou des protéines impliquées dans le recrutement
de leucocytes. En parallele, I'lL6 produite par certaines APCs, lymphocytes T, ou
les fibroblastes, participe a la maturation des lymphocytes B en plasmocytes, et a
I'activation les lymphocytes T. L’'IL11 est aussi souvent présente lors d'une
inflammation. Son role est trés analogue a celui de I'IL6, et peut la remplacer.
L’IL18, produite par les macrophages et activatrice des lymphocytes T et NK, est
un composant important de l'inflammasome avec I'IL1B. Ces cytokines sont
produites sous forme de pro-cytokines apres un premier signal impliquant la voie
NF-kB (nuclear factor-kappa B) puis clivées en cytokines fonctionnelles par la
caspase 1 activée par un second signal. D’autres cytokines sont fréquemment
secrétées durant lI'inflammation, généralement un peu plus tardivement, et
associées avec l'activation de réponses Th17 (ex. IL17, 1L23) ou Thl (ex. IFNy,
IL12).366

des chimiokines principalement impliquées dans le recrutement des monocytes
pro-inflammatoires et des neutrophiles sont également produites lors de
I'inflammation telles que le G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor), GM-
CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), CCL2 et I'IL8. Ces
dernieres peuvent étre sécrétées par une grande quantité de cellules, leucocytes
ou autres, généralement pré-activés par des macrophages. lls ont pour role
I'attraction de granulocytes sur le site traumatisé. L'IL8 a un trés fort pouvoir
chimioattractant et activateur pour les neutrophiles et le GM-CSF peut aussi

provoquer le recrutement de monocytes et DCs. D’autres chimiokines telles que
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MIP1 et 2, MCP1 (monocyte chemoattractant protein-1) ou NAP2 (neutrophil
activating protein 2) participent aussi activement a l'inflammation aigué en
attirant et activant macrophages, monocytes et neutrophiles au site de
I'inflammation.3¢’

— des protéases qui permettent un remodelage tissulaire. Ce phénomene favorise
I'infiltration des leucocytes vers le site inflammé, mais permet également de
dégrader la MEC lors d’une lésion hépatique pour favoriser son remplacement
lors du processus de régénération tissulaire. Cela peut aussi étre primordial dans
I’élimination de la fibrose en formation. En outre, la sécrétion de MMPs joue
également un role dans |'activation de certaines cytokines pro-inflammatoire,
produite sous une forme inactive363368

Le début de la réaction inflammatoire commence donc par le recrutement de

leucocytes, trés largement des neutrophiles, mais également des macrophages.

(Figure 15) Une fois au site de I'infection ou de la lésion, ils sont alors activés par les

PAMPs, DAMPs ou les cytokines en présence. De ce fait, les neutrophiles peuvent alors

éliminer le pathogene extracellulaire, en les phagocytant, mais également grace aux

NETs, et surtout en sécrétant le contenu de leurs granules, a savoir des molécules

antibactériennes, des protéines générant des ROS et des protéases.3® Ces molécules

ne ciblent pas spécifiquement les pathogenes et vont causer des dommages locaux
dans le tissu. En revanche, si le pathogene est intracellulaire ou si les dommages sont
directement tissulaires, les macrophages pro-inflammatoire résidents et recrutés sont

activés et permettent d’éliminer les cellules infectées ou les débris cellulaires grace a

leur fort pouvoir phagocytaire. Cependant, apres I'élimination du pathogene ou du

xénobiotique, les macrophages adoptent un phénotype favorisant réparation

tissulaire, avec I'aide des fibroblastes.3”°
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Figure 15 : La réponse immunitaire et les mécanismes de régénération tissulaire induits aprées une lésion.37t A)
Cinétique de la mobilisation des cellules immunitaires apres une lésion tissulaire. Les cellules résidentes tissulaires,
y compris les macrophages résidents tissulaires et les cellules y&T détectent les dommages tissulaires et
déclenchent la mobilisation d'autres cellules immunitaires. Les neutrophiles sont suivis par les
monocytes/macrophages et les lymphocytes T. B) Apercu de la phase inflammatoire initiale aprés une lésion
tissulaire. Les événements chronologiques sont représentés de gauche a droite. Les dommages tissulaires sont
détectés par les macrophages résidant dans les tissus via les DAMP. Les neutrophiles sont les premiéres cellules
immunitaires circulantes recrutées sur le site de la blessure, favorisant l'inflammation et le recrutement des
monocytes/macrophages. L'inflammation est initialement maintenue par les macrophages pro-inflammatoires
M(IFN-y), qui sécrétent de I IFN-y, avant d'étre finalement résolue a |'aide des macrophages M(IL-4), qui produisent
de I'lL-4. C) Apergu des mécanismes immunitaires qui peuvent nuire a la cicatrisation du tissu ou conduire a une
fibrose. Les macrophages M(IFN-y) stimulent les lymphocytes T effecteurs dans une boucle a rétroaction positive.
Les cellules effectrices T peuvent également inhiber la capacité de régénération des cellules souches progénitrices
résidentes dans les tissus via des cytokines inflammatoires. Les macrophages de type M(IL-4), avec une activité
pro-fibrotique encouragent le dép6t de protéines de la matrice extra-cellulaire et la fibrose subséquente
(cicatrisation), empéchant la régénération compléte du tissu d'origine. Les péricytes augmentent la mobilisation
des cellules immunitaires et se différencient en myofibroblastes formant du tissu cicatriciel via des facteurs de
croissance tels que le TGFB1. D) Apergu des mécanismes immunitaires pro-régénératifs. Une quantité critique de
macrophages affichant un phénotype anti-inflammatoire/anti-fibrotique (par exemple M(IL-10)) contribuent a la
régénération par une collaboration avec des Treg, qui a leur tour aident a maintenir le phénotype anti-
inflammatoire/anti-fibrotique via sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10. Les Treg peuvent
également améliorer la capacité de régénération des cellules souches progénitrices endogénes par la sécrétion de
facteurs de croissance. Les cellules T helper 2 induisent/maintiennent des macrophages anti-fibrotiques et anti-
inflammatoires. Les fleches noires indiquent une voie de différenciation ou une sécrétion de modulateurs
immunitaires/morphogénes. Les fleches noires en pointillés indiquent un chemin de différenciation hypothétique.
Les fleches rouges indiquent I'induction. Les fleches bleues indiquent I'inhibition. CCL2 : C-C motif chemokine ligand
2, CXCL8 : C-X-C motif chemokine ligand 8, CX3CL1 : C-X3-C motif chemokine ligand 1, DAMPS : Damage-associated
molecular pattern, IFN- y : Interferon y, IGF-1 : Insulin growth factor 1, IL- : Interleukin, MMPs : Matrix
metallopeptidases, PDGF : Platelet-derived growth factor, TIMPs : Tissue inhibitors of metalloproteinases, TNF-a :
Tumor necrosis factor a, VEGF : Vascular endothelial growth factor.
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Résolution de I'inflammation ou chronicité

La résolution de I'inflammation, et le retour a un état de tolérance, se produit apres
élimination complete du signal initiateur de la réponse inflammatoire (agent
infectieux, molécule endogene ou exogéne, lésion tissulaire...). En paralléle, plusieurs
mécanismes permettent de contenir cette inflammation et d’accélérer le retour a la
normale. L’activation des TLRs peut induire plusieurs boucles de rétrocontrole négatif
telles que la production de TLRs solubles (qui piégent les ligands), le recrutement de
protéines régulatrices (intermédiaires de signalisation), la réduction de I'expression
de ces mémes TLRs ou bien leur destruction.3’? La production de médiateurs
lipidiques, d’abord pro-inflammatoires, va également évoluer. En effet, bien que la
production de PGE; favorise I'inflammation, celle-ci initie en parallele un changement
dans la production de ces médiateurs lipidiques par les neutrophiles. En résulte la
sécrétion de LXs, anti-inflammatoires, qui participe activement a la résolution de
I'inflammation.3”3 Par ailleurs, les neutrophiles, aprés assimilation d’un pathogéne ou
de débris cellulaires, voient leur pouvoir pro-inflammatoire réduit, agissant comme
mécanisme de régulation.?’* En effet, aprés phagocytose menant a leur mort
cellulaire, ces derniers produisent des pré-médiateurs lipidiques capables d’induire la
production de résolvines et LXs par les macrophages voisins (chargés d’éliminer les
neutrophiles en apoptose).3”> Ces deux types de médiateurs lipidiques ont un effet
anti-inflammatoire et immunosuppresseur, qui participent a I'arrét de la propagation
de la réponse inflammatoire. Il faut également noter que l'inflammation, médiée par
les macrophages en réponse au LPS, est négativement régulée lors de la phagocytose
par le biais de la protéine SLPI (secretory leukocyte protease inhibitor).3’® Finalement,
le rétrocontréle négatif de I'inflammation est trés largement soutenu via la sécrétion
par les macrophages de: I'lL10 sous l'effet de PGE,37 et du TGFB aprés
phagocytose.3”® Cela provoque alors le recrutement de lymphocytes T régulateur et la
polarisation en Th2 et M2, des lymphocytes et macrophages respectivement. Les
macrophages et monocytes, anciennement pro-inflammatoires vont finalement
permettre de régénérer le tissu endommagé. Ces derniers, apres avoir éliminé les
débris cellulaires ou la MEC pathologiques, vont permettre aux fibroblastes de former

une nouvelle matrice afin de restaurer I'architecture du tissu, mais vont également
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favoriser la formation de nouveaux vaisseaux sanguins nécessaires au fonctionnement

du tissu.370

L’évolution de I'inflammation vers la chronicité peut étre due a:

— une stimulation pro-inflammatoire persistante dans le cas de I'exposition
prolongée a une xénobiotique (ex : I'aclool) par exemple.

— une réponse immunitaire trés excessive et/ou prolongée comme dans le cas
d’une inflammation causée par I'obésité.

— une réponse immunitaire sous-efficiente qui mene a la chronicité d’une

infection.3”?

Un tissu endommagé peut lui-méme participer au développement d’une
inflammation chronique. En effet, les modalités de la mort cellulaire ont un impact
tres important sur la détection ou non de DAMPs ou PAMPs. L’apoptose par exemple,
est souvent considérée comme tolérogéne. En revanche, dans certaines situations
telle une infection virale, une mort cellulaire capable d’activer une réponse
immunitaire permet de lutter contre la dissémination du pathogene. C’est notamment
le cas lors de la nécrose qui, contrairement a I'apoptose, abouti a la dissémination
d’antigenes, de DAMPs mais également d’une grande partie du contenu cellulaire
dans I’environnement, et de ce fait induit une forte inflammation. Celle-ci peut servir
d’adjuvent a I'amorgage d’une réponse adaptative spécifique d'un éventuel
pathogéne intracellulaire ou antigéne tumoral.3® En outre, I'état des cellules est
surveillé en permanence par les macrophages résidents, mais également par les
cellules NK, capables de détecter des cellules a la physiologie anormale et de les
éliminer si nécessaire. L'état physiologique ou de stress de la cellule transparait en
fonction des protéines exposées a sa surface (ex. MHC-I). Jusqu’a un certain stade de
stress, la cellule est capable de mettre en place des mécanismes adaptatifs afin de
pallier les dysfonctions. Lorsque que le stress est trop important, les cellules meurent,
soit par apoptose, soit par nécrose qui va induire une inflammation locale. Cependant
la mort par apoptose n’est toujours tolérogénique. En effet, on distingue également
une forme immunogéne de I'apoptose appelée mort cellulaire immunogéne (ICD pour

immunogenic cell death). Elle est particulierement décrite dans le cadre des
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traitements cytotoxiques du cancer, s'apparente a I'apoptose tolérogene de par la
signalisation intracellulaire impliquée (ex. activation de la caspase 3), et le fait qu'elle
empéche le déversement du contenu cellulaire dans I'environnement. Cependant, les
cellules mourantes vont, au cours de I'ICD, relarguer/sécréter ou exposer a leur
surface différents signaux de danger tel que I’ATP (adénosine-triphosphate), HMGB1
(high mobility group box 1 protein), la calréticuline, et les interférons de type I. Ces
signaux vont permettre le recrutement et I'activation locale d'APCs, principalement
des DCs, qui possedent les récepteurs "senseurs" adéquats. Ces derniers vont
phagocyter les cellules mourantes, présenter leurs épitopes antigéniques aux
lymphocytes T via les CMH de surface, et activer une réponse immunitaire adaptative

anticancéreuse.381,382

Inflammation hépatique

Dans le foie, les causes d’inflammation peuvent étre d’origine infectieuse, par
exemple avec les virus des hépatites, mais aussi métabolique, avec des pathologies
comme la NASH.383

Dans le foie, la tolérance est la regle et les KCs sont des acteurs majoritaires de cet
état. Cependant, lors de dommages hépatiques et induction d’une inflammation
locale, la tolérance médiée par les KCs peut étre outrepassée.3® De ce fait, dans un
environnement  pro-inflammatoire, les KCs perdent leurs fonctions
immunosuppressives. Cela pourrait s’expliquer par leur repolarisation vers un
phénotype ML1. lls peuvent alors sécréter du TNFa, de I'lL12, IL1B et IL18, capables
d’induire une forte inflammation et une réponse de type 1.3%° Les KCs produisent aussi
d’importante quantité d’IL6 qui est un des médiateurs majeurs de I'inflammation dans
le foie, grace a son action sur les leucocytes mais également par son effet mitotique
sur les hépatocytes.3® L'IL6 et le TNFa ont d’ailleurs été incriminés dans la
carcinogenése du CHC, notamment dans le cadre de I'obésité.38” Cependant, il semble
gue la fibrose hépatique et I'inflammation soit fortement dépendante du recrutement
de monocytes pro-inflammatoire CCR (C-C motif chemokine receptor) 2*,38 et ce par
I’action de la chimiokine CCL2.3%° Ces monocytes fraichement recrutés pourraient
dériver de monocytes non classiques CD16*CD14*, dont le phénotype pro-

inflammatoire a été mis en évidence.?*° Par la suite, les macrophages résidents et
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monocytes recrutés vont agir en synergie afin d’éliminer le pathogeéne puis pour
restaurer ’lhoméostasie tissulaire.3°! Les lymphocytes NKT ont également la capacité
d’arborer un phénotype pro-inflammatoire, producteur d’IFNy, mais également de
sécréter de I'lL4, qui favorise une réponse Th2 et la réparation tissulaire, et ce lors de
dommages hépatiques sans infection. Cela accélere alors la résolution de
I'inflammation.3°? A noter dans le foie, la présence de MAITs (mucosal-associated
invariant T lymphocytes), qui sont des lymphocytes T avec un TCR invariant, infiltrés
dans I'espace péribiliaire. Leur réle dans I'inflammation hépatique n’est pas vraiment
connu, mais ils ont une forte activité antibactérienne et antifongique, et possedent un
phénotype mixe Th1/Th17.39% Par ailleurs, ils sont retrouvés en plus grand nombre
chez les patients CSP, et particulierement activés chez les personnes souffrant de
MICI, ce qui laisse penser qu’ils peuvent avoir un réle pro-inflammatoire.3% En outre,
il faut noter que le microbiote intestinal permet de moduler I'inflammation hépatique.
En effet, une dysbiose est souvent observée chez les patients atteints d’inflammation
hépatique, et des antigenes bactériens ou PAMPs atteignent facilement le foie grace
a sa vascularisation. Lorsqu’il y a altération qualitative du microbiote, c’est-a-dire une
augmentation de la proportion de bactéries pathogenes, on peut observer: une
diminution des acides biliaires dans l'intestin, une détérioration de la perméabilité
intestinale et une perte de I'homéostasie immunitaire. De ce fait, les bactéries
délétéres sur-représentées peuvent transloquer jusqu’au foie via la circulation et

provoquer une réaction inflammatoire.3%

D. Inflammation et risque de cancer

L'inflammation chronique au sein d’un tissu constitue I'un des principaux facteurs de
risque associés au développement tumoral. Par exemple, les personnes souffrant de
la maladie de Crohn ou d’une rectocolite hémorragique, ont un risque plus élevé de
développer un cancer colorectal.3®® Par ailleurs, la prise quotidienne d’anti-
inflammatoires non stéroidiens est associée avec une diminution du risque de cancer
colorectal.3%’ Cette inflammation peut évidemment avoir des causes diverses telles
que des maladies du systeme immunitaire, une infection chronique ou le

398

tabagisme. Elle peut aussi étre exacerbée par le régime alimentaire, la
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consommation d’alcool et I'obésité par exemple. Il est estimé qu’environ 10% des

cancers qui se développent sont dus a une mutation d’origine germinale, pour les 90%

restant, c’est bien I'acquisition d’une ou plusieurs mutations somatiques qui est a

I'origine de la tumorigeneése. Un environnement inflammatoire a été relié a une

augmentation du taux de mutation dans le tissu. De plus I'inflammation a également

un effet prolifératif positive, permettant de pérenniser ces mutations lors de

I’établissement de la tumeur. L'inflammation favorise donc I'oncogenese selon 3

principaux axes :3%

— augmentation de l'instabilité génomique et de I'accumulation d’aberrations
génétiques. Tout d’abord, un certain nombre de leucocytes inflammatoires,
macrophages et neutrophiles principalement, produisent d’importantes
quantités de ROS et d'espéces réactives du nitrogene (RNS pour reactive nitrogen
species) qui provoquent des dommages au niveau de I'ADN et de ce fait
augmentent la possible accumulation de mutations.*®® Si ces anomalies
génétiques ont lieu dans les genes impliqués dans la réparation de I’ADN,
I'instabilité génomique sera d’autant plus prononcée. Le TNFa est également
capable d’induire la production de ROS chez les cellules épithéliales ce qui
pourrait étre une autre cause de mutations favorisant la transformation des
cellules précancéreuses.i*®® Deuxiémement, plusieurs cytokines pro-
inflammatoires tels que les TNFa et I'lL1B, IL4, et I'lL13 et peuvent induire
I'expression de la protéine AID (activation-induced cytidine deaminase).9%403
Cette protéine AID a pour but d’augmenter l'instabilité génomique chez les
lymphocytes B lors du phénomene d’hypermutation somatique nécessaire a la
maturation du BCR. Dans les cellules tumorales, elle semble la cause de
I"accumulation de mutations dans les genes impliqués dans la réparation de I’ADN
comme TP53 (tumour protein 53) et MYC.%%% Troisiemement, plusieurs molécules
inflammatoires, comme le TNFa, I'IL1B, PGE; et les ROS, induisent I'expression de
HIF (hypoxia-inducible factor) 1a qui sous-régule I'expression des génes de la voie
MMR (mismatch DNA repair) impliquée dans la réparation de I'ADN.#%>406 En
outre, les ROS ont la capacité d'impacter directement I'activité des enzymes de la
voie MMR.%%7 Ces mécanismes jouent un réle important dans I"laugmentation de

I'instabilité génomique et donc participent a I"accumulation d’aberrations
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génétiques. Finalement, il a également été démontré que I'inflammation avait un
effet sur I'état de méthylation de genes avec une activité anti-tumorale ou
impliquée dans les voies de réparation de I’ADN.4%8

soutien a la prolifération cellulaire : un certain nombre de cytokines est secrété
lors d’épisodes inflammatoires : IL1, TNFa, IL6, IL13, IL22 et 1L23.36° Ces derniéres
vont donc activer plusieurs voies de signalisation intracellulaires telles que les
voies NF-kB, STAT3 ou AP-1 (activator protein 1).4%° Leurs effets seront effectifs
sur les leucocytes, boucle de régulation positive de I'inflammation, mais aussi sur
les cellules constitutives du tissu inflammé. Cela va alors stimuler les genes
impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire. (Figure 16) Notamment, la
signalisation, effective sur les cellules épithéliales, et trans-signalisation, possible
sur la quasi-totalité des cellules, de I'lL6 a démontré son importance dans
I’activation de STAT3 et donc son rdle dans I'oncogenése.*1%411 pPar ailleurs, le
TNFa, I'IL1B, I'lL22 et I'lL17a via I'activation de STAT3 ou NF-kB, sont aussi des
facteurs promouvant la prolifération cellulaire et I'invasion tumorale,387:412413
mais également la mobilisation des cellules souches.*'##1> En paralléle,
I'inflammation au sein d’un tissu est parfois synonyme de réparation tissulaire.
Durant celle-ci, des hormones de croissance peuvent étre sécrétées, soit pour
activer des fibroblastes, soit pour permettre la prolifération afin de remplacer les
cellules lysées. Ces hormones de croissance sont également des signaux pro-
prolifératifs.#'¢418 Dans un environnement inflammatoire, les cellules pré-
malignes vont donc voir leur taux de division cellulaire augmenter. Cette hausse
est un facteur important d’acquisition de nouvelles mutations chez les cellules en
transformation. Dans le cas de I'inflammation, elle est renforcée par l'instabilité
génomique déja induite, comme exposé ci-dessus. Par ailleurs, I'activation de NF-
kB a pour conséquence d’induire une dé-différentiation de certaines cellules leur
permettant d’acquérir un phénotype semblable a une cellule souche (stem cell-
like).**® En outre, I'IL1B, le TGFB, le TNFa et I'lL6 par exemple, favorisent aussi
I'EMT des cellules. Ces différents phénomeénes impliquent une forte perturbation
du cycle cellulaire, ce qui participe a la transformation de cellules saines et a leur

pouvoir invasif et métastatique.*?°
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Cyclins D1,
D2 and B

Tumour cell

Lymphoid cell

Figure 16 : Les cytokines pro-inflammatoires et leurs effets sur la prolifération cellulaire.3?® Les cellules
myéloides (violet) infiltrant les tumeurs contribuent a la cancérogenése de diverses maniéres. Les cytokines pro-
inflammatoires induisent STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) et le facteur nucléaire kB (NF-
kB) dans les cellules cancéreuses, ce qui conduit a la suppression de I'apoptose et a la promotion de la progression
du cycle cellulaire. La sécrétion d’IL-22BP (interleukin-22 binding protein) dépendante de I'inflammasome inhibe
I'induction de STAT3 provoquée par I'lL-22, elle-méme sécrétée par les lymphocytes (vert). La déstabilisation
génomique peut étre favorisée par I'expression ectopique de AID (activation-induced cytidine deaminase) médiée
par les cytokines et par la suppression dépendante de I'hypoxie des mécanismes de réparation de I'ADN. De plus,
la signalisation par STAT3 et NF-kB induit également une transition épithéliale — mésenchymateuse (EMT) en
régulant a la baisse I'expression des marqueurs de différenciation épithéliale. ASC : apoptosis-associated speck-
like protein containing a CARD, HIFla : hypoxia-inducible factor 1a, IL-1R : IL-1 receptor, MYD88 : myeloid
differentiation primary response 88, NLR : NOD-like receptor, ROS : reactive oxygen species, TGFp : transforming
growth factor-f, TNF : tumour necrosis factor, TNFR : TNF receptor.

— remodelage tissulaire et promotion de l'angiogenése : l'installation d’une
tumeur s’accompagne d’un changement dans I’architecture du tissu qui facilite la
division des cellules. La mise en place d’'un nouveau systéme vasculaire doit aussi
permettre I'acheminement des nutriments, dont la demande est en hausse lors
d’un cancer. L'inflammation promeut a la fois I'angiogenése et le remodelage
tissulaire, ce qui rend I'environnement favorable a la tumorigenése. Lors de
I'inflammation, I'activation de NF-kB et STAT3, principalement dans les cellules
myéloides, induit I'expression d'lIL8, CXCL (C-X-C motif chemokine ligand) 1 et 8,
VEGF (vascular endothelial growth factor) et HIF1a. Ces molécules déclenchent la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins.*?422 En outre, HIFla stimule le
recrutement des cellules endothéliales et autres leucocytes.*?®> Finalement, la

production de MMPs par les macrophages et neutrophiles, stimulée par diverses
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cytokines pro-inflammatoires, induit un remodelage de la matrice extracellulaire
favorable a I'implantation des cellules transformées et I’envahissement du tissu.
Par ailleurs, lors de I'inflammation la perméabilité vasculaire est augmentée, ce
qui facilite le passage de cellules tumorales dans la circulation générale et donc le

processus métastatique.?0!

IV. Cancer et contexte immunitaire

A. Meécanisme tumoral et immunosurveillance

Définition d’un cancer

Le cancer est la premiére cause de mortalité en France et la deuxiéme dans le monde
derriére les maladies cardiovasculaires.*?* On estime a environ 400 000 le nombre de
nouveaux cas de cancers par an en France, et a plus de 18 millions dans le monde. Le
nombre de décés en France approche les 160 000 par an, et il est évalué a plus de 9
millions dans le monde. Chez les hommes, les cancers de la prostate, du poumon et
du colon sont les plus fréquents. Quant aux femmes elles, sont principalement
touchées par les cancers du sein, du colon et des poumons.*?®

On distingue les tumeurs malignes des tumeurs bénignes. Alors que ces dernieres ne
s’étendent pas dans le tissu sain adjacent et restent localisées ; les premiéres peuvent
envahir I'organe ou elles sont localisées, menant a des pertes de fonctions, mais
également métastaser vers un tissu distant, via la circulation générale ou le systeme
lymphatique. Cependant, une tumeur bénigne peut devenir maligne. Il existe une
multitude de type de tumeurs. Elles peuvent étre classifiées selon I'organe ou elles
sont localisées ou bien selon le type cellulaire dont elles dérivent. Les carcinomes sont
des tumeurs se développant a partir d’'un épithélium, les sarcomes quant a eux,
proviennent des tissus conjonctifs, ils sont plut6t rares. Les leucémies sont des cancers
des précurseurs des leucocytes en maturation de la moelle osseuse. Les lymphomes
se développent a partir des lymphocytes des organes lymphoides secondaires tels que

les ganglions lymphatiques ou la rate.??®
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Tumorigenese

La tumorigenese est le résultat d’une transformation de cellules saines en cellules
tumorales. L'initiation d’une tumeur commence avec I'accumulation d’altérations
génétiques. Ces dernieres apparaissent aléatoirement dans le génome au cours de
divisions cellulaires, et cela, de maniére spontanée ou induite par la présence d’agents
xénobiotiques. Ces mutations sont sélectionnées car elles apportent un avantage
prolifératif aux cellules qui les ont acquis. Préférentiellement, elles vont toucher les
génes de ménage (housekeeping genes). Ces génes encodent des protéines participant
aux fonctions essentielles au maintien de I'homéostasie des cellules, comme le
métabolisme énergétique, la transcription, la traduction la réparation de I’ADN, le
cycle cellulaire, la signalisation des messages de croissance ou de mort cellulaire... De
ce fait, alors que certaines altérations génétiques peuvent conduire a la mort de la
cellule et ne pas étre sélectionnées, d’autres vont lui permettre de se diviser de
maniere incontrélée et d’accumuler d’autant plus de mutations. Certaines études
estiment que I'acquisition d’au moins 4 a 5 mutations somatiques sont nécessaires a
la tumorigenese dont l'activation de proto-oncogenes et l'inactivation de genes
suppresseurs de tumeurs. Ces mutations et cette instabilité génomique s"accompagne
de changements épigénétiques, d’une perturbation du cycle cellulaire, d’une dé-
différentiation cellulaire, allant vers un état mésenchymateux dans les stades plus
avancés, et l'acquisition de nouvelles fonctions. La ou les cellules devenues
dominantes, c’est-a-dire les plus prolifératives et les moins sensibles aux signaux de
mort, sont alors clonalement sélectionnées. Elles vont alors recruter des cellules de
soutien, notamment des fibroblastes ou CAFs (pour cancer-associated fibroblasts),
des leucocytes pro-tumoraux et des cellules endothéliales, afin de constituer un
stroma favorable a I'établissement d’une tumeur maligne. Ce faisant, elles vont
pouvoir continuer d’envahir le tissu sain, puis a terme, acquérir un phénotype
suffisamment mésenchymateux pour pouvoir envahir les tissus adjacents voire

métastaser dans des tissus distants.*?%"428 (Figure 17)
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Metastatic dissemination
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Figure 17 : Le processus de tumorigenese. (modifier depuis Hanahan et Weinberg, Cell 2011)428 La signalisation
intracellulaire n'est pas statique et change au cours de la progression tumorale, du fait des interactions
bidirectionnelles entre les cellules cancéreuses et les cellules stromales. Ces derniéres favorisent le phénotype
agressif du cancer, impliqué dans la croissance tumorale, l'invasion et dissémination métastatique. A noter, la
prédisposition a métastaser peut apparaitre précocement, celle-ci pouvant étre acquise durant la transformation
de la cellule d'origine ou bien durant les premiéres Iésions cancéreuses. Certains organes (parfois appelés ™ sols
fertiles " ou " niches métastatiques ") peuvent étre particulierement permissifs a la dissémination métastasique
et a I'implantation de certaines cellules cancéreuses. Cela est la conséquence de propriétés locales qui sont soit
intrinséques au tissu normal ou induites a distance par actions systémiques de certaines tumeurs. Les cellules
souches cancéreuses peuvent étre différentiellement impliquées dans les étapes de tumorigenése primaire et de
métastase.

Principales caractéristiques du cancer
Le cancer est une maladie multiple pour laquelle il a été difficile de synthétiser les
caractéristiques qui lui sont propres, et en méme temps communes a tous les sous-
types de cancers. En 2000, Hanahan et Weinberg publient « The Hallmarks of Cancer »
qui réunit ce qui permet de différencier le cancer en tant que pathologie et les
fonctions acquises par les cellules tumorales. Cet article revu en 2011 porte a 10 le
nombre de capacités distinctives des cancers (Figure 18) :

— autosuffisance vis-a-vis des signaux prolifératifs : les cellules tumorales peuvent
acquérir la fonction de sécréter elles-mémes des facteurs de croissance et
d’exprimer les récepteurs correspondants, parfois de maniére aberrante ou
mutée, ou bien de stimuler les cellules du stroma afin qu’elles soient la source de
facteurs prolifératifs.

— insensibilité aux signaux anti-prolifératifs : plusieurs programmes cellulaires
permettent de réguler négativement la prolifération cellulaire et dont

I'inactivation par mutation favorise la transformation des cellules.
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évitement du systéme immunitaire : au sein du stroma, les cellules cancéreuses
mettent en place différents mécanismes afin d’inhiber la réponse immunitaire
anti-tumorale. L’environnement micro-tumoral est hautement
immunosuppressif.

immortalité réplicative : les cellules malignes, afin d’éviter la sénescence ou
I'apoptose, expriment des télomérases, qui empéchent le rétrécissement des
télomeres. L'importance de la temporalité de I’activation des télomérases lors de
la tumorigenése n’est en revanche pas encore bien comprise.

promotion de l'inflammation : les leucocytes pro-tumoraux recrutés dans le
stroma possedent un phénotype inflammatoire, ce qui promeut le
développement de la tumeur et conduit a un cercle vicieux.

aptitude a I'invasion et aux métastases : les capacités des cellules cancéreuses a
envabhir les tissus adjacents ou distants reposent notamment sur des altérations
dans les genes associés a I'adhésion cellule-cellule, cellule-MEC et impliqués dans
la migration cellulaire. Le processus d'EMT permet également d’acquérir un
phénotype mésenchymateux doté de capacités d’invasion, de migration, de
sécrétion de MMPs, nécessaires a la formation de métastases.

induction de I'angiogenése : cette capacité des cellules tumorales a induire la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins est précoce dans |'établissement de la
tumeur. Elle est le résultat de la sécrétion principalement de VEGF, mais aussi
d’autres facteurs pro-angiogéniques, par les cellules tumorales elles-mémes dans
les premiéres étapes de la carcinogenése, puis plus tard majoritairement par le
stroma tumoral via divers facteurs.

instabilité génomique et mutations: [I'acquisition des différentes
caractéristiques nécessaires a la progression tumorale dépend principalement de
I"accumulation des mutations qui activent ou favorisent les génes pro-tumoraux
et inhibent ou inactivent les génes pro-tumoraux. Cela repose principalement sur
I'instabilité génomique qui résulte elle-méme de mutations dans les voies de
détection des lésions et de réparation de I’ADN.

résistance a la mort cellulaire : les cellules cancéreuses présentent fréquemment

une délétion du géne de TP53, un senseur intrinseque de ’lhoméostasie de I’ADN,
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ce qui empéche l'induction de I'apoptose malgré une importante instabilité
génomique. En outre, une sur-régulation de I'expression de régulateurs anti-
apoptotiques ou de facteurs prolifératifs, une plus faible synthése de régulateurs
pro-apoptotiques ainsi que des courts-circuits dans les voies extrinseques de
I"apoptose sont également tres fréquentes.

dérégulation du métabolisme énergétique : I'effet Warburg indique que le
métabolisme énergétique des cellules tumorales est reprogrammé. A l'inverse
des cellules saines, les cellules cancéreuses favorisent la glycolyse, sous-
exploitant ainsi la chaine respiratoire. Malgré la faible efficacité énergétique de la
glycolyse, cela permet d’augmenter le stock d’intermédiaires métaboliques. Ces
derniers alimentent les voies de formation des nucléosides et acides aminés
nécessaires a la formation des macromolécules et organelles requis pour

I’assemblage des progénies cellulaires.4?842°
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Figure 18 : Les caractéristiques distinctives du cancer. (modifier depuis Hanahan et Weinberg, Cell 2011)328 Les
cellules malignes partagent un ensemble de caractéristiques communes distinctives intrinséques et extrinseques.

L'immunosurveillance des cancers

Depuis le début du 20°™e siécle, le réle du systéme immunitaire a été décrit comme

ayant un role protecteur contre l'initiation de néoplasies. Cela semble d’autant plus

évident quand on observe une augmentation significative du nombre de cancers chez

88



les patients atteints du SIDA (syndrome de I'immunodéficience acquise) ou prenant
des médicaments immunosuppresseurs.*3? Dés les années 50, Burnet et Thomas ont
émis I'hypothése que les cellules transformées pourraient étre éliminées par un
mécanisme immunitaire, empéchant I'apparition de signes cliniques**'. Au début des
années 2000, lI'importance de I'IFNy contre le développement de tumeurs est
particulierement mis en exergue.**? En découle la description du phénoméne
d’'immuno-édition des cancers qui fagonne l'immunogénicté des tumeurs. Ce
processus se déroule en 3 étapes : la phase d’élimination, la phase d’équilibre et le
phase d’échappement.*33 Tout d’abord, le systétme immunitaire, plus spécifiquement
le systeme immunitaire adaptatif et les lymphocytes NK, peuvent détecter les cellules
défectueuses/transformées ou exprimant des antigénes anormaux afin les éliminer.
C’est la phase d’élimination ou l'immunosurveillance. Il arrive que le systéme
immunitaire ne parvienne pas a éliminer les cellules cancéreuses et n'en controdle plus
les divisions incontrélées ; c’est I'échappement tumoral. Cela donne lieu a la formation
d’une tumeur maligne qui met en place des mécanismes afin d’éviter la lyse par le
systeme immunitaire. Entre ces deux phases d'élimination et d'échappement a lieu la
phase d’équilibre durant laquelle des cellules tumorales sont lentement sélectionnées
pour leurs propriétés de prolifération et de faible immunogénicité, et évitent peu a
peu les pressions du systeme immunitaire. Cette phase est la plus longue et peut durer
plusieurs années avec la formation progressive d’'une tumeur, au début bégnine, puis
finalement maline lors de l'acquisition de mutations suffisantes pour échapper
définitivement a I'action anti-tumorale des leucocytes. Ce processus plus ou moins
rapide s’appelle 'immuno-édition. Il repose sur deux aspects : le systeme immunitaire
est capable d’une part de reconnaitre et d’éliminer les cellules tumorales, et d’autre
part, il peut faconner I'immunogénicité des tumeurs qui émergeront.**? Ce dernier
phénomeéne repose en fait sur I'élimination des cellules cancéreuses suffisamment
immunogenes, pendant que les cellules tumorales moins immunogenes passent
inapercues et évitent la destruction par les leucocytes (Figure 19) :
— la phase d’élimination : celle-ci repose principalement sur une réponse anti-
tumorale médiée en grande partie par le systéme immunitaire adaptatif.*3* La
production d’IFNy ainsi que I’action cytolytique des lymphocytes T et NK semble

al'origine de l'initiation de cette immunosurveillance.**>#3¢ Avant initiation d’une
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réponse anti-tumorale spécifique, il convient au systeme immunitaire de
reconnaitre les cellules cancéreuses. Cela peut se faire de maniére spécifique
grace a la reconnaissance d’antigénes de différentiation (restreints au tissu
d’origine de la tumeur), de néo-antigenes mutés, d’antigénes amplifiés et
surexprimés, d’antigenes cryptiques, d’antigenes viraux, des antigenes
carcinoembryogéniques et d’antigenes normalement restreints aux cellules
germinales testiculaires.**=439 Selon la classe du CMH qui présente I'antigéne,
une réponse T CD4* ou CD8* sera initiée. Les cellules tumorales peuvent
également étre ciblées de maniere indépendante d’un antigéne présenté sur les
molécules de CMH. Les lymphocytes NK, et dans une moindre mesure les
lymphocytes NKT et certains T CD8*, expriment des récepteurs capables de
promouvoir ou d’inhiber leur activation et leur action cytotoxique. Alors que les
récepteurs inhibiteurs reconnaissent des molécules de surface naturellement
exprimées par le tissu sain, les récepteurs activateurs reconnaissent des
molécules normalement pas ou peu exprimées en condition physiologique mais
sur-régulés lors d’un stress cellulaire (infection virale ou tumorigenése).**° Dans
le cadre de I'immunosurveillance, la molécule NKG2D semble avoir un role clé.
Elle se fixe aux protéines MICA/B (MHC class | polypeptide-related sequence A/B)
qui sont exprimées par les cellules tumorales mais pas les cellules saines. Cette
interaction permet d’enclencher la réponse cytolytique des lymphocytes NK. En
outre, la sécrétion d’IFN de type | par les cellules tumorales au début de Ia
tumorigenese permet l'induction d’une réponse immunitaire spécifique par
I’activation des DCs.**! Concernant la sécrétion d’IFNy, celle-ci semble provenir
précocement des lymphocytes T yd (peut-étre car leur activation est rapide et ne
nécessite pas de présentation par le CMH), son action est multiple.**? Elle permet
d’activer les lymphocytes T CD4* Thl et les T CD8" cytotoxiques, d’engager
I'activité cytocide des macrophages, mais également de sur-réguler |'expression
des molécules de CMH sur les cellules tumorales (les rendant plus immunogénes)
ou sur les APCs (augmentant la possibilité de faire de la présentation) et enfin
d’accroitre les processus de présentation antigénique. Vient ensuite I'activité
cytolytique des cellules activées : le relargage de perforine, par les lymphocytes

T, NKT ou NK, ou I'induction de I'apoptose via l'interaction de TRAIL, exprimés par
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les lymphocytes NK activés, avec TRAILR2 (TRAIL receptor 2). Ces deux
mécanismes, la perforine et I'apoptose dépendante de TRAIL, ont été démontrés
comme primordiaux dans I'immunosurveillance du cancer.43444

la phase d’équilibre : bien que ce soit celle qui dure le plus longtemps, elle n’a
jamais été réellement observée chez I’'homme, probablement par I'absence de
signes cliniques ou de détection d’une néoplasie. Certaines cellules tumorales,
apres avoir échappées a I'immunosurveillance de I'hote, vont alors pouvoir
proliférer tout en intégrant de nouvelles mutations. C’'est une phase de dormance
durant laquelle s’installe un équilibre entre la prolifération de cellules
transformées et I’élimination par les leucocytes d’une partie de celles-ci : les plus
immunogenes. Contrairement a la phase d’élimination qui impliquait les
composantes adaptatives et innées de I'immunité, la phase d’équilibre tient
uniquement a l'action des lymphocytes T et éventuellement B. De ce fait, le
systeme immunitaire continue d’agir en prévenant le développement d’une
tumeur maligne tout en sculptant également son immunogénicité.*33

la phase d’échappement : lorsque la tumeur réussi a échapper au contréle du
systéme immunitaire, celui-ci n’arréte pas de lutter, son action continue mais voit
cependant son efficience drastiquement réduite. Il semble en effet que le
systeme immunitaire, apres élimination des clones les plus immunogénes, ne soit
plus capable d’éliminer les cellules restantes tres faiblement immunogenes, et de
ce fait, les laissant se diviser.**® Il faut noter que de nombreuses études associent
un pronostic plus favorable aux patients possédant un infiltrat intra-tumoral
enrichi en lymphocytes T. Cependant, les cellules cancéreuses usent de
nombreux mécanismes permettant d’inhiber la réponse immunitaire, soit en se
cachant de ce dernier (insensibilité a I'IFNy et donc: sous-régulation de
I’expression du CMH, sous-régulation des récepteurs de TRAIL ou FasL ou des
autres récepteurs de I'activation des lymphocytes NK, expression de ligands de
checkpoint de I'immunité qui rendent les T anergiques...) soit en rendant
I’environnement micro-tumoral immunossuppresseur (recrutement de
lymphocytes Treg, MDSCs MDSCs (myeloid-derived suppressor cells), DCs non

fonctionnelles, sécrétion de TGFP et PGE;, promotion d’une inflammation pro-
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tumorale...). Ces mécanismes
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Figure 19 : Le mécanisme de I'immuno-édition tumorale.?4¢ a) Pendant la phase d'élimination, le systeme
immunitaire inné et adaptatif cooperent pour reconnaitre les cellules transformées qui ont échappé a la
suppression intrinséque des tumeurs et pour les éliminer avant que celles-ci ne deviennent cliniquement
détectables. En cas de destruction des cellules tumorales, ces éliminations constituent le seul mécanisme du
processus d'immuno-édition. B) Les tumeurs capables de survivre a la phase d'élimination peuvent évoluer vers la
phase d'équilibre, dans laquelle la croissance nette est limitée par le systéme immunitaire. L'immunogénicité
cellulaire est également éditée par le systeme immunitaire adaptatif. C) Les tumeurs éditées peuvent alors entrer
dans la phase d'échappement, au cours de laquelle leur croissance n'est pas limitée. Cela en grande partie en raison
de I'activation de voies immunosuppressives et/ou immuno-évasives. Les tumeurs échappées sont celles qui sont
cliniguement détectables. Si I'immunothérapie ne favorise pas les réponses immunitaires anti-tumorales ou si la
suppression immunitaire induite par la tumeur n'est pas surmontée, aucune réponse ne sera observée et le patient
sera considéré comme ayant une résistance innée. En revanche, une immunothérapie efficace peut ramener les
tumeurs a la phase d'élimination, ce qui se traduit par une réponse complete. Alternativement, si
I'immunothérapie utilisée ne parvient pas a surmonter completement la suppression immunitaire induite par la
tumeur, la tumeur pourrait étre forcée a un équilibre pendant le traitement, qui serait caractérisé par une réponse
partielle. La prolifération de clones, de cellules tumorales sélectionnées accord et capables de supprimer
I'immunité anti-tumorale, peut entrainer une rechute, qui serait caractérisée cliniquement comme une résistance
acquise aux traitements. CCL : C-C motif chemokine ligand, DC : dendritic cell, HLA : human leukocyte antigen, IFN-
y : interferony, IL- : interleukin, MDSC : myeloid-derived suppressor cell, MHCI : major histocompatibility complex
class I, NKG2D : NK cell receptor D, NK cell : natural killer cell, NKT cell : natural killer T cell, PD-L1/2 : programmed
cell death 1 ligand 1/2, TAM : tumour-associated macrophage, TGF-B : tumor growth factor B, TRAIL : tumor-
necrosis-factor related apoptosis inducing ligand, Treg cell : regulatory T cell.
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B. Réponse immuntaire anti-tumorale

Caractéristiques immunitaires de I’environnement micro-tumoral

Méme aprées I'’échappement du cancer au systeme immunitaire, une réponse anti-
tumorale reste quiescente méme si inefficace, comme en témoigne les lymphocytes
gue I'on peut retrouver a la marge des tumeurs ou a l'intérieur du tissu tumoral.
Cependant, cet infiltrat semble trés divers entre différents types de cancer, mais
également entre les patients. Bien que certains leucocytes, généralement du systeme
immunitaire inné, participent a la progression tumorale, les lymphocytes T infiltrés
dans la tumeur sont souvent facteurs de bon pronostic chez les patients. De ce fait,
I'infiltrat tumoral a été classifié selon le nombre de lymphocytes T infiltrés et leur
localisation. (Figure 20) Les tumeurs dites "chaudes" sont fortement infiltrées, au sein
méme du stroma, alors qu’a I'opposé, les tumeurs "froides" sont presque désertes en
lymphocytes (voire ne comptent quasiment aucun leucocyte). A ces deux types
s'ajoute les tumeurs dites "exclues" dans lesquelles un nombre non négligeable de
lymphocytes est détecté mais seulement a la marge invasive de la tumeur et non pas
a I'intérieur méme du tissu tumoral. Les lymphocytes ne semblent pas compétents
pour pénétrer le stroma tumoral. Finalement certaines tumeurs présentent un micro-
environnement tumoral faiblement infiltré malgré I'absence de barrieres physiques
qui pourrait freiner le recrutement. Ce phénotype est appelé immunosuppresseur car
c’est cet effet qui freine I'infiltration des lymphocytes dans le stroma tumoral. Plus
récemment, dans des tumeurs chaudes, un type d’infiltrat particulier, qui se
caractérise par la présence de lymphocytes B et Tfh et de TLS (tertiary lymphoid
structure) a été décrit. Ces derniéres ont montré une valeur pronostique positive dans
le cancer du cblon et certains cancers du sein, et ceci grace a I'augmentation du
recrutement de CTLs et Thl. D’autres caractéristiques sont aussi fréquemment
considérées pour décrire I'environnement immunitaire micro-tumoral, telles que
I’expression du CMH de classe | ou de PD-L1 par les cellules tumorales, et la quantité
de TGFB ou encore la charge mutationnelle (TMB pour tumor mutational burden) du
cancer. Cette derniere, qui représente le nombre total de mutations retrouvées dans
le génome des cellules cancéreuses, a été significativement corrélée a une meilleure

réponse aux immunothérapies.*”’ En effet, les mutations acquises par les cellules
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tumorales peuvent, en affectant la partie codante d’un gene, et en admettant que le

nouveau peptide généré puisse étre présenté sur les CMH, déclencher une réponse

immunitaire contre un antigene ne bénéficiant pas d’une tolérance. Dans cette lignée,

un plus grand nombre d’altérations génétiques favorise la présentation d'un plus

grand nombre de peptides immunogenes, et augmente donc la possibilité d’une

réponse spécifique anti-tumorale. Ces différents parameétres permettent d’estimer le

potentiel de réponse d’un patient a une immunothérapie.**®4°0 Une classification des

tumeurs en 4 sous-groupes a été établie selon le taux d’infiltration des lymphocytes T

etlaTMB :

le type 1: TMB élevée et haute infiltration de lymphocytes T. C'est le cas des
tumeurs chaudes. Une réponse immunitaire basale mais inefficace existe déja
dans I'environnement micro-tumoral. Ce type de tumeur apparait le plus a méme
de répondre aux immunothérapies, et particulierement aux anticorps inhibibant
les checkpoints inhibiteurs de I'immunité.

le type 2 : TMB faible et infiltration trés limitée de lymphocytes T. Ce type de
microenvironnement correspond a des tumeurs froides (ou éventuellement
exclues). Les cancers classifiés en type 2 sont les plus challengeant d’un point de
vu thérapeutique et sont généralement de « mauvais pronostic ». Cette situation
correspond a une totale ignorance du systeme immunitaire envers la tumeur,
probablement di a un défaut dans la présentation d’antigenes, causée par
exemple par I'exclusion d’APCs fonctionnels (principalement des DCs).

le type 3: TMB élevée et faible infiltration de lymphocytes T. Les tumeurs
exclues possedent généralement un stroma de type 3. Ces cancers ne sont
généralement pas sensibles aux immunothérapies classiques et le ciblage
d’autres caractéristiques tumorales peut améliorer l'infiltration lymphocytaire T.
Par exemple, des traitements s’attaquant a la réponse a I'"hypoxie et a la néo-
angiogenése permettent d'affecter des régions tumorales ou la vascularisation
anormale empéche l'infiltration des leucocytes. En outre, cibler la migration des
lymphocytes T a I'aide de chimiokines peut aussi étre une option.

le type 4 : TMB faible et infiltration de lymphocytes T. Ce type d’environnement

tumoral correspond a un phénotype immunosuppressif. Le stroma comprend une
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forte inflammation, qui participe a l'agressivité de la néoplasie, avec une
importante densité de leucocytes pro-tumoraux (Macrophages M2, MDSCs,
lymphocytes Treg...). Ces cancers pourraient bénéficier d’'immunothérapies.
Cependant, des inhibiteurs de molécules immunosuppressives, telles que TGF
ou IDO, ou une action ciblant les leucocytes pro-tumoraux semblent étre les plus

pragmatiques.*46:448,449

Absent Altered Optimal

Low Immunoscore Intermediate Immunoscore High Immunoscore
Cold Excluded Immunosuppressed Hot

Non-inflamed CT-Lo, Hi-IM Inflamed

Response to T cell checkpoint inhibition

Figure 20 : Les différents types d'infiltrats immunitaires, selon le nombre de lymphocytes T dans le
microenvironnement tumoral. (modifié de Galon et Bruni, Nat. Rev. Drug Discov., 2019)%48 Représentation
schématique des quatre sous-types immunitaires de tumeurs, classés selon un immunoscore (qualité et quantité
de l'infiltrat) croissant de gauche a droite, ainsi que la correspondance avec leur réponse aux traitements par
inhibiteurs des checkpoints de I'immunité. Il convient de noter que dans les tumeurs altérées exclues, les infiltrats
de cellules T CD3* et CD8* sont faibles au centre de la tumeur et élevés a la marge invasive, ce qui représente
globalement un Immunoscore intermédiaire. Les tumeurs altérées immunosuppressives présentent a la place un
schéma plus uniforme d'infiltration des cellules T CD3* et CD8* (faible). CT : centre of tumour, Hi : high, IM : invasive
margin, Lo : low.

Consensus sur la réponse immunitaire anti-tumorale

Une réponse anti-tumorale peut-étre réactivée au cours d’un cancer. C'est
notamment le cas lors d'immunothérapies mais également de certaines
chimiothérapies qui induisent une mort cellulaire immunogene, résultant en la
réactivation d’une réponse immunitaire anti-tumorale spécifique. L’efficacité de celle-
ci repose donc principalement sur le priming de clones de lymphocytes T spécifiques
de la tumeur et I'induction d’'une mémoire qui permet une réponse de longue durée.
En particulier, les lymphocytes T résidents mémoires (Trm pour tissue-resident
memory T cells) semblent associés a une réponse plus rapide et efficace sur le long
terme que les lymphocytes T centraux mémoires (Tcm). De plus, leur détection dans
la tumeur, grace au marqueur CD45R0, est corrélée avec une augmentation de la
survie. En paralléle, le systtme immunitaire inné joue principalement un réle de
soutien dans le priming de cette réponse anti-tumorale. Celle-ci a été mesurée dans
plusieurs résections et échantillons de patients, apres différents traitements, et

associée avec la signature moléculaire d’'une réponse Thl et CTL, c’est-a-dire la
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sécrétion d’IFNy et |'activation de sa voie de signalisation intracellulaire. Cela
provoque alors I'expression de diverses molécules : 1) les molécules de CMH de classe
| et Il sur les APCs et cellules tumorales qui permettent la présentation des antigenes
tumoraux et le priming des lymphocytes T, 2) la sécrétion de CCL2 et CCL7 qui permet
de recruter les monocytes et macrophages M1, via CCR2, 3) la sécrétion de CCL3 et
CCL4 qui attire les DCs au site de la tumeur, via CCR5, 4) la production de CXCL9 et
CXCL10 qui se fixent sur CXCR (C-X-C motif chemokine receptor) 3 pour recruter les
lymphocytes Thl. De plus, les marqueurs de lymphocytes T (CD4* et CD8*) et NK
(CD56) sont détectés, ainsi que I'expression de granzymes, perforine, granulysine et
caspases qui témoignent d’une réponse cytotoxique. Cette réponse immunitaire anti-
tumorale se déroule en plusieurs étapes successives (Figure 21) :4514>2

1. le relargage des antigénes suite a la lyse des cellules tumorales.

2. le chargement des APCs avec les antigénes associés a la tumeur : cette étape ne
peut se réaliser efficacement que si la mort des cellules tumorales est
immunogene (ICD ou nécrose) via la sécrétion ou I'exposition de DAMPs (ex. ATP,
HMGB1, calreticuline) et la production d’IFNs de type | qui participent au
recrutement et a la maturation des DCs. Ces derniéres peuvent alors prélever les
antigenes et les charger sur les CMH de classe | et Il. En outre, les IFNs de type |
stimulent la sécrétion d’IFNy et de cytokines permettant le recrutement de
lymphocytes T, NK et de monocytes.389,381

3. la présentation des antigénes aux lymphocytes T : les DCs migrent ensuite dans
les ganglions lymphatiques, ou dans des structures lymphoides tertiaires intra-
tumorales, pour présenter les antigenes aux lymphocytes T. Au sein méme de la
tumeur, malgré la présence de DCs, il semble que cette étape de priming ne soit
pas efficiente, probablement di a I'environnement immunosuppresseur qui
perturbe-l'activité des DCs, en particulier leur capacité a sécréter I'lL12 (signal de
différentiation en lymphocytes Th1) et les IFN de type |, ou a surexprimer des
signaux de co-stimulation nécessaires a l'activation des lymphocytes T (ex.
CD80/86 et CD40 pour I'activation des lymphocytes T CD4* ou CD70, 4-1BBL (4-
1BB ligand), GITRL (GITR ligand) et OX40L (OX40 ligand) pour I'activation des
lymphocytes T CD8*). Les mDCs sont principalement impliquées dans la

présentation antigénique initiatrice de la réponse anti-tumorale. On distingue
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deux sous-groupes de mDCs : les CD103* DC1 et les CD11b* DC2. Les premieres
sont spécialisées dans la présentation antigénique croisée et l'induction d’une
réponse T cytotoxique, alors que les secondes présentent majoritairement les
antigenes sur le CMH de classe Il aux lymphocytes T CD4*. De plus, la production
d’IL12, de CXCL9 et CXCL10 favorisent la polarisation des lymphocytes T CD4* vers
un phénotype Th1 et participe a I'activation des CTLs.4>174%3

recrutement des lymphocytes T activés dans I’environnement micro-tumoral : la
sécrétion de CXCL9 et CXL10 permet |'attraction des CTLs et lymphocytes T CD4*
Th1 activés et primés vers le site tumoral.#>14>4

pénétration des lymphocytes T dans I’environnement micro-tumoral : lors de
leur arrivée, les lymphocytes T expriment des molécules d’adhésion qui leur
permettent de pénétrer dans le stroma tumoral. Cependant, elles doivent
outrepasser divers mécanismes immunosuppresseurs comme |'exposition a des
checkpoints immunitaires inhibiteurs et la sécrétion par les leucocytes pro-
tumoraux de molécules immunosuppressives comme IL10, TGFB, PGE;, adénosine
et galectine-1. Malgré tout, les lymphocytes T CD4* Thl sécretent de I'lL2, du
TNFa et de I'IFNy qui permettent de recruter des macrophages M1 et
lymphocytes T et NK, de promouvoir I'activité cytotoxique des macrophages et
des lymphocytes NK et T CD8* et de favoriser le priming et la polarisation des
lymphocytes Th1 et Tc1.451452,455456

reconnaissance et lyse des cellules tumorales: la sécrétion d’IFNy par les
lymphocytes Thl permet notamment d’augmenter I'expression des molécules du
CMH et favorise le processing des peptides pour leur présentation, et de fait
promeut I'action des CTLs. Les CTLs et les lymphocytes NK peuvent alors détecter
les cellules tumorales et initier la dégranulation de molécules cytotoxiques
(perforine et de granzymes), et induire I'apoptose par I'action de TRAIL ou FasL.
Bien que les lymphocytes NK aient un fort pouvoir anti-tumoral, ceux-ci ne
semblent pas posséder un réle majeur dans la réussite au long terme de la
réponse anti-tumorale. Cependant, I'action des NKs peut soutenir I'induction
d’une réponse spécifique des antigenes tumoraux en initiant I'epitope spreading
grace a leur capacité de lyse.*1457458 | eur efficacité est probablement amoindrie

du fait des différentes stratégies mises en place par les cellules tumorales pour se
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préserver de leur action : sécrétion de TGFB*8, surexpression de molécules du

HLA-G qui inhibe KIR exprimé par les cellules NKs,*>°

sous-régulation de
I’expression de MICA/B ou sécrétion de formes solubles de MIC qui perturbent la

signalisation par NKG2D.#60461

Trafficking of
T cells to tumors

Priming and activation
(APCs & T cells) ‘/:—3\]
&/
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Figure 21 : Le cycle de l'immunité anti-tumorale.?5! La génération d'une immunité contre le cancer est un
processus cyclique qui peut se propager automatiquement, conduisant a une accumulation de facteurs
immunostimulants qui devraient en principe amplifier la réponse des lymphocytes T. Le cycle est également
caractérisé par des facteurs inhibiteurs qui conduisent a des mécanismes de régulation immunitaire, ce qui peut
limiter I'immunité. Ce cycle peut étre divisé en sept étapes principales : la libération d'antigenes par la cellule
cancéreuse, assimilation des antigenes par les APC, activation et amorgage des lymphocytes T par les APC dans le
ganglion lymphatique, circulation des CTLs jusqu’a la tumeur, infiltration des lymphocytes T dans la tumeur,
reconnaissance des cellules cancéreuses par CTL et finalement, destruction des cellules cancéreuses par I'action
cytotoxique des lymphocytes. Chaque étape est décrite et complétée avec les types cellulaires impliqués et le site
ou elle se déroule. APC : antigen presenting cell, CTL : cytotoxic T cell.

Les différents types de réponses immunitaires dans le cancer

Al'inverse de la réponse Th1l, la réponse Th2 est généralement associée a un mauvais
pronostic. Cela s’explique notamment par son inhibition de la réponse Th1. De plus,
les lymphocytes Th2 sécretent de I'lL4, IL5 IL6, IL10 et IL13 qui favorisent une anergie
des lymphocytes et une réponse humorale plutot que cytotoxique. En outre, les IL4,
IL10 et IL13 favorisent la polarisation des macrophages et des neutrophiles vers un
phénotype alternatif, M2 et N2 respectivement, et empéchent la maturation des DCs

et leur fonction de présentation. Par ailleurs, cela augmente aussi la production de
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iNOS (inducible nitric oxyde synthase) et d’arginase par les macrophages ce qui bloque
la prolifération et I'activation des lymphocytes T CD8*. En outre, la présence de
lymphocytes B dans I’environnement micro-tumoral, sans présence de TLS, a été
reliée a un plus mauvais pronostic. Ces derniers pourraient participer a la progression
tumorale par différents mécanismes. Leur sécrétion d’IL10 et de TGFB favorisent la
prolifération cellulaire et le recrutement de MDSCs et de lymphocytes Treg. La
production d’anticorps et leur dépdt pourrait promouvoir I'angiogenése, et aussi une
inflammation chronique médiée par activation des cellules myéloides dotées de
récepteurs a la région Fc (fragment cristallisable) des Ig. Il semble également que des
lymphocytes B arborent un phénotype régulateur au sein du stroma tumoral.
Cependant, I'acquisition de ce phénotype régulateur n’est pas bien comprise,
notamment si cela provient d’une transition qui s’opére lors de leur recrutement dans
la tumeur. Néanmoins, pour certains types de tumeurs comme les cancers du sein,
des ovaires ou les lymphomes de Hodgkin, I'infiltration de lymphocytes Th2 et/ou
I’expansion clonale de lymphocytes B sont associées a un bon pronostic,
probablement via la production d’anticorps et la fonction de présentation antigénique

des lymphocytes B.451-453457,462,463

La réponse médiée par des lymphocytes Th1l7 semble avoir une double valeur
pronostique : mauvaise dans le cas des cancers colorectaux et du poumon et le CHC,
bon chez les patients souffrant de cancers gastriques ou de I'cesophage.*3 En effet, il
apparait que la principale cytokine produite par ces lymphocytes Th1l7, I'IL17A,
présente une activité pro- ou anti-tumorale selon le contexte. D'une part, elle peut
induire une réponse anti-tumorale en augmentant la réponse médiée par les
lymphocytes B et T CD8*.4°0464465 D'autre part, I'L17A peut favoriser une
inflammation chronique (via la sécrétion d’IL1B, CXCL8, CXCL2, CCL20, IL6...),%® le
recrutement de MDSCs et I'angiogenése (sécrétion de VEGF) ce qui peut favoriser la
progression tumorale.*®”468 Néanmoins, I'lL17 n’est pas uniquement sécrétée par les
Th17 mais aussi par les MDSCs, certains macrophages et neutrophiles, ainsi que les
lymphocytes T y8.46° Les lymphocytes Th17 sécrétent également de I'IL17F et de I'lL21
qui possédent également une action pro-angiogénique.*®® Elles produisent aussi deux

ectonucléotidases (CD39 et CD73) qui favorisent la dégradation d’ATP et ADP
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(adénosine-diphosphate) et adénosine particulierement immunosuppressive pour les
lymphocytes Thi et Tc1.47° En paralléle, probablement via la production de CCL20 et
CCL2, les lymphocytes Th17 promeuvent le recrutement de lymphocytes T CD4* et
CD8* et de DCs dans la tumeur et la migration de ces APCs dans les ganglions
lymphatiques drainant la tumeur. De plus, les Th1l7 semblent aussi avoir la capacité
d’acquérir, apres activation, le complexe du CMH provenant d’'un DCs, déja associé a
un peptide, et d’en faire la présentation aux lymphocytes T CD8*.#! Par ailleurs, les
lymphocytes Th17, contrairement aux Thl et Th2, ont une tres grande plasticité
cellulaire qui leur permet de transiter vers des phénotypes pseudo-Th1, -Th2 ou -Treg.
La transition vers un phénotype pseudo-Th1 semble a sens unique et est favorisée par
I'lL12, I'IL23, I'IL1B et un faible taux ou une absence de TGFB. La conversion des
lymphocytes Th17 en pseudo-Thl, qui expriment encore certaines caractéristiques
des Th17, apparait relativement courante in vivo. Aussi, des lymphocytes T présentant
un phénotype mixte Th17/Treg ont été décrits chez ’homme et la souris, ils sont la
preuve d’une forte plasticité existante entre ces deux polarisations. De plus, la
différentiation vers les phénotypes Th17 et Treg comporte des points communs, dont
notamment I'effet du TGFB. Les lymphocytes T mixtes Th17/Treg produisent de I'lL17
et présentent une activité immunosuppressive dépendante de I'expression du facteur
de transcription FoxP3 (forkhead box P3). Ces T mixtes Th17/Treg pourraient étre
impliqués dans les processus auto-immuns. La polarisation vers le phénotype Th17 est
favorisée par I'lL6, alors que la transition vers le sous-type Treg est influencée par
I"IL1B, I'1L21, I'1L23 et I'IL2. Des lymphocytes mixtes Th17/Th2 existent également chez
'homme et peuvent sécréter les cytokines, signatures des deux phénotypes.
Cependant la plasticité des lymphocytes Th17 vers Th2 n’est pas réciproque et est
médiée par la présence d’IL4.472 Plus récemment, il a été mis en évidence qu'en
situation non pathologique les Th17 acquierent un phénotype Tfh (caractérisé par
I'expression de BCL-6, CXCR5, IL21 et PD-1 [programmed cell death 1]), notamment
dans les organes lymphoides secondaires, et permettent le développement d’une
réponse B.46>46% Ay sein de la tumeur, le recrutement des lymphocytes Th17 semble
reposer sur différentes cytokines, dépendamment de I’environnement, telles que
CCL20, CCL17, CCL22, MIF (macrophage migration inhibitory factor), CCL5, CCL2 ou

encore CCL4, qui sont principalement produites par des cellules myéloides. En outre,
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la sécrétion d’IL1B, IL6, IL23 et de TGFB par les cellules cancéreuses et les CAFs
favorisent une différentiation en Th17.4’3 Dans le stroma tumoral, des lymphocytes T
CD4* Th17/Th1 secrétant de I'lL17, du TNFa et de I'IFNy ont été retrouvés dans
plusieurs types de cancers. Ces cellules T CD4* Th17/Th1 ont la capacité de sécréter
du CXCL10 et CXCL9, qui permettent le recrutement des lymphocytes T, et de favoriser
I’activité cytotoxique des macrophages/monocytes, lymphocytes T CD8" et NK. I
apparait méme que ces T CD4* Th17/Th1 aient un réle anti-tumoral plus important
gue les lymphocytes Thl. Cette aptitude est reliée a leur production concomitante
d’IL17 et d’IFNy.*’2474 La polarisation des lymphocytes Th17 vers un phénotype Treg
n’a pas pu étre démontrée in vivo, méme si des preuves existent in vitro. En outre, les
lymphocytes Th17/Treg, observés dans I’environnement micro-tumoral, dérivent
généralement de lymphocytes Treg.*®® La fonction suppressive de ces lymphocytes
Th17/Treg semble étre fonction du contexte tumoral. Par exemple, la sécrétion d’IDO
par les pDCs préserve le phénotype régulateur des lymphocytes Treg, alors que la
sécrétion d’IL6 favorise une plasticité vers un phénotype Th17.4’> Cependant, la
polarisation de clones T Th17 vers un phénotype Thl ou Treg dans I'environnement
micro-tumoral doit encore étre questionnée et semble dépendre des cytokines
localement sécrétées. Une revue systématique a pu établir que dans la tumeur, I'lL17A
était en réalité corrélée a un mauvais pronostic mais qu'une plus grande fréquence de

lymphocytes Th17 était, quant a elle, associée avec un meilleur pronostic.*’®

L’étude de I'environnement micro-tumoral a permis de mettre en évidence la
formation fréquente de TLS au niveau des marges invasives de tumeurs solides, et leur
association avec un meilleur pronostic dans plusieurs types de cancers. Ces TLS
semblent similaires aux follicules secondaires des ganglions lymphatiques. Ils sont
constitués d’une zone riche en lymphocytes T naifs et mémoires avec des DCs
matures, et d’une zone folliculaire avec des lymphocytes B matures entourés de
plasmocytes.**° (Figure 22) Ces structures se retrouvent principalement dans la zone
adjacente au stroma tumoral et sont générées lors d'une stimulation inflammatoire
chronique. La sécrétion d’IL17A et de CXCL13 par des lymphocytes, macrophages et
cellules stromales induit la sécrétion par ces derniéres de CCL19, CCL21, CXCL12 et

CXCL13. Ces chimiokines induisent la migration de lymphocytes T et B et de DCs et
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favorisent la formation de TLS. L'effet favorable des TLS sur le pronostic des patients
s’explique par leur structure et emplacement permettant la génération d’une réponse
immunitaire anti-tumorale, et plus spécifiquement d’une réponse effectrice et
mémoire, primordiale pour un effet au long terme.*’7=479 Les TLS permettent aux DCs
de présenter les antigenes tumoraux aux lymphocytes T et de les activer. Cela favorise
leur prolifération et leur différentiation en T CD4* Th1l ou CD8* cytotoxiques. De ce
fait, les TLS favorisent une réponse Th1/Tc1, capable d’orchestrer une réponse anti-

tumorale,*8®

mais également de générer des lymphocytes Tfh qui participent a la
maturation des lymphocytes B et a I'organisation des TLS.*8! Dans la zone folliculaire,
la détection de BCL-6 et d’IL21 indique une réponse médiée par les lymphocytes B
avec expansion clonale. En outre, la présence de lymphocytes Tfh est également
associée a une augmentation de la réponse B. De ce fait, les lymphocytes B
interagissent avec les DCs folliculaires présentatrices d'antigenes tumoraux et

463 || en résulte

génerent des immunoglobulines matures de forte affinité antigénique.
la formation de lymphocytes B matures, mémoires ou de plasmocytes et la sécrétion
d’anticorps. Parmi ces immunoglobulines, certaines vont se fixer aux cellules
tumorales et induire une cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps
(ADCC pour antibody-dependent cellular cytotoxicity) ou une cytotoxicité dépendante
du complément (CDC pour complement-dependent cytotoxicity).*>%477482 pPar ailleurs,
les 1IgG produites localement peuvent augmenter la capacité de présentation des DCs
en favorisant leur activation par fixation aux récepteurs de la région Fc et en sur-
régulant leur expression de molécules co-stimulatrices (ex. CD86).83 Finalement, les
lymphocytes B présents dans les TLS sont en mesure de présenter des antigenes
tumoraux aux lymphocytes T CD4* et CD8*.%82 Chez des patients, la densité de TLS a
été corrélée avec celle des lymphocytes T CD4* et CD8* dans la tumeur, et associée a
une augmentation de leurs marqueurs d’activation, de chimiotaxie et de cytotoxicité,
et a un phénotype effecteur mémoire.489483484 par ailleurs, les lymphocytes T CD4*
and CD8" mémoires générés dans un TLS peuvent rejoindre I'environnement tumoral
ou la circulation générale, grace a CCL21 exprimé par les vaisseaux lymphatiques.*’®
Dans ce dernier cas, les lymphocytes peuvent y « patrouiller » sur une longue période

et prévenir des métastases. En revanche, dans certains types de tumeurs, les TLS sont

associés avec un stade plus avancé et un mauvais pronostic. Cela pourrait étre di a la
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facilité de métastaser vers les ganglions lymphatiques deés lors que des cellules
cancéreuses ont pénétré dans un TLS. De plus, la détection de lymphocytes Treg et/ou
de MDSCs dans des TLS pourrait avoir une influence négative sur la capacité de ces
derniéres a induire une réponse T et B anti-tumorale.*>°
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Figure 22 : L'organisation d'une structure lymphoide tertiaire.#5® Le schéma montre une structure lymphoide
tertiaire (TLS) située dans une tumeur avec une zone de lymphocytes T CD3* contenant des cellules dendritiques
(DC) DC-LAMP+ (DC-lysosome-associated membrane glycoprotein) et des cellules fibroblastiques reticulaires (FRC),
et une zone de lymphocytes B CD20+ avec un centre germinal, des plasmocytes, des complexes immuns formés
d’anticorps et d’antigenes tumoraux, et des DCs folliculaires (FDC). L’action, a la fois, des lymphocytes T effectrices
cytotoxiques CD8*, et des lymphocytes B générées dans le TLS, permettent la destruction de la tumeur in situ via
I'induction directe de la mort cellulaire, ou par la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) médiée
par les macrophages et/ou les lymphocytes NK (natural killer), et la cytotoxicité dépendante du complément (CDC).
Les lymphocytes T et B centraux mémoires générés dans les TLSs peuvent circuler et protéger contre les
métastases. Dans certains cancers, les TLSs situés dans des régions inflammées adjacentes a la tumeur, peuvent
servir de niche pour les cellules tumorales progénitrices ou les cellules cancéreuses a I'origine d’une rechute. IFNy
:interferony, IL-2 : interleukin-2, MHC : major histocompatibility complex, PD1 : programmed cell death 1.

C. Contexte immunitaire du cholangiocarcinome

Le microenvironnement du CC est considéré comme desmoplastique avec un grand
nombre de CAFs. Cet environnement est également infiltré par des cellules
immunitaires pro-tumorigéniques et pro-inflammatoires.*® Il a été mis en évidence

gue les CAFs jouent un réle actif dans la progression du cancer grace au remodelage
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de la MEC et a la communication avec les différents compartiments immunitaires pro-

inflammatoires.*86487

Macrophages associés a la tumeur (TAMs pour tumor-associated
macrophages)

Les macrophages associés aux tumeurs sont l'un des principaux composants de
I’environnement micro-tumoral. lls jouent un rbéle majeur dans la progression
tumorale et le remodelage du microenvironnement. Dans le contexte spécifique du
cancer, les TAMs présentent principalement un phénotype M2 avec de puissantes
propriétés pro-tumorigénes et immunosuppressives.*®49 (Figure 23) Les TAMs
produisent de grandes quantités de MMPs, de RNS et ROS*8%4%0, diverses cytokines*®
et des facteurs pro-angiogéniques tels que I'IL8 et du VEGF.489491

Au sein du CC, les TAMs dérivent principalement de monocytes circulants qui sont
positifs pour CD14 et CD16, et ne semblent pas liés aux KCs. lls sont attirés par le
microenvironnement tumoral via la signalisation par CCL2 et le CSF1 (colony
stimulating factor 1) sécrétés par les CAFs,*° et activés via la voie IL6/STAT3.485492
CCL2 semble critique pour le recrutement des TAMs au niveau de I'environnement du
CC,*3 et pourrait étre secrété, en plus des CAFs, par les KCs et les TANs (tumor
associated neutrophils).*** D’autres cytokines, telles que les chimiokines CCL3, CCL4
et CXCL12%* ou les interleukines IL1B, IL4, IL10 et IL13, sont également impliquées
dans I'attraction des macrophages et monocytes dans la tumeur.#°2

Les macrophages acquierent leur phénotype M2, principalement via la signalisation
IL6/STAT3.%%> En effet, les cellules CC produisent des quantités importantes d'IL6 et de
TGFpB, deux molécules impliquées dans la polarisation des macrophages, qui agissent
également avec I'lL10 et le CSF1 sécrétées par les cellules tumorales et les cellules
immunitaires infiltrées.**> De plus, un sous-type de cellules de CC avec un phénotype
stem cell-like, est impliqué dans la sécrétion d'ostéoactivine, d’IL13 et d’IL34 qui
potentialisent activement le recrutement de TAMs et leur polarisation en type M2.4%
Lorsqu'ils sont présents dans le microenvironnement tumoral, les macrophages M2
libérent une grande quantité de molécules favorisant la progression du cancer et le

processus de métastases : du TNFa, de I'lL6 et du TGFP qui favorisent la croissance
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tumorale ; du VEGFA qui contribue a l'angiogenése ; des MMPs qui participent au
remodelage de la MEC; ainsi que de I'lL4, IL8, IL10, et du CCL2, CCL22 et CCL17 qui
attirent des cellules immunosuppressives comme les TANs, les MDSCs et les Treg. En
outre, le métabolisme des TAMs M1 est principalement basé sur la production d'iNOS,
qui convertit I'arginine en NO toxique pour les cellules cancéreuses. Cependant, les
TAMs M2 expriment I'enzyme arginase 1 qui métabolise I'arginine en ornithine et
favorise la polarisation vers le phénotype M2 et altere I'activité anti-tumorale des
lymphocytes T.485495497.498 pe plus, il a été démontré que la voie Wnt/B-caténine
favorise la croissance du CC et contribue a la polarisation de TAMs vers un phénotype
M2. En effet, il semble que les cellules CC produisent certains ligands Wnt qui peuvent
ensuite recruter et activer alternativement les macrophages. En parallele, le Wnt
dérivé des macrophages prend en charge la prolifération des cellules CC par Ia
signalisation canonique Wnt.499:590

Chez les patients souffrant de divers cancers, le nombre, le phénotype et/ou la
localisation des macrophages dans la tumeur a montré une valeur pronostique.>°1-507
Dans le CC, une forte densité de macrophages M2 (c’est a dire des macrophages
CD163*) est associée avec une promotion de la tumeur et un plus grand caractére
invasif,4°%4%8 mais est également corrélée au nombre de Treg inflitrés.**> Ainsi, la
survie sans rechute des patients souffrant de iCC, ainsi que la survie globale des sujets
atteints de eCC, semblaient plus faibles lorsque les tumeurs étaient enrichies en
M2.49>4% Dans d’autres études cependant, la détection de TAMs CD68* au niveau du
front invasif du CC corrélait avec un plus faible taux de rechute et pourrait servir de
marqueur pronostique indépendant pour la survie.>®” A’opposé, la présence de TAMs
CD68" au centre de la tumeur est associée avec un plus mauvais pronostic.>%’

Enfin, certains macrophages exprimant le récepteur de l'angiopoiétine TIE2
(macrophages appelés TEM) sont détectés dans de nombreuses tumeurs malignes, et
favorisent I'angiogenése en surexprimant du VEGF, ce qui favorise l'invasion tumorale.
Dans certains modeles, on leur a également attribué des fonctions
immunosuppressives en convertissant les cellules T conventionnelles en phénotype
Treg via la sécrétion d'IL10,%°! et en altérant la maturation des DCs et donc le priming
de lymphocytes T.°% De fagon intéressante, dans le cas de CC hilaires, les TEMs étaient

associés avec un bon pronostic.>%
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Figure 23 : L’effet de l'infiltrat immunitaire dans I'environnement micro-tumoral sur le pronostic des patients.463
Les données de 200 études incluant environ 25000 patients, ont été analysées afin d’établir une valeur pronostique
sur la survie globale des lymphocytes T CD8*, des structures lymphoides tertiaires (TLS), des lymphocytes T
régulateurs (Treg), des macrophages (M) CD68+ et plus spécifiquement des sous-type M1 ou M2. Les pastilles de
couleur foncée indiquent une forte association pronostique positive (verte) ou négative (rouge) apres analyse de
toutes les études pertinentes, les pastilles de couleur plus claires indiquent une association pronostique
principalement positive (vert clair) ou négative (orange) dans la majorité des études analysées. Les cercles blancs
indiquent aucune corrélation statistiquement significative, ou qu'une association pronostique suspecte a été
observée dans plusieurs études. La taille des cercles indique le nombre de patients inclus dans les études : les petits
cercles correspondent a 0-100 patients, les cercles de taille moyenne correspondent a 100-1000 patients et les
grands cercles correspondent a 1 000-10000 patients.
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Neutrophiles associés a la tumeur

Le role des neutrophiles dans le cadre d’'un cancer pose encore des questions.
Cependant, leur association fréquente avec un mauvais pronostic met en évidence un
certain rdle pro-tumoral.®l® En effet, les TANs semblent acquérir un phénotype
alternatif au sein du site tumoral, de la méme maniere que les macrophages. La
polarisation N1 et N2 est couramment utilisée pour décrire, respectivement, le
phénotype anti-tumoral ou pro-tumoral des neutrophiles.>10°11

Plusieurs molécules sont impliquées dans le recrutement de neutrophiles dans la
tumeur comme : les GM-CSF, G-CSF, VEGF et IL1B qui sont produits par les CAFs et
d’autres leucocytes infiltrés ; les IL8 et IL6 qui sont sécrétées par les cellules

cancéreuses et les macrophages; les CXCL1, CXCL2, IFNy et TNFa qui sont produites
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par les lymphocytes T et les neutrophiles eux-mémes (rétrocontrdle positif).#”>19 Au
sein du CC, l'attraction des neutrophiles semble principalement médiée par la
sécrétion de CXCL5 par les cellules tumorales, et via les voies de signalisation PI3K/
AKT (protein kinase B) et ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2).°1?

Une fois infiltrés dans le microenvironnement tumoral, les neutrophiles présentent
souvent un phénotype N2. La polarisation des TANs est principalement médiée par le
TGFB qui provient des cellules tumorales®! ou des TAMs.*® L'IL8 et le CXCL5
contribuent aussi a leur polarisation vers un phénotype pro-tumoral.>!3

Les TANs libérent de nombreux facteurs de croissance, enzymes et cytokines tels que
1) le HGF qui favorise la croissance tumorale, 2) I'oncostatine M, la cathepsine G, la
protéinase-3, les MMP8 et 9 et I'élastase qui participent au remodelage du
microenvironnement tumoral, 3) CXCL1, CXCL8 et CCL3 qui attirent les leucocytes ou
4) CXCL2, CXCL6, VEGF, et encore la MMP9 qui stimulent I'angiogenése. lls contribuent
a établir un microenvironnement pro-inflammatoire et pro-tumoral et augmentent le
potentiel métastatique des cellules malignes.>%>1* Comme les macrophages M2, les
TANs N2 produisent également des quantités importantes d'arginase qui inhibent la
fonction effectrice des lymphocytes T,>!! secrétent du CCL2 et CCL7 qui participent au
recrutement des TAMs, et du CCL17 qui attire les Treg.*9%°12 Par ailleurs, les
neutrophiles pourraient également favoriser les métastases via I'action de leur NET,
comme cela a été suggéré dans un modéle de CHC.>®

En parallele, des neutrophiles dotés de fonctions anti-tumorales ont également été
détectés dans de nombreux types de cancer. lls agissent comme des neutrophiles
classiques et pourraient améliorer la réponse anti-tumorale médiée par les cellules T,
ainsi que par certaines cellules immunitaires innées.>

Dans le cadre d’eCC, un niveau élevé de TAN CD66* est corrélé avec une densité de
Treg plus élevée et une infiltration de lymphocytes T CD8* plus faible.>'® Un niveau
élevé de TANs CD66" intratumoraux a été associé a un mauvais taux de survie non
seulement chez les patients atteints d'eCC mais également chez les patients atteints
d'iCC.>13516 De méme, dans un panel de 291 échantillons de patients atteints d'eCC ou
d'iCC, la densité des neutrophiles, positifs pour CD15, était plus élevée dans le tissu
tumoral par rapport au tissu sain proximal. De plus, une augmentation de la détection

de CD15 dans le lit tumoral a été reliée a une durée de survie sans rechute plus
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courte.®” Dans l'ensemble, les neutrophiles infiltrant le CC ont tendance a étre
corrélés avec une mauvaise issue clinique. De nos jours, le ratio
neutrophiles/lymphocytes est exploité comme marqueur de pronostic en clinique, et
une méta-analyse a conclu qu'un ratio élevé était de mauvais pronostic dans le CC

(taux de survie plus faible).>18

Cellules myéloides suppressives

Les MDSCs sont un groupe de cellules immunitaires hétérogenes, dérivées de
progéniteurs  myéloides immatures, avec de puissantes propriétés
immunosuppressives impliquées dans la progression tumorale ainsi que dans d'autres
pathologies liées a I'immunité. Leurs actions immunosuppressives reposent
notamment sur la synthese de ROS et la production d'enzymes comme l'arginase,
iNOS, COX2 (prostaglandin-endoperoxide synthase 2) et IDO, ainsi que des cytokines
comme TGFB ou IL10. Ces molécules abrogent les réponses des lymphocytes T
spécifiques de I'antigene, en affectant directement ces cellules ou par I'induction d’un
environnement fortement immunosuppressif. Outre cette action sur les leucocytes,
elles impactent également la croissance tumorale en favorisant |'angiogenéese, en
induisant la sécrétion de VEGF et du FGF (fibroblast growth factor), et le remodelage
du microenvironnement via la promotion de la libération de MMP9. Dans de
nombreux histotypes de cancer, un nombre élevé de MDSCs (dans le
microenvironnement tumoral et la circulation) a été associé a un stade plus avancé de
cancer et a un mauvais pronostic.>19521

Dans plusieurs modéles murins de tumeurs malignes, les CAFs qui produisent FAP
(fibroblast activation protein) attirent les MDSCs dans le microenvironnement tumoral
de maniére dépendante de CCL2/STAT3, mais également via la sécrétion d'IL6 et
d'ID0.492522 | 3 sécrétion de CXCL1 et CXCL2 par les cellules tumorales est également
impliquée dans le recrutement des MDSCs au site de la tumeur.>?

Jusqu'a présent, le role des MDSCs a été sous-étudié dans le cadre du CC. Néanmoins,
dans une cohorte de patients, le tissu malin est apparu plus infiltré par les MDSCs que

le tissu sain environnant, suggérant un réle pro-tumoral.>?!
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Les lymphocytes NK

Peu de choses sont connues sur les cellules NK dans le cadre du CC. Néanmoins, dans
plusieurs autres cancers, y compris le CHC, une augmentation du nombre de NK de
leur activité cytotoxique a été associée a de meilleurs résultats cliniques.#9523

Chez les patients atteints par la CSP, les polymorphismes du récepteur d'activation,
des cellules NK, NKG2D, sont associés a un risque plus élevé de développer un CC.>?*
Comme NKG2D est principalement exprimé sur les cellules NK, cette observation
pourrait indiquer un réle important des cellules NK dans I'immunosurveillance du CC.
Dans cette ligne, I'activité cytotoxique anti-tumorale des cellules NK, expansées ex
vivo, a récemment été observée contre un modele de CC implanté chez des souris
immunodéficientes.>?® Cependant, la faisabilité d'une telle thérapie dépendra de la
capacité des cellules NK a s'infiltrer dans le microenvironnement tumoral et a

provoquer une réponse cytotoxique appropriée dans un héte immunocompétent.>?

Lymphocytes T et B

Les lymphocytes T, en reconnaissant de maniere spécifique un antigene, peuvent
orchestrer une réponse hautement cytotoxique contre les cellules malignes. Par
exemple, le transfert adoptif de cellules T spécifiques de CC expansées ex vivo a
montré une amélioration remarquable de la maladie chez un patient CC.>?® Bien que
le développement d'une masse néoplasique soit reconnue comme un échec de
I'immunosurveillance chez I'hote, cette derniére stratégie et d'autres approches
immunothérapeutiques sont en cours d'évaluation.*?®

Dans le microenvironnement tumoral, les mécanismes de tolérance immunitaire
bloquent ou affaiblissent la réactivité des lymphocytes T. Premierement, les DCs
infiltrées présentent souvent une maturation anormale, une présentation antigénique
défectueuse ou un phénotype fortement immunosuppresseur ou tolérogene,
empéchant de ce fait I'amorcage des cellules T CD8* et CD4*.>27>28 De plus, ces DCs
expriment fréquemment des molécules inhibitrices (par exemple PD-L1) qui limitent
I'activation des lymphocytes T.528 La polarisation des lymphocytes T CD4* naifs dans le
microenvironnement tumoral joue également un roéle majeur dans I'échec de

I'immunité anti-tumorale. En effet, la libération d'IL10 et de TGF( par les MDSCs et les
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TAMs,>2852% mais également la sécretion de CCL2 par les TANs, TAMs et CAFs, attirent
et amplifient les lymphocytes Treg au sein méme de la tumeur.#9512522 | es DCs jouent
également un réle dans le recrutement des lymphocytes Treg dans la tumeur tandis
que ces mémes lymphocytes, en retour, favorisent le phénotype régulateur des DCs
par 'expression constitutive de CTLA-4.527-528 De plus, IL10 sécrétée par les MSDCs et
les TAMs tend a favoriser une réponse des lymphocytes T auxiliaires CD4* Th2 avec
I'engagement des cellules B, plutdt que des réponses Thl ou Tcl. Ces deux dernieres
possédent une importante fonction dans immunosurveillance du cancer.>?>>3 || en
résulte un cercle vicieux ou une population prédominante de lymphocytes Treg
produit de I'lL10 et du TGFB et recrute donc d'autres cellules immunitaires innées
immunosuppressives, ce qui induit la polarisation des DCs en un phénotype
régulateurs produisant de I'IDO, empéchant finalement le systeme immunitaire de
rejeter le tissu malin.>28°29

Chez les patients atteints d'iCC, comme pour de nombreux cancers, les lymphocytes T
CD8* restent principalement sur le front invasif de la tumeur. Au contraire, les cellules
positives a I'lL17A ont été principalement trouvées dans les régions intratumorales et
pourraient étre liées a la progression de la tumeur.>!3 La détection des lymphocytes T
CD8" intratumoraux a été corrélée a une plus faible fréquence de métastases
ganglionnaires et a un meilleur pronostic global dans différentes cohortes de CC.>3%:532
Plus généralement, une quantité plus élevée de lymphocytes totaux infiltrés, de
lymphocytes B, T CD4* et CD8* a été décrite comme un marqueur de pronostic
favorable dans une cohorte de patients atteints de CC.>*®* Concernant la valeur
pronostique des lymphocytes Treg, sa pertinence reste débattue. En effet, des

533 ou

résultats contrastés ont été rapportés indiquant une association avec un bon
mauvais°®>3* pronostic dans une et deux cohortes de patients souffrant d’un CC,

respectivement.

Echappement immunitaire

L'une des caractéristiques du cancer est la capacité des cellules tumorales a échapper
a l'immunosurveillance de I’héte.*?8 C’est pourquoi, les cellules cancéreuses ont mis
en place plusieurs mécanismes afin de fagonner le systeme immunitaire a son

avantage. Premiérement, les cellules cancéreuses, y compris le CC, recrutent des
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cellules immunitaires qui arborent des activités pro-tumorales, par la sécrétion de
différentes molécules immunosuppressives. Parmi ces derniers, le TGFB et I'IL10
attirent les lymphocytes Treg, les TANs, les TAMs et les MDSCs qui peuvent fagonner
les DCs en un phénotype régulateur,*¥1>1153> en parallele I'IL6 favorise la polarisation
des macrophages dans un phénotype M2 et permet le recrutement des MDSCs.>3¢
L'enrichissement du nombre de CAFs au sein des tumeurs de CC réprime également
I'immunité anti-tumorale adaptative en sécrétant des cytokines immuno-inhibitrices
et en recrutant des acteurs immunitaires pro-tumorigénes.*°14% En densifiant la MEC,
ils participent aussi a I'exclusion physique des lymphocytes T. De plus, la production
de CXCL12 par les CAFs perturbe la migration des lymphocytes T vers la tumeur.>3’
Les cellules tumorales peuvent inhiber directement la réponse immunitaire anti-
tumorale médiée par les lymphocytes T en surexprimant certains checkpoints de
I'immunité, tels que PD-L1 ou HHLA2 (human endogenous retrovirus-H long Terminal
repeat-associating),”® ou en sous-régulant I’expression a la surface du CMH de classe
137 Chez les patients atteints d’un CC, I'expression de PD-L1 n’est pas toujours avérée
et semble principalement provenir des leucocytes plutét que des cellules
tumorales.>>>! L’expression de PD-L1 a cependant été corrélée avec une baisse du
nombre de lymphocytes T CD8' infiltrés dans la tumeur,>®* et un mauvais
diagnostic.>*%%*! Egalement, 'expression du CMH de classe | apparait sous-régulée
chez certains patients avec un CC,>*? alors qu’un taux normal est associé avec une
infiltration de lymphocytes T et un pronostic plus favorable.>*! Il est aussi probable
que les cellules de CC produisent du PGE; et de I'adénosine, ce qui peut directement
inhiber la fonction des lymphocytes T et leur activation.

D'autres mécanismes pourraient aussi favoriser |I'échappement immunitaire du CC.
Par exemple, I'absence de DAMPs émis par les tumeurs se développant lentement
pourrait de ce fait favoriser la tolérance.>?®°2° En outre, le systéme vasculaire sanguin
désordonné, que I'on retrouve dans le stroma tumoral, peut déclencher I'apoptose
des lymphocytes T, principalement des CD8*. Cela favorise ainsi un plus faible ratio de
lymphocytes T CD8* par rapport aux Treg.>3’

Le CC ne fait pas exception a la regle et sa croissance repose sur le développement de
mécanismes d'échappement immunitaires, notamment avec le recrutement de

leucocytes dotés de fonctions immunosuppressives. Il faut également prendre en
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compte que l'environnement du foie est naturellement tolérogéne ce qui peut
également participer a la faible activité anti-tumorale des leucocytes infiltrés ou a la

marge du CC.

Application d'immunothérapies pour le traitement du CC

Le CC est un cancer de mauvais pronostique et pour lequel le choix de thérapies reste
tres limité. L'émergence des immunothérapies en cancérologie depuis une vingtaine
d’années permet d’espérer le développement de nouveaux traitements plus efficaces.
De plus, les cellules T CD8" médiant I'immunité anti-tumorale peuvent étre détectées
et ont été associées a un pronostic favorable. Ainsi, il est envisageable d’imaginer la
mise en ceuvre d'approches immunothérapeutiques pour la prise en charge du CC.532
(Figure 24)

Cependant, contrairement a certaines tumeurs, comme le mélanome ou le cancer du
poumon, la réussite de ce type de traitement pour le CC ne semble pas forcément
évidente. En effet, il apparait tout d’abord, que le CC soit un cancer avec un faible taux
de mutation, le rendant alors moins immunogene. Dans une cohorte de plus de 300
patients, plus de 80% de ces derniers avaient un TMB inférieur a 6 - ce qui correspond
a la limite pour un TMB faible - et moins de 3% avaient un TMB considéré comme haut,
au-dessus de 20. Deuxiemement, le CC, de maniére analogue au cancer du pancréas
par exemple, possede un stroma tumoral desmoplastique, qui semble associé a son
mauvais pronostique. L'environnement micro-tumoral du CC, riche en CAFs activés,
pourrait empécher l'infiltration de leucocytes, peut-étre a cause d’'une matrice
extracellulaire particulierement pathologique, ou favoriser la polarisation de
macrophages en type M2.>*3 En outre, il a été démontré que les cellules stellaires
pancréatiques pouvaient séquestrer les lymphocytes T CD8", et donc de les empécher
d’accéder a la tumeur.>** Un phénoméne similaire médié par les HSCs pourrait avoir
lieu dans le cas du CC. Il semble en effet que les lymphocytes T CD8* ne soient que peu
infiltrés dans I’environnement tumoral, mais semblent pourtant présents dans le tissu
adjacent.>*>%> En tenant compte de ces deux paramétres, le CC semble appartenir au
type 2 de tumeur, ou tumeurs froides, du fait de leur faible TMB et un infiltrat de

lymphocytes assez limité.*4°
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Bien que cela ne place pas le CC comme une tumeur trés répondante aux
immunothérapies, certains patients avec un infiltrat ou TMB plus élevé pourraient
tout de méme bénéficier de ces traitements. Par exemple, une étude génomique a
démontré que plus de 45% des patients avec un cancer biliaire présentaient une
augmentation de I'expression d’au moins un checkpoint de I'immunité. De plus, les
malades avec la plus forte expression de ces checkpoints avaient statistiquement un
plus faible taux de survie.>*® Dans une autre étude, I'expression de PD-1, CTLA-4 et
GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related protein) a été détectée chez tous les sujets,
sur les lymphocytes T infiltrés dans la tumeur de CC. L'expression de ces checkpoints
était plus importante dans la tumeur comparée au foie sain, et la fonction effectrice
des lymphocytes T infiltrés pouvait étre améliorée grace au blocage de PD-1 et CTLA-
4, et a la stimulation de GITR.>* Ces résultats sont encourageants pour les patients
dont I'expression de checkpoints de I'immunité est augmentée dans la tumeur. En
outre, le nombre de lymphocytes T CD8* infiltrés dans I'environnement tumoral a été
corrélé avec le taux d’expression du CMH de classe | ce qui indique qu’une réponse
anti-tumorale est potentiellement déja existante.>*!

Actuellement, pas moins de 31 études ont été enregistrées sur ClinicalTrial.gov pour
évaluer diverses immunothérapies chez les patients présentant un diagnostic de CC.
Ces traitements reposent sur l'administration, en monothérapie ou en régimes
combinés, i) d'anticorps monoclonaux (mAbs) ciblant un antigéne tumoral, ii) de mAbs
bloquant les checkpoints inhibiteurs de l'immunité PD-1, PD-L1 ou CTLA-4, iii)
d'agonistes des checkpoints stimulateurs de I'immunité OX40 (tumor necrosis factor
receptor superfamily, member 4), iv) de lymphocytes T autologues ou exprimant un
récepteur antigénique chimérique (CAR T cells), v) de vaccination par DCs ou vi) de
virus oncolytiques ; cette derniere approche ayant le potentiel de "réchauffer" le tissu

malin mal infiltré par les cellules immunitaires effectrices.>*¢->4’
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Figure 24 : Les différentes stratégies anti-cancer par immunothérapies et leurs cibles.#4¢ Afin d'assurer la
sensibilité a la thérapie et d'empécher I'acquisition d'une résistance aux immunothérapies anticancéreuses, le
développement de thérapies combinées qui favorisent I'activation des cellules immunitaires et I'amorgage des
lymphocytes T (panneau a), leve I'immunosuppression induite par le microenvironnement tumoral (TME)
(panneau b) et soutenir les fonctions effectrices des cellules immunitaires dans le TME (partie c) sera essentielle.
DC: dendritic cell, IDO : indoleamine 2,3-dioxygenase, MDSC : myeloid-derived suppressor cell, PD-1 : programmed
cell death 1, PD-L1 : programmed cell death 1 ligand 1, RANKL : receptor activator of NF-kB ligand, STAT3 : signal
transducer and activator of transcription 3, TLR9 : Toll-like receptor 9, Treg cell : regulatory T cell.

D. Auto-immunité, cholangites et cancer

Syndromes paranéoplasiques

Le lien entre auto-immunité et cancer est actuellement particulierement étudié dans
le cadre des syndromes paranéoplasiques. (Figure 25) Ces syndromes auto-immuns,
sont fortement semblables a des maladies auto-immunes existantes chez des patients
sans tumeur, mais leur manifestation est secondaire au cancer, et ils ne constituent
pas une pathologie a part entiére. Ces syndromes ont une présentation souvent plus

sévere que la maladie auto-immune correspondante, avec des
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symptomes/manifestations cliniques supplémentaires, et ils ne répondent que trés
peu aux traitements couramment utilisés. En effet, il semble que leur étiologie soit
différente de la pathologie auto-immune classique. Par exemple, le développement
de pyoderma gangrenosum, dans le cadre d’une leucémie ou d’un myélome, peut se
faire a des sites atypiques et avec des lésions différentes des patients sans tumeurs.
Par ailleurs, lors d’un pemphigus vulgaris, les auto-anticorps classiquement retrouvés
sont des IgG4, alors que sa manifestation paranéoplasique apparait médiée par des
IgG1, et IgG2 dans une moindre mesure. De plus ces anticorps reconnaissants des
épitopes plus divers dans le cadre d’'un cancer en comparaison avec la maladie auto-
immune seule.>*® De ce fait, un syndrome auto-immun paranéoplasique ne semble
donc pas déclenchée dans les mémes conditions que pour une maladie auto-immune.
La perte de tolérance suit probablement deux chemins moléculaires distincts.

Tout d’abord, il peut arriver que I'antigene présenté par les cellules tumorales soit
également partagé avec les cellules saines correspondantes. De plus, il n’est pas rare
gue les cellules tumorales, au-dela des néo-antigenes mutés exposés a leur surface,
présentent—de maniere aberrante des antigenes du soi, tel que des antigenes
normalement non présentés, cryptiques, ou présentés uniquement dans le systeme
nerveux central par exemple (qui est isolé du systeme immunitaire en temps
normal).*343% La mise en place d’une réponse anti-tumorale naturelle, méme si
ineffective dans I’environnement micro-tumorale, peut alors réagir avec des cellules
saines.>* En outre, une primo-réponse immunitaire anti-tumorale, ou bien I'action de
traitements cytotoxiques anticancéreux, peuvent favoriser I'epitope spreading depuis
les cellules tumorales lysées. De ce fait, ces situations contribueraient a activer une
réponse contre le s0i.>°**! Ce phénomeéne se retrouve également lors
d'immunothérapies, notamment avec des traitements tels que le transfert adoptif de
lymphocytes, des vaccins viraux/peptidiques ou des anticorps ciblant un antigéne
tumoral.>>? Par ailleurs, les anticorps ciblant les checkpoints PD-1, PD-L1 ou CTLA-4
sont également a I'origine de nombreux syndromes paranéoplasiques. Ces thérapies
ont pour objectif de lever I'anergie ou [linactivation de la réponse T dans
I’environnement micro-tumorale. Cependant ils peuvent également déréguler des
mécanismes permettant une tolérance périphérique. Le blocage de CTLA-4,

principalement exprimé par les lymphocytes Treg, provoque leur déplétion in vivo,>>3
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ce qui perturbe donc la tolérance périphérique, maintenue par les lymphocytes Treg.
De plus, les anti-CTLA-4, en levant les potentielles inhibitions a I'activation des
lymphocytes T, conduit également a la diversification des clones T circulant, ces
derniers ayant un TCR avec une faible avidité.>>* L’évolution de ce répertoire de TCR
permet de limiter |'échappement tumoral, en limitant les stratégies de
« dissimulation » de la tumeur, mais peut également promouvoir des clones T auto-
réactifs. A I'inverse, les anti-PD-1 sont efficaces en levant I'anergie de clones T CD8*
déja activés.>> Parce que leur mode d’action est différent, ces deux immunothérapies
ne sont pas associées avec les méme syndromes paranéoplasiques.>®

Certains cancers affectent, directement du fait de leur type cellulaire, les mécanismes
de tolérance et conduisent a I'’émergence d’auto-immunités paranéoplasiques. Ainsi,
un thymome, qui affecte I'épithélium du thymus, peut perturber I'induction de la
tolérance centrale au niveau de thymus. Cela résulte en des syndromes auto-immuns
multi-organes.>>’ Certaines leucémies comme les leucémies lymphoides chroniques,
ou des Ilymphomes non-Hodgkiniens, troublent directement Ila tolérance
périphérique. En effet, les cellules tumorales peuvent tres largement contribuer au
priming d’une réponse immunitaire, soit en favorisant I'infiltration et la différentiation

558

lymphocytaire,”>® ou bien par la sur-régulation anormale de molécules de co-

stimulation.>>®

Ces syndromes auto-immuns sont généralement résolus grace au contréle de la
tumeur et de son expansion. Cela indique que leur développement est directement
lié au développement méme du cancer, et donc probablement a une réponse anti-
tumorale dérivant en réponse auto-immune. De ce fait, lorsque la source de
stimulation, c’est-a-dire la tumeur, disparait, le syndrome auto-immun finit lui aussi
par disparaitre. Finalement, nous pourrions qualifier le développement d’'une tumeur
par une trop grande anergie ou tolérance du systeme immunitaire face a du soi
pathologique, alors que le déclenchement d’une réponse auto-immune se positionne
a l'inverse par une perte de la tolérance contre du soi sain. C'est pourquoi
I’exploitation de réponse auto-immune apparait comme une stratégie payante pour
le traitement de tumeurs malignes. Dans plusieurs cas de cancer, I'induction de

syndrome paranéoplasique est corrélée avec un meilleur pronostique. Au plus fort
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apparait la réponse auto-immune au plus efficace semble la thérapie anti-

cancéreuse.”®® C’est en tout cas ce que semble indiquer certaines études sur des

patients avec un mélanome ou un cancer rénale.>6%°62
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Figure 25 : Les potentiels syndromes auto-immuns paranéoplasiques.556 Pour chaque organe sont listées les
potentielles maladies auto-immunes auxquelles correspondent les syndromes paranéoplasiques que peuvent
développer les patients atteints d’'un cancer. T1D : diabete de type 1

Risque de cancer et auto-immunité

Un exemple est particulierement frappant et concerne le mélanome. Chez plus de
5000 patients traités avec des immunothérapies (ex. traitements immunostimulants,
vaccins, anticorps, transferts adoptifs de lymphocytes), I'incidence du vitiligo était
supérieure a la population saine. Les patients qui développaient ce syndrome avaient
un pronostic significativement amélioré. (Figure 26) L'induction d’une forte tolérance
dans I'environnement de la tumeur est cruciale pour sa croissance. C’est pourquoi il
est envisageable que des patients qui développeraient un syndrome auto-immun
paranéoplasique puissent outrepasser la tolérance induite par la tumeur et conduire
a une perte de tolérance périphérique. De ce fait une réponse anti-tumorale efficace

pourrait étre apparentée a une réponse contre du s0i.”%!
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Figure 26 : Les courbes de survie de patients souffrant d'un mélanome, et ayant développé ou non un vitiligo, a
la suite d’un traitement par immunothérapies.56! Les courbes de survie ont indiqué une différence significative
sur le pronostic (établies par la méthode de Kaplan-Meier), entre les patients atteints de vitiligo (jaune) et ceux
n’ayant pas développé ce syndrome (bleu). (p-value = 0,024)

Pour certaines maladies auto-immunes, I'incidence de cancer est parfois supérieure a
celle observée dans la population saine. Cela s’explique notamment par I'induction
d’une inflammation chronique généralement associée a I'attaque du tissu. En outre,
certains patients sont traités avec des agents antinéoplasiques. Or de nombreuses
preuves ont montré que la prise de chimiothérapies est elle-méme facteur de risque
de développement d’un cancer.>®3°%* De plus, un certain nombre de polymorphismes,
associés avec I'émergence de maladie auto-immunes, sont également associés avec
un risque de cancer augmenté.>*®

A I'opposé, une étude a permis de mettre en évidence chez les patients atteints de
vitiligo que le risque de cancer de la peau (mélanome ou non-mélanome) était
statistiqguement plus faible que dans la population saine. Cela pourrait indiquer un
effet protecteur de la pathologie sur I'émergence du cancer de la peau.”® Le
mécanisme suivant peut étre imaginé : chez les patients avec un vitiligo, la réponse
auto-immune qui cible les mélanocytes sains, empéche [l'implantation des
mélanocytes transformés, par reconnaissance d’une ou plusieurs mémes cibles.

A ce jour, trés peu d’études épidémiologiques semblent avoir exploré la possibilité
d’un role protecteur des maladies auto-immunes sur le développement de tumeurs.

La diminution du risque de cancer de la peau chez les personnes avec un vitiligo est le

premier exemple confirmé. Cela peut notamment s’expliquer de plusieurs fagons : le
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faible nombre de patients souffrant de certaines maladies auto-immunes reste faible,
ce qui peut rendre difficile la réalisation d’études épidémiologiques. Par ailleurs, le
vitiligo est une maladie auto-immune trés rarement traitée par immunosuppressif ou
autres traitements classiques, mais ce n’est pas le cas d’'un grand nombre de
pathologies auto-immunes. En outre, ces traitements peuvent augmenter le risque de
cancers, ce qui pourrait annihiler 'immunosurveillance en place. Finalement, cette
protection immunitaire se base sur la reconnaissance d’une ou plusieurs mémes cibles
lors de la réponse auto-immune et l'immunosurveillance. C'est pourquoi ce
mécanisme ne peut s’appliquer que dans les cas ou le ou les épitopes reconnus par le
systéme immunitaire dans un tissu sain sont également présents dans la masse
tumorale. Cependant, rien ne peut garantir cela pour chaque maladie auto-immune

et le cancer correspondant a I'organe touché.

L’exemple spécifique de la CBP et du CC

Dans le cas ce la CBP, l'incidence du CC n’est pas décrite dans la littérature et les
patients ne semblent jamais développer ce type de cancer. Un seul rapport de cas, en
1998, a décrit I'association de ces deux pathologies.>® Les auteurs de I’étude précisent
d’ailleurs leur étonnement quant au cas de ce patient.

De part cette observation clinique, nous pensons que la CBP est associée a une

immunosurveillance contre le CC qui prévient I’'émergence de celui-ci. (Figure 27)

Inflammation CSP < Cancer
chronique -
CBP
Auto- Immunosurveil-
immunité € — lance du cancer
Vitiligo

Figure 27 : Potentiel mécanisme d'action empéchant le développement d'un CC chez les patients souffrant de
CBP. Chez les patients avec une CSP, I'inflammation chronique augmente le risque d’apparition d’'un CC. A I'inverse
chez les malades de la CBP, I'auto-immunité pourrait alimenter une forme d’immunosruveillance du CC empéchant
I'implantation de tumeur originant de I'arbre biliaire.
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Hypotheses et objectifs

Il est maintenant bien connu que dans le cas de trés nombreux traitements contre le
cancer, y compris certaines chimiothérapies, |'efficacité de ces traitements chez les
patients dépend en réalité de l'induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale
spécifique et durable.>®’ De ce fait, les populations leucocytaires infiltrées dans les
tumeurs et la réponse immunitaire anti-tumorale sont devenues des sujets d’étude

68 Dans le cadre précis du cholangiocarcinome, les

primordiaux en cancérologie.
patients ne bénéficient actuellement pas de prise en charge par immunothérapies
(hors essaies cliniques). De plus, I'analyse du stroma tumoral de ces patients semble
indiquer que le systeme immunitaire serait difficile a mobiliser sans d’'importantes
stimulations et interventions relatives a I’environnement micro-tumoral.>33°%°

Plus récemment, le lien entre efficacité des immunothérapies et développement de
syndromes auto-immuns paranéoplasiques a été mis en évidence, notamment chez
les patients souffrant d’'un mélanome, cancer trés largement traité par
immunothérapies.”’%>’ En outre, la corrélation inverse a été également observée. Les
personnes souffrant de vitiligo, une maladie auto-immune de la peau, semblent avoir
un risque de développer des cancers de la peau plus faible que la population
globale.>”? Une observation similaire semble avoir été faite chez les patients atteints
d’une cholangite biliaire primitive (CBP). En effet, chez ces patients présentant une
CBP, il n’existe pas de cas de cholangiocarcinome (CC) documentés dans la littérature.
Pourtant, I'inflammation chronique est connue pour étre un facteur de risque associé
avec I'apparition de néoplasies. C'est ce que I'on observe chez les patients atteints de
la cholangite sclérosante primitive (CSP), qui est la premiére étiologie du

cholangiocarcinome.®’

De ces observations, nous avons émis I'hypothese que I'auto-immunité associée a la

CBP pourrait nourrir I'immunosurveillance du CC chez les patients et empécher son

développement.
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Les objectifs de nos travaux de recherche ont été de :
- mettre en évidence, dans des modeles murins de cholangites, I'association
entre la réponse auto-immune de la CBP et la protection contre le CC.
- comprendre les mécanismes immunitaires impliqués dans

I'immunosurveillance du CC lors de la CBP.
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Résultats

. Résumé

Le CC résulte de la transformation maligne des cholangiocytes. La CSP, une maladie
inflammatoire chronique des voies biliaires, constitue le facteur de risque
épidémiologique le plus important pour le CC. Al'inverse, le CC semble inexistant dans
le contexte de la CBP, une cholangite chronique a composante auto-immune affectant
les petits canaux biliaires. Lors de cette étude, nous avons questionné I'hypothese
d’une immunosurveillance contre le CC alimentée par la CBP. En transplantant des
cellules de CC dans des souris atteintes de CSP ou CBP, nous avons pu observer que la
CBP réduisait la fréquence de développement de tumeurs et retardait la cinétique de
croissance tumorale. A l'inverse, la CSP n’impactait pas la progression du CC. Ces effets
liés a la CBP étaient accompagnés d'une augmentation des lymphocytes de type
helper 1 (Th1), Th2, cytotoxique 1 (Tcl) et Tc2 dans le foie, la rate, le CC et le ganglion
lymphatique drainant la tumeur. Cette protection est apparue spécifique du CC. En
effet, la CBP apportait une protection contre le CC mais pas contre des modeles de
carcinome hépatocellulaire, de cancer du poumon ou de fibrosarcome. Les déplétions
de lymphocytes T CD4* et CD8* (seuls ou en combinaison) ou de lymphocytes B, ainsi
que la neutralisation de I'lFNy, cytokine signature de la réponse Th1/Tcl, ont toutes
atténué I'effet anti-CC observé lors de la CBP. Dans I'ensemble, ces résultats appuient
la possibilité que, des réactions auto-immunes contre un auto-antigeéne spécifique

d'un tissu, contribuent a I'immunosurveillance des cellules malignes de ce méme tissu.
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Il. Abstract

Cholangiocarcinoma (CCA) results from the malignant transformation of
cholangiocytes. Primary sclerosing cholangitis (PSC) and primary biliary cholangitis
(PBC) are both chronic cholangiopathies, i.e. diseases in which cholangiocytes are
primarily damaged. Whereas PSC is a well-established inflammatory condition
predisposing to CCA, CCA is close-to-never found in the autoimmune context of PBC.
Here, we hypothesized that PBC might favor immunosurveillance against CCA. In
preclinical murine models of PSC or PBC challenged with syngeneic CCA, PSC did not
affect tumor progression whereas PBC reduced the frequency of CCA development
and delayed tumor growth kinetics. These PBC-related effects were accompanied by
an increase of type-1 T helper (Th1) and cytotoxic (Tcl) lymphocytes in the liver,
spleen, CCA tissues and tumor-draining lymph nodes. The protective effect of PBC was
specific of CCA in the sense that it was not observed against other cancers including
hepatocellular carcinoma. Depletion of CD4* and CD8" T cells (separately or
combined), depletion of B cells as well as neutralization of the Th1/Tcl cytokine
interferon-y attenuated the anti-CCA effect of PBC. Altogether, these results evidence
a mechanistic overlapping between autoimmunity and cancer immunosurveillance,
with autoimmune reactions against organ-specific self-antigens contributing to the

elimination of malignant cells originating from the same tissue.
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lll. Results

Abbreviations: 20A-BSA, 2-octynoic acid coupled to bovine serum albumin; CCA,
cholangiocarcinoma; HCC, hepatocellular carcinoma; IFN, interferon; IL, interleukin;
PBC, primary biliary cholangitis; PDC-E2, pyruvate dehydrogenase complex-E2

subunit; PSC, primary sclerosing cholangitis; Tc, T cytotoxic; Th, T helper.

A. Establishment and comparison of the two

models of cholangitis, PBC and PSC

Non-genetic approaches were taken to induce two different types of
cholangiopathies, PBC and PSC, in C57BI/6 mice. PBC was induced by intraperitoneal
(i.p.) challenge with 2-octynoic acid coupled to bovine serum albumin (20A-BSA) and
intravenous (i.v.) injections of a-galactosylceramide (a-GalCer, a potent adjuvant that
stimulates natural killer T [NKT] cells) (Fig. 1A), following established protocols known
to break immune tolerance against the autoantigen PDC-E2.%61380 PSC was induced by
intermittent dietary challenge with 3,5-dicarbethoxy-1,4-dihydrocollidine (DDC) (Fig.
1B), as previously described.?°*>”* DDC induces cholestasis by promoting the
formation of intraductal porphyrin plugs. Both protocols yielded the expected
histological stigmata of PBC and PSC (Fig. 1C), with distinctive serological features such
as elevation in plasma transaminases in PSC but not PBC (Fig. 1D) and the elevation of
total IgG levels and anti-PDC-E2 IgM levels in PBC but not PSC (Fig. 1E, F). As expected,
PBC but not PSC was associated with the induction of PDC-E2-reactive CD8" and CD4*
T cells, as illustrated by the detection of splenocytes producing IFNy in response to
peptides derived from this autoantigen (Supplemental Fig. 1). Transcriptomic
analyses of the livers by RNA-seq revealed mostly convergent alterations in the gene
expression patterns when PBC and PSC were compared to normal, age- and sex-
matched controls (Fig. 2A, Supplemental Fig. 2). Gene Ontology (GO) term analyses
of the modulated mRNAs revealed a significant enrichment of genes involved in
inflammation, immune response and chemotaxis of different leukocyte subsets (Fig.

2B). The expression of genes listed under the GO terms “inflammation” and
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I”

“neutrophil” was not significantly different (p>0.5, Student t-test) between PBC and
PSC (Fig. 2C,D). In sharp contrast, genes listed under the GO terms “T cell” and “B cell”
were significantly (p<0.05, Student t-test) upregulated in PBC compared to PSC livers
(Fig. 2E,F).

Altogether these results support the contention that adaptive T and B lymphocyte-
mediated immune responses play a quantitatively more important role in PBC than in
PSC, in agreement with the literature that considers PBC as an autoimmune

disease!®°74 and PSC as a chronic inflammatory disease without a major autoimmune
Yy

component.167.168

B. T cell-dependent control of cholangiocarcinoma

in PBC but not PSC hosts

To investigate the possible impact of cholangitis on the immunosurveillance of CCA,
we induced PBC and PSC in several cohorts of mice, as described above. One week
after the disease induction protocol had been completed, the animals were
challenged by subcutaneous (s.c.) injection of various transplantable, syngeneic
cancer cell lines that were all inoculated at normally tumorigenic doses (Fig. 3A). Of
note, a CCA cell line grew indistinguishably in control mice and in mice with PSC, yet
developed in a delayed fashion in mice with PBC (Fig. 3B). This PBC-associated delay
in CCA growth was highly significant (p<0.001, mixed-effect model) as compared to
control and PSC mice, with some tumors that even failed to develop in several (5 out
of 10) cases (Fig. 3C-D). In sharp contrast, s.c. models of hepatocellular carcinoma
(HCC), non-small cell lung cancer (NSCLC) and fibrosarcoma indistinguishably
progressed in control conditions and after PBC induction (Fig. 3E-G).

Next, we investigated whether adaptive immune responses mediated by T or B
lymphocytes account for the CCA-specific tumor-suppressive effects of PBC. For this,
we used monoclonal antibodies that deplete T cells (a cocktail of anti-CD4 and anti-
CDS8) or B cells (anti-CD20) (Fig. 4A; Supplemental Fig. 3). We found that T lymphocyte
depletion abolished the control of CCA growth provided by PBC while B cell depletion
had a partial effect (Fig. 4B-D). Both CD4* and CD8* T cells contribute to improved
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CCA-specific immunosurveillance, because depletion of either T cell subset alone
partially attenuated the CCA-protective effect of PBC (Fig. 4E-G). In contrast, the
depletion of T or B cells did not affect CCA progression in mice with PSC (Supplemental
Fig. 4).

Altogether, we conclude that PBC (but not PSC) specifically protects against CCA but
not from other antigenically different malignancies through a T cell-dependent (and

in a lesser extent B cell-dependent) mechanism.

C. Characteristics of the T cell-mediated anti-CCA

immunosurveillance upon PBC

Detailed analysis of the aforementioned RNA-seq dataset indicated that several genes
specifically involved in Thl and Tcl responses were upregulated in PBC with respect
to controls and, in some cases also with respect to PSC. This applies to genes encoding
the surface markers CD8a, CD274 (best known as PD-L1), UL16 binding protein 1
(Ulbpl) or interferon-induced transmembrane protein 6 (Ifitm6), the transcription
factor suppressor of cytokine signaling 1 (Socs1), and the cytotoxic protease granzyme
B (GzmB) (Fig. 5A).

Moreover, splenocytes of tumor-free healthy, PBC and PSC mice were cultured for 24
hours in the presence of CCA cells, and T cell reactivity was measured by flow
cytometric analyses of the cytokines produced. We found a (non-significant) trend for
increased IFNy production and significant (p<0.05, Kruskal-Wallis test with Dunn’s
pairwise comparisons) elevation of the production/expression of interleukin (IL) 4 and
IL17a by CD4* T lymphocytes in PBC but not in PSC. Additionally, the frequency of
cytotoxic (i.e. GzmB-expressing) CD4* and CD8* T cells rose in the context of PBC, not
in that of PSC, while CD8* T cells producing IL4 or IL17a were increased in both PBC
and PSC (Fig. 5B-I).

In CCA tumor-bearing hosts, cytofluorometric analyses of the tumor immune infiltrate
revealed a trend toward an increased CD8" T lymphocyte/regulatory CD4* T cell (Treg)
ratio (p=0.0617; Fig. 6A) and an improved ratio of conventional Foxp3CD4* T cells over

Foxp3*CD4* Treg (p=0.0484; Fig. 6B), though without any changes in the CD8*/CD4* T
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cells ratio (Fig. 6C). No major variations in the total number of T, B or NK cells were
detected in either one of cholangitis-related diseases, while a decrease in y6 T
lymphocytes, and in a lesser extent in NKT cells, was found in CCA tumors of both PBC
and PSC (Supplemental Fig. 5).

Considering the limited amount of malignant tissue available in PBC animals due to
anti-CCA immunosurveillance, we investigated tumor-infiltrating T cell subtypes by
reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR). Similarly, to
the hepatic and lymphoid tissues, we observed a trend for an increased expression of
the type-1 cytokine IFNy and chemokine C-X-C motif ligand 9 (CXCL9), as well as of the
type-2 interleukin IL4, inside the CCA tissue of PBC hosts (Fig. 6D). In contrast, the level
of MRNAs encoding the transcription factors Tbet and Gata3 (involved in Th1/Tcl and
Th2/Tc2 T cell differentiation, respectively) remained unaffected. Regarding the
markers of the T follicular helper (Tfh) lineage, the transcriptional repressor B-cell
lymphoma 6 (BCL6) showed an upward trend in the CCA microenvironment of mice
affected with cholangitis, whereas the CXCL13 / C-X-C motif chemokine receptor 5
(CXCR5) chemotactic axis was not altered (Fig. 6D, Supplemental Fig. 6A,B). Finally, as
opposed to the liver and spleen, key determinants of Th17/Tc17 lymphocyte activity,
such as RAR-related orphan receptor yt (RORyt) and IL17a, remained unaffected in
CCA tumors of PBC mice as compared to malignant tissues from PSC and control
animals (Supplemental Fig. 6C-F).

In CCA tumor-draining lymph nodes, the production of IL17a by both CD4* T cells and
CD8* T cells was elevated in mice with PBC (but not PSC) (Fig. 6E, F), while no major
changes in total T lymphocytes, conventional and regulatory CD4* T cells, CD8* T cells,
total NK, NKT and y6 T lymphocytes have been detected (Supplemental Fig. 7). In the
blood, the sole significant fluctuation associated with PBC was a trend toward an
increase in circulating B cells and double-positive CD4* CD8* T cells and a decrease in
NKT cells (Supplemental Fig. 8).

These results pointed to an active immune response within tumors evolving in the
context of PBC. Intrigued by these observations, we decided to investigate the role of
IL17a in PBC-induced anti-CCA immunosurveillance, and compared IL17a to IFNy,
which is a well-established contributor to anticancer immune responses.’’>>’8 Mice

in which PBC had been induced received three weekly injections of either an isotype
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control antibody or antibodies that neutralize IL17a or IFNy as they were monitored
for CCA growth (Fig. 7A). Blockade of IFNy largely compromised the PBC-associated
reduction of tumor growth (Fig. 7B-D), while neutralization of IL17a had a minor effect
on PBC-induced immunosurveillance (Fig. 7E-G).

Altogether these results suggest a major role for IFNy (and less so for IL17a) in the

PBC-associated autoimmunity that confers protection against CCA.
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IV. Figures

A. Main figures
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Figure 1. Mouse models of PBC and PSC cholangitis recapitulate the main features
of the corresponding human pathologies. A. Experimental schedule of the induction
of PBC in C57BI/6 mice. Mice were injected at days 0 and 14 with 20A-BSA (i.p.) plus
a-GalCer (i.v.). At day 28, mice received one more dose of 20A-BSA (i.p.). B.
Experimental schedule of the induction of PSC in C57BI/6 mice. Mice were fed with a
diet containing 0.01% DCC for 2 weeks. Then, after 1 week of recovery on regular food,
animals were fed again the DDC-supplemented diet during the 4" week C. Paraffin-
embedded sections of PBC and PSC mouse livers at day 28 of cholangitis induction,
stained with hematoxylin, eosin and safran. # = bile duct, H = hepatic arteria, P = portal
vein. On the PBC liver section (left), green arrows indicate some leukocyte infiltrates
and the yellow arrow indicates a hyperplastic bile duct. On the PSC liver section (right),
green arrows indicate onion skin-like fibrosis and the yellow arrows illustrate ductular
reaction. Porphyrin plugs (dark red) are observable. D. Relative ALT activity measured

in the serum of control, PBC and PSC mice at day 35 of cholangitis induction. E. Relative
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level of total circulating 1gG measured in control, PBC and PSC mice at day 36. F.
Relative level of IgG and IgM specific of PDC-E2 measured in the serum of control, PBC
and PSC mice at day 35. D-F. Graphs show individual and mean (+ SD) values. P-values
were calculated by means of the Kruskal-Wallis H test with Dunn’s pairwise multiple
comparisons (*p<0.05, ***p<0.001). 20A-BSA, 2-octynoic acid coupled to bovine
serum albumin; a-GalCer, a-galactosylceramide; ALT, alanine transaminase; DCC, 3,5-
dicarbethoxy-1,4-dihydrocollidine; ip., intraperitoneally; i.v., intravenously; PBC,

primary biliary cholangitis; PSC, primary sclerosing cholangitis.
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PSC, primary sclerosing cholangitis.
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Figure 2. Livers from mice with PBC and PSC feature distinct adaptive immune cell
signatures. Following the experimental schedules illustrated in the Figures 1A-B,
hepatic gene expression was studied by transcriptomic analysis (RNA-Seq) in healthy
control (n=4), PBC (n=3) and PSC (n=3) mice at day 35. A. Fold change (2logz|2]) of all
significantly modulated genes in PBC and PSC livers relative to healthy controls. For
detailed heatmap, refer to supplementary Figure 2. B. GO term enrichment analysis
of the genes upregulated in both PBC and PSC livers (genes downregulated were not
associated with a specific GO terms enrichment). The bar chart displays the
enrichment score of significantly enriched GO terms with their FDR-adjusted p-value.
C-F. Focus on genes whose expression is modulated in PBC and PSC livers as compared
to healthy controls and listed under the GO terms "inflammation" (C), "neutrophils"
(D), "T cells" (E), and "B cells" (F). P-values of the comparison between PBC and PSC
profiles are indicated (paired Student t-test; ***p<0.001, ****p<0.0001). FC, fold

change; FDR, false discovery rate; GO, gene ontology; PBC, primary biliary cholangitis;
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Figure 3. PBC but not PSC mediates specific control of cholangiocarcinoma
outgrowth. A. Experimental schedule in C57BI/6 mice. One week after the end of
cholangitis induction (see Fig. 1A-B), syngeneic cancer cells were engrafted through
s.c. injection and tumor growth followed-up. B-D. Tumor growth of CCA tumors in
control, PBC and PSC mice. Growth of HCC (E), NSCLC (F) and fibrosarcoma (G) tumors
in control, PBC and PSC mice. Graphs show mean (+ SEM) (B, E-G) or individual (C-D)
tumor growth curves. P-values were calculated by means of a linear mixed-effects
model in comparison to control group (****p<0.0001). HCC, hepatocellular
carcinoma; NSCLC, non-small-cell lung carcinoma; PBC, primary biliary cholangitis;

PSC, primary sclerosing cholangitis; s.c. subcutaneous.
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Figure 4. PBC-mediated protection against cholangiocarcinoma relies on T
lymphocytes. A. Experimental schedule in C57BI/6 mice. One week after the end of
cholangitis induction (see Fig. 1A-B), mice were engrafted s.c. with syngeneic CCA cells
(day 0). At days -2/-3 and +1, mice were injected i.p. with depleting antibodies
targeting either CD20, CD4 and/or CD8. These injections were repeated once a week.
B-G. Mean (+ SEM) (B, E) or individual (C-D, F-G) growth curves of CCA tumors in
control or PBC mice, or PBC mice selectively depleted of CD4* and/or CD8" T
lymphocytes or CD20* B cells. P-values were calculated by means of linear mixed-
effects model in comparison to control group (B, E) or PBC group (C-D, F-G). *p<0.05,
**p<0.01, ****p<0.0001 compared to control group; *p<0.05, ****p<0.0001 compared
to PBC group. CCA, cholangiocarcinoma; i.p., intraperitoneally; PBC, primary biliary

cholangitis; PSC, primary sclerosing cholangitis; s.c., subcutaneously.
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Figure 5. Hepatic T cellimmune infiltrate and splenic reactivity against CCA in tumor-
free PBC mice. Following the experimental schedules illustrated in the Figures 1A-B,
gene expression was studied by transcriptomic analysis (RNA-Seq) in liver samples of
healthy control, PBC and PSC mice at day 35 (A), and cytokine production by T

lymphocytes was analyzed by flow cytometry at day 33 following a 24-hour co-culture
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of splenocytes with CCA cells (B-1). A. List of genes significantly modulated between
the liver of PBC, PSC and control mice, and tagged with GO terms affiliated to T cell
polarization. (A.i) The heatmap shows the fold change (>log2|2]|) of gene expression
in PBC and PSC livers relative to healthy controls. Genes involved in Tcl response and
upregulated in PBC mice versus healthy and PSC animals are written in bold. (A.ii) The
p-value of each pairwise comparison is illustrated. (A.iii) Involvement of each gene in
T cell polarization based on related GO terms referring to Thl, Tcl, Th2, Th17, Tfh
and/or Treg responses. B-l. Relative counts of CD4* T cells (B-E) and CD8* T cells (F-1)
producing the Th1/Tcl factors IFNy and GzmB, or the type-2 and type-17 cytokines IL4
and IL17a, respectively. Graphs show individual (dots) and mean (+ SD) values. P-
values were calculated following a Kruskal-Wallis H test with Dunn’s pairwise multiple
comparisons (*p<0.05, **p<0.01). CCA, cholangiocarcinoma; FC, fold change; GzmB,
granzyme B; GO, gene ontology; IFNy, interferon-y; IL4, interleukin-4; IL17a,
interleukin-17a; PBC, primary biliary cholangitis; PSC, primary sclerosing cholangitis;
Tfh, T follicular helper; Thl, T helper 1; Tcl, T cytotoxic 1; Th2, T helper 2; Th17, T

helper 17; Treg, regulatory T lymphocyte.
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Figure 6. PBC affects T lymphocyte cell subsets infiltrating CCA tumors and their
draining lymph nodes. Following the experimental schedule illustrated in the Figure
3A, CCA tumors (A-D) and their draining lymph nodes (E, F) were collected from
control, PBC and PSC mice at day 56/60 post-CCA engraftment. T cell subsets were
analyzed by flow cytometry (A-C) or gene expression measurements by RT-qPCR (D).
Cytokine production by lymphocytes of tumor-draining lymph nodes was analyzed by
flow cytometry after a 24-hour restimulation with anti-CD3 and anti-CD28-coated
beads (E, F). Ratios of CD8* T cells (A) or FoxP3  CD4* T cells (B) over FoxP3* CD4* Treg,
and of CD8* T cells over total CD4* T cells (C) within CCA tumors. (D) Relative
expression of several cytokines and transcription factors related to Th1/Tcl (IFNy,
Tbet), Th2/Tc2 (IL4, Gata3) and Tfh (Bcl6) immune responses within CCA tumors.
Frequencies of CD4* T cells (E) and CD8"* T cells (F) producing the effector cytokines IL4
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or IL17a, or the cytotoxic protease GzmB, in CCA tumor-draining lymph nodes. Graphs
show individual and mean (+ SD) values. P-values were calculated by means of the
Kruskal-Wallis H test with Dunn’s pairwise multiple comparisons (A-C, E, F) or one-
way ANOVA with Tukey’s pairwise multiple comparisons (D). *p<0.05, ***p<0.001.
BCL6, B-cell lymphoma 6 protein; CCA, cholangiocarcinoma; CXCL9, C-X-C motif
chemokine ligand 9; GATA3, GATA Binding Protein 3; GzmB, granzyme B; IFNy,
interferon-y; IL4, interleukin-4; IL17a, interleukin-17a; PBC, primary biliary cholangitis;
PSC, primary sclerosing cholangitis; RT-qPCR, reverse transcription-quantitative
polymerase chain reaction; TBET, T-box transcription factor TBX21; Tcl, type-1 T
cytotoxic; Tc2, type-2 T cytotoxic; Tfh, T follicular helper; Thl, type-1 T helper; Th2,
type-2 T helper; Treg, regulatory T cell.
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Figure 7. PBC-mediated protection against cholangiocarcinoma requires IFNy but
not IL17a. A. Experimental schedule in C57BI/6 mice. One week after the end of
cholangitis induction (see experimental schedule in the Figure 1A), syngeneic CCA cells
were engrafted into PBC mice (day 0). At day -1, +1, +3 and then thrice a week until
the end of the experiment, mice were injected with blocking antibodies targeting
either IFNy or IL17a. B-G. CCA tumor growth in control or PBC mice, or PBC mice
injecting with neutralizing antibodies targeting either IFNy or IL17a. Graphs show
mean = SEM (B, E) and individual (C, D, F, G) tumor growth curves. P-values were
calculated by means of linear mixed-effects model. Significant comparisons to control
group are indicated as follows: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (B-C, E-F). CCA,
cholangiocarcinoma; IFNy, interferon y; IL17a, interleukin-17a; i.p., intraperitoneal;

PBC, primary biliary cholangitis; s.c., subcutaneous.
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B. Supplemental figures
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Supplemental Figure 1. PBC mice exhibit a weak reactivity to PDC-E2. A. Number of T cells from healthy control, PBC and PSC mice reactive to CCA-irrelevant
antigens, PDC-E2 peptides or aggregates of either all MHC-I or all MHC-II-restricted PDC-E2 peptides. Following the experimental schedules illustrated in the
Figures 1A-B, splenocytes were harvested at day 32/33, and incubated with the indicated peptides for 24h. Then, the number of IFNy-producing cells was

counted by ELISPOT. Graph shows individual and mean (+ SD) values. Of note, the number of spots displayed is deduced of the mean number of spots counted
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in the unstimulated wells (data not shown). P-values were calculated using the two-way repeated measure ANOVA with Greenhouse—Geisser correction and
with Tukey’s pairwise multiple comparison (*p<0.05, **p<0.01). B. List of known non-CCA tumor antigens from several C57BIl/6 mouse cancer models, and
selected mouse PDC-E2 peptides predicted from the literature (analogous to human epitopes that match the mouse protein) and the IEDB Analysis Resource
tool for T cell epitope prediction regarding their ability of binding C57BI/6 MHC class | and Il. PBC, primary biliary cholangitis; PSC, primary sclerosing
cholangitis; Unstim, unstimulated condition; PDC-E2, pyruvate dehydrogenase complex subunit E2; EPHA2, EPH receptor A2; HPV16 E7, human papillomavirus

type 16 protein E7; DCT, dopachrome tautomerase; OVA, ovalbumin; IFNy, interferon y; MHC, major histocompatibility complex.
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Heatmap en format étendu en Annexe

Supplemental Figure 2. Overall profile of differentially expressed genes in the liver of
mice affected with PBC and PSC. Following the experimental schedules illustrated in the
Figures 1A-B, hepatic gene expression was studied by transcriptomic analysis (RNA-Seq).
The heatmap shows mean and individual expression levels of all genes significantly
modulated between control, PBC and PSC livers. PBC, primary biliary cholangitis; PSC,

primary sclerosing cholangitis.
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Supplemental Figure 3. Validation of T and B cells depletion in vivo. Flow cytometry
plots of peripheral blood cells from control mice or PBC mice injected with anti-
CD4/CD8 or anti-CD20 to deplete either CD4* and CD8* T cells or B cells, respectively.
Following the experimental schedule illustrated in the Figure 4A, PBC mice were
repeatedly injected with the depleting antibodies. After the 4th injection of
antibodies, blood was drawn for quantification of CD4*and CD8* T (CD3* CD4* or CD3*
CD8*) and B (CD19* B220*) lymphocytes. Quadrants surrounded in red confirm a 98,
97 and 60% reduction of these cell subsets in comparison to healthy controls,

respectively. PBC, primary biliary cholangitis.
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Supplemental Figure 4. Depletion of either T cells or B cells in PSC mice does not
impact cholangiocarcinoma outgrowth. Mean (+ SEM) (A) or individual (B, C) growth
curves of CCA in control or PSC mice, or PSC mice depleted of T or B lymphocytes,
following i.p. injections of depleting antibodies targeting either CD4 plus CD8 or CD20,
respectively (see experimental schedule illustrated in Fig. 4A). CCA,
cholangiocarcinoma; i.p., intraperitoneal; PBC, primary biliary cholangitis; PSC,

primary sclerosing cholangitis.
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Supplemental Figure 5. Lymphocyte cell subsets infiltrated in CCA tumors of PBC,
PSC and normal mice. Following the experimental schedule illustrated in the Figure
3A, CCA tumors from control, PBC and PSC mice were resected at day 56/60 post-
engraftment and lymphocyte cell subsets measured by flow cytometric analysis.
Graphs show individual and mean (x SD) relative counts of total T lymphocytes (A),
conventional (B) and regulatory (C) CD4* T cell, CD8* T cell (D) and CD4* CD8* double-
positive T cell (E) subsets, total B cells (F), NK (G), NKT (H) and y& T (1) lymphocytes. P-
values were calculated by means of Kruskal-Wallis H test with Dunn’s pairwise
multiple comparisons (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). PBC, primary biliary
cholangitis; PSC, primary sclerosing cholangitis; CCA, cholangiocarcinoma; TCR, T cell

receptor.
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Supplemental Figure 6. Immune-related gene expression within CCA tumors.
Following the experimental schedule illustrated in Figure 3A, CCA tumors of control,
PBC and PSC mice were resected at day 56 post-engraftment for gene expression
measurement by RT-qPCR. Graphs show individual and mean (+ SD) relative
expression of several cytokines and transcription factors related to Tfh (A-B) and
Th17/Tc17 (C-F) immune cell activity within CCA tumors. CCA, cholangiocarcinoma;
Ccl20, C-C motif chemokine ligand 20; Cxcl13, C-X-C motif chemokine ligand 13; Cxcr5,
C-X-C motif chemokine receptor 5; 11173, interleukin 17a; 1123, interleukin 23; PBC,
primary biliary cholangitis; PSC, primary sclerosing cholangitis; Rorc; RAR-related
orphan receptor C; RT-qPCR, reverse transcription-quantitative polymerase chain

reaction; Tc17, T cytotoxic 17; Tfh, T follicular helper; Th17, T helper 17.
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Supplemental Figure 7. Lymphoid cell subsets within CCA tumor-draining lymph
nodes. Following the experimental schedule illustrated in the Figure 3A, tumor-
draining lymph nodes from control, PBC and PSC mice were collected at day 56 post-
CCA engraftment for flow cytometric analysis of the lymphoid cell subset content.
Relative counts of total T lymphocytes (A), conventional (B) and regulatory (C) CD4* T
cell, CD8* T cell (D) and CD4* CD8* double-positive T cell (E) subsets, total B cells (F),
NK (G), NKT (H) and y& T (1) lymphocytes. Graphs show individual and mean (+ SD)
values. P-values were determined by the Kruskal-Wallis H test with Dunn’s pairwise
multiple comparisons. CCA, cholangiocarcinoma; NK, natural killer; PBC, primary

biliary cholangitis; PSC, primary sclerosing cholangitis; TCR, T cell receptor.
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Supplemental Figure 8. Lymphocyte cell subsets in the blood of CCA-bearing mice.
Following the experimental schedule illustrated in the Figure 3A, blood was drawn at
day 56 post CCA engraftment from control, PBC and PSC mice for flow cytometry-
assisted analysis of lymphocyte cell subsets. Absolute counts (per mL blood) of total T
lymphocytes (A), conventional (B) and regulatory (C) CD4* T cell, CD8* T cell (D) and
CD4* CD8* double-positive T cell (E) subsets, total B cells (F), NK (G), NKT (H) and y6 T
(1) lymphocytes. Graphs show individual and mean (+ SD) values. P-values were
calculated using the Kruskal-Wallis H test with Dunn’s pairwise multiple comparisons
(*p<0.05). CCA, cholangiocarcinoma; NK, natural killer; PBC, primary biliary

cholangitis; PSC, primary sclerosing cholangitis; TCR, T cell receptor.
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V. Materials and methods

Mouse strains and accommodation

Six- to eight-week-old female C57BI/6 mice were purchased from Envigo France.
Animals were maintained in a temperature-controlled and specific pathogen-free
environment, respecting cycles of 12 hours of light and 12 hours of darkness, and fed
ad libitum with the SAFE A04 diet (SAFE™) together with free access to water.
Experiments were performed in compliance with the EU Directive 63/2010 and the
protocol #8125-2016120818255662v1 approved by the Charles Darwin ethics

committee for animal experimentation.

Cell lines and culture

The murine cell lines M1-1a and M1-1a-JP4 (CCA), MCA205 (fibrosarcoma), TC-1 (non-
small cell lung carcinoma) and Hep-55.1C (hepatoma; purchased from CLS - Cell Lines
Service GmbH), all syngeneic in C57BI/6 mice, were grown in Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v) of fetal bovine serum (FBS) and
100 1U/ml of penicillin G and 100 mg/ml streptomycin (P/S) under standard culture
conditions (37°C, 5% CO2, >90% humidity).

Derivation of the M1-1a-JP4 cell line from a CCA tumor of M1-1a. The mouse CCA cell
line M1-1a was a kind gift from Pr. Gores's laboratory.??2227 |n vivo derivation was
performed as follows: 2 x10° of M1-1a cells were resuspended in 100 pL of PBS
(phosphate-buffered saline) and injected subcutaneously (s.c.) in the right flank of
mice anesthetized with 2.5% isoflurane. Eighty-one days after CCA cell engraftment,
the largest tumor was harvested and dissociated under sterile condition for further in
vitro cell culture. Cells were cultured in vitro for several days in DMEM supplemented
with FBS and P/S. After 3 passages, to get rid of the fibroblasts, the bulk cells were
stained with the following fluorochrome-conjugated antibodies: anti-CD115 APC
(clone AFS98, Thermo Fisher Scientific) and anti-CD45 APC-Cy7 (clone 30-F11, BD
Biosciences). Double-negative cells were single-cell sorted by flow cytometry, then
expanded. One clone, i.e. M1-1a-JP4, was selected for both its morphologic similarity

with the parental cell line and its ability to grow faster than the latter in vitro. The M1-
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1a-JP4 was used as the C57BI/6 syngeneic CCA cell line for all in vivo experiments of

the present study.

In vivo - Cholangitis mouse models

Primary biliary cholangitis model (PBC). PBC was induced in C57BI/6 mice as described
before.161:16> Mice were immunized with 100ug of 2-octynoic acid BSA conjugate
(20A-BSA) intraperitoneally (i.p.) in a mix of PBS and complete Freund’s adjuvant (CFA,
Sigma-Aldrich) at day 0 and were reboosted at days 14 and 28 with 20A-BSA and
incomplete Freund’s Adjuvant (IFA, Sigma Aldrich). Concomitantly with the two first
injections of 20A-BSA, mice were also injected intravenously (i.v.) with 2ug of a-
galactosylceramide (a-GalCer, Abcam) in PBS (Fig. 1A).

Primary sclerosing cholangitis model (PSC). PSC was induced likewise as previously
published in C57BI/6 mice.?°*%73 They were fed the SAFE A04 diet (SAFE™) containing
0.089%, in weight, of 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine (DDC, Sigma Aldrich)
for 2 weeks (from day 0 to 14). After one week of recovery with the regular diet, mice
were fed again with the DDC-supplemented diet for one more week (from day 21 to

28; Fig. 1B).

Ex vivo - Serum analysis

Approximately 100uL of blood were drawn from mice at day 35/36 after cholangitis
induction started. After blood clotting and centrifugation, serum was collected for
further analysis. Alanine aminotransferase (ALT) activity. ALT enzymatic activity was
measured by an ALT activity assay (Sigma Aldrich) in 10pL of mouse serum according
to the supplier's instructions. Circulating immunoglobulin G (IgG) concentration. 1gG
concentration in serum was measured by a mouse IgG ELISA development kit
(Mabtech), according to the supplier's instructions, in MULTISORP Nunc plate
(Dominique Dutscher), on 100uL of serum diluted at 1:200000. Concentration of
circulating immunoglobulins G/M (IgG/M) targeting the E2 subunit of the
mitochondrial pyruvate dehydrogenase complex (PDC-E2). Anti-PDC-E2 concentration
in serum was measured by a sandwich ELISA as follows: recombinant mouse PDC-E2

proteins (Abcam) were coated overnight at 4°C at a concentration of 1ug/mL in a
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solution of NaCl 0.9% at pH 9.4 (Sigma Aldrich) on a MaxiSorp Nunc Plate (Dominique
Dutscher). Hundred pL of mouse serum, diluted at 1:10 in incubation buffer (PBS with
0.05% Tween20 [Euromedex] and 0.1% BSA [Euromedex]), was then incubated for 2
hours at room temperature. Finally, an alkaline phosphatase (ALP)-conjugated goat
anti-mouse 1gG/M (Mabtech), diluted at 1:1000 in incubation buffer, was added for 1
hour at room temparature. The ELISA was revealed with 100uL of the p-nitrophenyl-
phosphate (pNPP) substrate solution (Mabtech) and the plate absorbance was read at
410nm.

In vivo - Tumor growth experiment

0.3x10° MCA205 cells, or 0.3x10° of TC-1, 1x10° of Hep-55.1C or 3x10° M1-1a-JP4 cells
were resuspended in 100 pL of PBS and injected s.c. in the right flank of mice under
anesthesia with 2.5% isoflurane at 35 days after the beginning of cholangitis induction.
Tumor growth was monitored via repeated measurements of the tumor size using a
digital caliper. Tumor volume was calculated using the following formula: tumor size
(mm?3) = (length x width x height)/8 x 4/3 x pi. Mouse survival was monitored daily.
Tumor size exceeding 2000 mm3, tumor ulceration, weight loss superior to 20 % as
compared to the beginning of the treatment and poor body condition were

considered as endpoints.

In vivo - Lymphocytes depletion

CD4* and/or CD8* T cell depletion. T cell depletion was performed by i.p. injections of
100ug of rat 1gG2 antibodies targeting CD4 (clone GK1.5, BioXCell) and/or CD8 (clone
2.43, BioXCell). Injections were achieved 2-3 days before and 1 day after CCA cell
engraftment, then repeated throughout the whole course of the experiment to
maintain T lymphocyte depletion. B cell depletion. B cell depletion was performed by
injecting 20ug of rat 1gG2 antibodies targeting CD20 (clone SA271G2, BiolLegend).
Injections were achieved 2-3 days before and 1 day after CCA cell engraftment, then
repeated throughout the whole course of the experiment to maintain B lymphocyte

depletion. Isotype control (clone LTF-2) was delivered i.p. at the corresponding dose.
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Peripheral T and B cell depletions were confirmed by flow cytometry on mouse blood

after the 4" injection (Fig. S3).

Ex vivo - Mouse liver sampling and staining

Mouse caudate liver lobes were resected on day 28 or 35 after cholangitis induction
start, and were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) (Euromedex). Samples were then
dehydrated (successive baths of alcohol 70%, alcohol 100%, isopropanol) and
embedded in paraffin with LOGOS (dehydration/clearing processor, MM France). Four
um paraffin sections were performed with microtome and dryed at 37°C until the next
day. HES (hematoxylin, eosin, safran) staining was performed on organ to study their
morphology with a standard staining automate (Tech Inter). Each slide was examined
using a Zeiss Axiophot microscope and photos were taken using Cameware, a software

package.

Ex vivo — Tumor, blood, spleen and lymph node processing

Blood sample processing. Approximately 300uL of blood was drawn from mice and
collected in a heparin-containing tube. Erythrocytes were removed using RBC lysis
buffer (BioLegend) and the remaining cells were washed with PBS. Peripheral blood
cells were resuspended at a concentration corresponding to 500uL of the initial blood
volume per mL of PBS. Tumor processing. Tumors were resected, weighed and
transferred on ice in gentleMACS C tubes (Miltenyi Biotec) containing 1ml of Roswell
Park Memorial Institute medium (RPMI). Tumors were dissociated mechanically with
scissors, then enzymatically using mouse tumor dissociation kit (Miltenyi Biotec) and
gentleMACS Octo Dissociator (Miltenyi Biotec) following the manufacturer’s
instructions. Tumor homogenates were filtered through 70 uM MACS® SmartStrainers
(Miltenyi Biotec) and washed with PBS. Finally, bulk tumor cells were homogenized in
PBS at a concentration corresponding to 250 mg of the initial tumor weight per mL.
Tumor-draining lymph node processing. The inguinal lymph node draining the s.c. CCA
tumor was harvested and transferred on ice in a micro-tube containing RPMI. Lymph
nodes were dissociated mechanically, filtered through 70 uM MACS® SmartStrainers

(Miltenyi Biotec) and washed with PBS. For each draining lymph node, bulk cells were
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homogenized in 400uL of PBS. Spleen processing. Spleens were collected,
mechanically dissociated and transferred on ice in a micro-tube containing RPMI.
Spleens were dissociated mechanically, filtered through 70 uM MACS® SmartStrainers
(Miltenyi Biotec) and washed with PBS. Finally, erythrocytes were removed using RBC
lysis buffer (BioLegend) and the remaining cells were washed again with PBS before

homogenization.

Ex vivo - Co-culture experiment

At day 33 after cholangitis induction started, mouse spleens were collected and
processed. In a 24-well cell culture plate, 2.5x10° mouse splenocytes and 2.5x10* CCA
cells were seeded in 1mL of serum-free CTL-Test™ PLUS Medium (ImmunoSpot)
supplemented with 2mM L-glutamine, and co-cultured for 48 hours. After 44 hours,
brefeldin A (BD GolgiPlug™, BD Biosciences) was added in the medium at a dilution of
1:100 for 4 supplemental hours. Total cells were harvested after a 2-day incubation
and were stained for flow cytometry-assisted analysis of cytokine production. The
staining was performed as follows: cell viability was assessed with LIVE/DEAD™ Fixable
Yellow dye (Thermo Fisher Scientific). Fc receptors were blocked with anti-mouse
CD16/CD32 (clone 2.4G2, Mouse BD Fc Block™, BD Biosciences). Then, surface and
intracellular stainings were conducted with one of the following panels: Panel 1)
Surface staining was performed with the following fluorochrome-conjugated
antibodies: anti-CD3 BV421 (clone 145-2C11, BD Biosciences), anti-CD8 FITC (clone 53-
6.7, BD Biosciences), anti-CD4 APC (clone RM4-5, Thermo Fisher Scientific) and anti-
CD45 PE-Vio770 (clone 30F11, Miltenyi Biotec). Then, cells were fixed and
permeabilized in BD Cytofix/Cytoperm™ buffer (BD Biosciences). Intracellular staining
was performed with anti-IFNy APC-eFluor780 (clone XMG1.2, Thermo Fisher
Scientific), anti-IL4 PerCP-Cy5.5 (clone 11B11, BD Biosciences), anti-IL17a PE (clone
eBio17B7, Thermo Fisher Scientific) and anti-GzmB PE-Dazzle594 (clone QA16A02,
BioLegend). Finally, stained samples were run through a BD LSR Il flow cytometer (BD
Biosciences). Panel 2) Surface staining was made with the following fluorochrome-
conjugated antibodies: Anti-CD45 BUV661 (clone 30F11, BD Biosciences), anti-CD3
BV421 (clone 145-2C11, BD Biosciences), anti-CD4 BUV496 (clone GK1.5, BD
Biosciences), anti-CD8 PE (clone 53-6.7, BD Biosciences), anti-NK1.1 BV605 (clone
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PK136, BD Biosciences), anti-TCRyd BV711 (clone GL3, BD Biosciences) and anti-CD25
BV786 (clone PC61, BD Biosciences). Then, cells were fixed and permeabilized in
eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer (Thermo Fisher Scientific).
Intracellular staining was performed with anti-FoxP3 FITC (clone FJK-16s, Thermo
Fisher Scientific), anti-IFNy APC (clone XMG1.2, Thermo Fisher Scientific), anti-IL4
PerCP-Cy5.5 (clone 11B11, BD Biosciences), anti-IL17a APC-Cy7 (clone TCII-18H10, BD
Biosciences), and anti-GzmB PE-Dazzle594 (clone QA16A02, BiolLegend). Finally,
stained samples were run through a BD LSRFortessa™ X20 flow cytometer (BD
Biosciences). For both panels, data were acquired using BD FACSDiva™ software (BD
biosciences) and analyzed using FlowJo software (TreeStar, Inc.). Absolute counts of
leukocytes were determined after considering the proportion of the stained cell

suspension run through the flow cytometer.

Ex vivo - Unspecific restimulation of leukocytes

At day 56 after CCA cells injection, mouse tumor-draining lymph nodes were
harvested and processed. In a 96-well cell culture plate, 11.5x10* leukocytes
(equivalent to approximately 8x10* T cells) were re-stimulated with 8x10* CD3/CD28-
coated beads (Dynabeads™ Mouse T-Activator CD3/CD28, Thermo Fisher Scientific) (T
cells/beads ratio of 1:1) in 200uL of serum-free CTL-Test™ PLUS Medium
(ImmunoSpot) supplemented with 2mM L-glutamine for 24 hours. After 20 hours,
brefeldin A (BD GolgiPlug™, BD Biosciences) was added to the medium at a 1:100
dilution for 4 supplemental hours. The total amount of cells was harvested after a 24-
hour incubation and was stained for cytokine production and analyzed by flow
cytometry. The staining was performed as follows: cell viability was assessed with
LIVE/DEAD™ Fixable Yellow dye (Thermo Fisher Scientific). Fc receptors were blocked
with anti-mouse CD16/CD32 (clone 2.4G2, Mouse BD Fc Block™, BD Biosciences).
Surface staining was made with the following fluorochrome-conjugated antibodies:
anti-CD45 BUV661 (clone 30F11, BD Biosciences), anti-CD3 BV421 (clone 145-2C11,
BD Biosciences), anti-CD4 BUV496 (clone GK1.5, BD Biosciences), anti-CD8 PE (clone
53-6.7, BD Biosciences), anti-NK1.1 BV605 (clone PK136, BD Biosciences), anti-TCRyd
BV711 (clone GL3, BD Biosciences), anti-CD25 BV786 (clone PC61, BD Biosciences) and
anti-CD69 PE-Vio770 (clone REA937, Miltenyi Biotec). Then, cells were fixed and
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permeabilized in eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer (Thermo
Fisher Scientific). Intracellular staining was performed with anti-FoxP3 FITC (clone FJK-
16s, Thermo Fisher Scientific), anti-IFNy APC (clone XMG1.2, Thermo Fisher Scientific),
anti-IL4 PerCP-Cy5.5 (clone 11B11, BD Biosciences), anti-IL17a APC-Cy7 (clone TCII-
18H10, BD Biosciences), and anti-GzmB PE-Dazzle594 (clone QA16A02, BioLegend).
Finally, stained samples were run through a BD LSRFortessa™ X20 flow cytometer (BD
Biosciences). Data were acquired using BD FACSDiva™ software (BD biosciences) and

analyzed using FlowJo software (TreeStar, Inc.).

Ex vivo - Phenotyping of the lymphocytic cell subsets in the tumor, tumor-
draining lymph node and blood

At day 56 or 60 after CCA cell injection, blood samples, tumors and tumor-draining
lymph nodes were collected from mice and processed. Two hundred pL containing the
equivalent of 50mg of bulk tumor cells, or peripheral blood cells from 400pL of blood,
or leukocytes from half of a whole lymph node, were stained forimmunophenotyping
and analyzed by flow cytometry. The staining was performed as follows: cell viability
was assessed with LIVE/DEAD™ Fixable Yellow dye (Thermo Fisher Scientific). Fc
receptors were blocked with anti-mouse CD16/CD32 (clone 2.4G2, Mouse BD Fc
Block™, BD Biosciences). Then, surface and intracellular stainings were conducted
with one of the three following panels : panel "T lymphocytes": Surface staining was
made with the following fluorochrome-conjugated antibodies: anti-CD3 APC (clone
17A2, Thermo Fisher Scientific), anti-CD8 PE (clone 53-6.7, BD Biosciences), anti-CD4
PerCP-Cy5.5 (clone RM4-5, Thermo Fisher Scientific), anti-CD25 PE-Cy7 (clone PC61.5,
Thermo Fisher Scientific), anti-PD-1 BV421 (clone RMP1-30, BD Biosciences) and anti-
CD62L APC-eFluor780 (clone MEL-14, Thermo Fisher Scientific). Then, cells were fixed
and permeabilized in eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer
(Thermo Fisher Scientific). Intranuclear staining was performed with anti-FoxP3 FITC
(clone FJK-16s, Thermo Fisher Scientific). Panel "NK and B lymphocytes": surface
staining was made with the following fluorochrome-conjugated antibodies: anti-B220
V450 (clone RA3-6B2, BD Biosciences), anti-CD3 FITC (clone 17A2, Thermo Fisher
Scientific), anti-NK1.1 PerCP-Cy5.5 (clone PK136, BD Biosciences), anti- TCRyd APC
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(clone GL3, BioLegend), anti-CD19 APC-H7 (clone ID3, BD Biosciences) and anti-CD69
PE (clone H1-2F3, BD Biosciences). Then, cells were fixed and permeabilized in BD
Cytofix/Cytoperm™ buffer (BD Biosciences). Panel "Lymphocytic subsets and
memory": surface staining was made with the following fluorochrome-conjugated
antibodies: anti-CD45 BUV661 (clone 30F11, BD Biosciences), anti-CD3 BV421 (clone
145-2C11, BD Biosciences), anti-CD4 BUV496 (clone GK1.5, BD Biosciences), anti-CD8
PE (clone 53-6.7, BD Biosciences), anti-NK1.1 BV605 (clone PK136, BD Biosciences),
anti- TCRyé BV711 (clone GL3, BD Biosciences), anti-CD25 BV786 (clone PC61, BD
Biosciences), anti-CD19 PerCP-Cy5.5 (clone 1D3, BD Biosciences), anti-CD27 PE-
Dazzle594 (clone LG.3A10, BioLegend), anti-CD62L PE-Vio770 (clone REA828, Miltenyi
Biotec), anti-CD44 APC (clone IM7, BD Biosciences) and anti-B220 APC-Vio770. Then,
cells were fixed and permeabilized in eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor
Staining Buffer (Thermo Fisher Scientific). Intracellular staining was performed with
anti-FoxP3 FITC (clone FJK-16s, Thermo Fisher Scientific). Finally, samples stained with
the panels "T lymphocytes"” and "NK and B lymphocytes" were run through a BD LSR I
flow cytometer (BD Biosciences), and samples stained with the panel "Lymphocytic
subsets and memory" were ran through a BD LSRFortessa™ X20 flow cytometer (BD
Biosciences). Data were acquired using BD FACSDiva™ software (BD biosciences) and
analyzed using FlowJo software (TreeStar, Inc.). Absolute counts of leukocytes were
normalized considering the following parameters: the weight of the harvested tumor
or amount of blood drawn, the total volume of the processed tissue cell suspension,
the proportion of the whole cell suspension stained and the proportion of the stained

cell suspension run through the flow cytometer.

Ex vivo - RNA extraction

Mouse caudate liver lobes were harvested at day 35 after cholangitis induction start,
and CCA mouse tumors were resected at day 56 after CCA cells injection. Both tissues
were stored directly in RNAprotect Tissue Reagent solution (Qiagen) and stored at 4°C.
Total RNA extraction and purification were performed using the RNeasy plus mini kit
(Qiagen) and the Qiashredder homogenizer columns (Qiagen), according to the
supplier's instructions. Lysis and homogenization of the tissues was formerly achieved

thanks to the Precellys 24 Tissue Homogenizer (Bertin Instruments) and hard tissue
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homogenizing CK28-R 2 mL tubes (Bertin Instruments) in the lysis buffer supplied in
the RNeasy plus mini kit, at 5 000 rpm for 20 seconds (twice). RNA concentration in

samples was then measured using a NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific).

In vitro - Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-
gPCR)

Reverse transcription of RNA samples was performed using the SuperScript IV VILO
Master Mix (Thermo Fisher Scientific), according to the manufacturer’s instructions.
1.8mg of purified total RNA was converted into cDNA in 20ulL and diluted 6 times.
Quantitative PCR was performed on a StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo
Fischer Scientific) using TagMan® Fast Advanced Master Mix (Thermo Fischer
Scientific), according to the manufacturer’s instructions, and the TagMan® Gene
Expression Assays (Thermo Fischer Scientific) for the following murine genes: Ifng
(Mm01168134_m1), Il4 (MmO00445259_m1), [/l17a (MmO00439619 _m1), 1123
(Mm00518984_m1), Ccl20 (Mm01268754_m1), Cxcl9 (Mm00434946_m1), Cxcr5
(MmO00432086_m1), Cxcl13 (Mm04214185_s1), Thet (Mm00450960_m1), Gata3
(Mm00484683_m1), Rorc (encoding RORyt) (Mm01261022_m1), Bcl6
(MmO00477633_m1), Ppia (Mm02342430_g1). Expression results were normalized to

Ppia signal (ACt) and to the expression mean of the control group (-AACt).

In vitro — RNA sequencing (RNA-Seq)

Mouse caudate liver lobes were harvested on day 35 after cholangitis induction start,
and total RNA was extracted. The libraries were prepared following the Tru-seq mRNA
protocol from lllumina, starting from 1 pg of high quality total RNA. Paired end (2 x
75) sequencing was performed on an lllumina Nextseq 500 platform. Fluorometric
Qubit RNA HS assay (Life Technologies, Grand Island, New York, USA) was applied to
measure RNA concentration. RNA quality (RNA integrity number) was assessed on the
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). To build libraries,
1 ug of high quality total RNA sample (RIN >8) was processed using Truseq stranded
mRNA kit (Illumina) according to manufacturer’s instructions. Briefly, after purification

of poly-A containing mRNA molecules, nucleic acids were fragmented and reverse-
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transcribed using random primers. Replacement of dTTP by dUTP during the second
strand synthesis permitted to achieve strand specificity. Addition of a single A base to
the cDNA was followed by ligation of adapters. Libraries were quantified by Qubit DNA
HS Assay (Life Technologies, Grand Island, CA, USA) and library profiles were assessed
using the DNA High Sensitivity LabChip kit on an Agilent Bioanalyzer. Libraries were
sequenced on an lllumina Nextseq 500 instrument using 75 base-length read V2
chemistry in a paired-end mode. After sequencing, a primary analysis based on AOZAN
software (ENS, Paris) was applied to demultiplexe and control the quality of the raw
data (based of FastQC modules / version 0.11.5).°”° Obtained fastq files were then
aligned using Star algorithm (version 2.5.2b) and quality control of the alignment
realized with Picard tools (version 2.8.1). Reads were then counted using Feature
count (version Rsubread 1.24.1) and the statistical analyses of the read counts were
performed with the DESeq2 package version 1.14.1 to determine the proportion of

differentially expressed genes between two samples.

In silico - RNA-Seq data analysis

RNA-seq analysis. RNA-Seq data analysis was performed by GenoSplice technology
(www.genosplice.com). Sequencing, data quality, reads repartition (e.g., for potential
ribosomal contamination), and insert size estimation were performed using FastQC,
Picard-Tools, Samtools and rseqc. Reads were mapped using STARv2.4.0°%° on the
mm10 Mouse genome assembly. Gene expression regulation study was performed as
already described.>8182 Briefly, for each gene present in the Mouse FAST DB v2018_1
annotations, reads aligning on constitutive regions (that are not prone to alternative
splicing) were counted. Based on these read counts, normalization and differential
gene expression were performed using DESeg2 on R (v.3.2.5). Only genes expressed
in at least one of the six compared experimental conditions were further analyzed.
Genes were considered as expressed if their FPKM value was greater than 98% of the
background FPKM value based on intergenic regions. Results were considered
statistically significant for P-values < 0.05 and fold-changes > 1.5. Significant GO terms
and KEGG pathways®® were retrieved using DAVID.*®* Heatmap for the results
visualization. Results were considered statistically significant for uncorrected p-values

< 0.05 and fold-changes > 2. Hierarchical Euclidean clustering and heatmaps have
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been performed using Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus).

Gene Ontology (GO) terms enrichment analysis. GO terms enrichment was analyzed

using the DAVID Functional Annotation tool (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) on

genes that were upregulated in both conditions (PBC and PSC), or upregulated in only

one, or downregulated for both cholangitis or only one.>84°8

Ex vivo - Enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assay

At day 32 or 33 after cholangitis induction star, mouse spleens were collected and
processed. ELISPOT assays were performed using the Murine pre-coated IFNy ELISpot
kit (Diaclone) according to the manufacturer’s instructions. 5x10° mouse splenocytes
were seed in 200uL of serum-free CTL-Test™ PLUS Medium (ImmunoSpot)
supplemented with 2mM L-glutamine, and 4ng of peptides were added (final
concentration during incubation 20ng/mL). Cells were stimulated for 20 hours and the
ELISPOT plates were revealed following the given protocol. Finally spots were counted
in an automated manner with a person supervised-quality control check using a CTL
S6 analyzer (ImmunoSpot) with the software ImmunoSpot 5.1.36 (ImmunoSpot). For
each condition of splenocyte (re)stimulation, the number of spots reported is deduced

of the number of spots in unstimulated wells.

In silico - PDC-E2 peptides prediction

The epitopes in the mouse PDC-E2 protein
(MWRVCARRARSAVPRDGFRARWAALKEGPGAPCGSPRIGPAAVRCGSGIPRYGVRSLCGWS
SGSGTVPRNRLLRQLLGSPSRRSYSLPPHQKVPLPSLSPTMQAGTIARWEKKEGEKISEGDLIAEV
ETDKATVGFESLEECYMAKILVPEGTRDVPVGSIICITVEKPQDIEAFKNYTLDLAAAAAPQAAPA
AAPAPAAAPAAPSASAPGSSYPTHMQIVLPALSPTMTMGTVQRWEKKVGEKLSEGDLLAEIET
DKATIGFEVQEEGYLAKILVPEGTRDVPLGAPLCIIVEKQEDIAAFADYRPTEVTSLKPQAAPPAPP
PVAAVPPTPQPVAPTPSAAPAGPKGRVFVSPLAKKLAAEKGIDLTQVKGTGPEGRIIKKDIDSFVP
SKAAPAAAAAMAPPGPRVAPAPAGVFTDIPISNIRRVIAQRLMQSKQTIPHYYLSVDVNMGEVL
LVRKELNKMLEGKGKISVNDFIIKASALACLKVPEANSSWMDTVIRQNHVVDVSVAVSTPAGLIT
PIVFNAHIKGLETIASDVVSLASKAREGKLOQPHEFQGGTFTISNLGMFGIKNFSAIINPPQACILAI
GASEDKLIPADNEKGFDVASVMSVTLSCDHRVVDGAVGAQWLAEFKKYLEKPITMLL)  were
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predicted using the IEDB Analysis Resource T cell epitopes - MHC binding prediction

tools (http://tools.iedb.org/main/tcell/), which calculates the IC50 values of each

possible short peptide within the protein. For both MHC class | and Il predicted
epitopes, the corresponding peptides were synthesized by Eurogentec at a crude

purity and with neither N¢er nor Cier modifications.

In silico - Statistical analyses
Linear mixed-effects models were applied for longitudinal comparison of tumor
growth curves using TumGrowth web tool

(https://kroemerlab.shinyapps.io/TumGrowth/).°8 GraphPad Prism software was

used for data graphing. Statistical analyses were performed using the softwares
GraphPad Prism, Excel or R. In the main figures, both statistically significant (p<0.05)
and unsignificant (p>0.05) results are displayed. In the supplemental figures, only p-

values illustrating significance (p<0.05) or trend (0.15>p>0.05) are shown.

159



Discussion et perspectives

. Discussion

Grace a l'utilisation de nos modeles murins de CSP et CBP, nous avons pu mettre en
évidence que I'auto-immunité associée a la CPB alimentait l'immunosurveillance du
CC et prévenait son développement, alors que I'inflammation associée a la CSP n'avait
aucun impact. Plus précisément, le développement d’une réponse Th1/Tcl croisée,
spécifique des cholangiocytes sains et malins, apparait comme le médiateur de cette

protection contre le CC. (Figure 28)
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Figure 28 : L'auto-immunité associée a la CBP alimente l'immunosurveillance du cholangiocarcinome. La
croissance tumorale des cellules de CC implantées en sous-cutané, chez les souris CBP, apparait ralentie en
comparaison avec les souris CSP et controle. Ce contrdle actif du développement tumoral du CC apparait
dépendant des lymphocytes B et T, et plus spécifiquement de la réponse T de type 1.
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A. Comparaison des deux modeéeles murins de

cholangites

Le choix des deux modeéles murins reposait principalement sur la possibilité de
I'induire chez des souris naives, mais également d’observer le développement d’une
composante auto-immune chez le modele CBP, en comparaison au modele CSP qui
devait étre purement inflammatoire. Les différents résultats, histologiques,
sérologiques, immunologiques et méme transcriptomiques, nous ont permis de
montrer que ces modeles d'études récapitulaient, bien qu'imparfaitement, les
principales caractéristiques des pathologies humaines, avec notamment, une réaction
inflammatoire hépatique pour les deux modeles. De plus, le modele CBP présentait
I’activation d’une réponse globale T et B significativement plus importante que le
modele CSP, et des lymphocytes B et T auto-réactifs contre la protéine PDC-E2. Dans
la méme ligne, des marqueurs d’une réponse cytotoxique (Cd8, Ifng, Gzmb) n’ont été
détectés que dans le modele de CBP et non dans la CSP,*” ce qui est cohérent avec
les observations faites chez ’lhomme.111140.588 Cependant, de par le fait qu’ils soient
induits, ces deux modeles ne permettent pas de prendre en compte les facteurs
génétiques impliqués dans |'étiologies des deux cholangites, ni la prédominance d’un
sexe sur l'autre. Pourtant, I'induction de la CSP par le DDC permet bien I'installation
d’une fibrose en « oignon » autour des moyens et gros canaux biliaires accompagnée
d'une cholestase et atteinte hépatique; caractéristiques que l'on retrouve
notamment lors de défauts de transporteurs dans les cholangiocytes.'®”->8 Certaines
limitations existent néanmoins avec ce modele tels que son caractére transitoire, le
manque d’information relative a I'induction éventuelle de MICI, et les interférences
du DDC avec d’autres tissus.”®® En paralléle, I'induction de la CBP grace a
I’administration du 2-OA-BSA/a-GalCer permet d’assurer le développement d’une
réponse immunitaire avec sécrétion d’AMAs (réponse humorale), activation de
lymphocytes T auto-réactifs contre les cholangiocytes, et infiltration de lymphocytes
T CD8* dans I'espace porte hépatique. De ce fait, cela permet de récapituler la
composante auto-immune de la pathologie humaine, notamment la réactivité a PDC-

E2, avec une atteinte des canaux biliaires. En revanche, les processus inflammatoires
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et la formation des granulomes impliqués dans ce modeéle de CBP ne sont pas
entierement compris. De plus, ces deux caractéristiques sont généralement
particulierement modérées dans notre modele par rapport aux observations faites
chez les patients. Finalement, des atteintes des plus gros canaux biliaires sont
également observées chez les animaux, alors que la CBP ne touche chez I’homme que

les petits canaux.t87>9

B. Controle de la croissance du CC, dépendante des

lvmphocytes T, aprés induction de la CBP mais

pas de la CSP

L'induction de la CBP semblait bien conférer aux souris une protection, méme
incomplete, contre le développement d’'un modele de CC sous-cutané. Cette
protection est également apparue spécifique d’un histotype en n’empéchant pas la
croissance d’autres modeles murins de tumeurs comme le CHC. De plus, I'implication
du systeme immunitaire adaptatif est absolue et nécessaire a I'effet observé de la CBP
sur le développement du CC. En effet, la déplétion des lymphocytes T ou des
lymphocytes B abrogeait, respectivement totalement ou partiellement, le contréle sur
la croissance tumorale du CC chez les souris CBP. De ce fait, cela nous permet
d’affirmer que c’est bien la spécificité antigénique et partagée entre cholangiocytes
sains et transformés qui permet aux animaux souffrant de la CBP d’étre protégés du
CC. Aussi, ces observations conforteraient notre hypothese que cette immunité
adaptative croisée protegerait les patients CBP d’une atteinte maligne des voies
biliaires. Ces résultats fournissent I'un des premiers indices jamais reportés en faveur
de I'existence d'un lien entre maladie auto-immune et immunosurveillance du cancer.
Ce lien impligue évidemment une réactivité contre un ou plusieurs antigénes partagés
entre cellules saines et transformées d’'un méme tissu. Pourtant jusqu’a présent, les
syndromes auto-immuns avaient été plutot considérés comme des facteurs de risques
pour le cancer. Chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide, un risque plus
élevé de développer un lymphome, un cancer du poumon ou un mélanome a pu étre

observé.”®3>°1 || a aussi été rapporté chez les personnes souffrant d’un lupus
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érythémateux disséminé, une augmentation de [lincidence des cancers
hématologiques, du vagin, du col de I'utérus, de la téte ou du cou, de la thyroide, du
foie ou de la vésicule biliaire, du rein, de I'anus, de I'cesophage, du poumon et du
pancréas. Mais ces derniers avaient un plus faible risque de développer un cancer des
ovaires et du colon.>®? Le syndrome de Gougerot-Sjogren a finalement, lui aussi, été
associé a une augmentation du risque de cancers, et en particulier de lymphomes non
Hodgkinien et de cancers de la thyroide.®® A notre connaissance, le role
prophylactique d’'une réponse auto-immune contre le cancer, n'a été évoqué que dans
le cas du vitiligo et du mélanome.>’?> Cependant, aucune étude épidémiologique de
grande ampleur n’a permis d’analyser la fréquence d’apparition de cancers chez les
patients souffrant de syndromes auto-immuns, avec une considération particuliere
pour le tissu siege de la perte de tolérance. Pourtant, plus récemment, il a été
démontré que la pancréatite auto-immune, malgré I'inflammation locale, n’était pas
particulierement associée au développement du cancer du pancréas chez les patients.
En revanche, elle semblait augmenter les risques de cancers dans d’autres organes
(estomac, poumon ou prostate).>®* Chez les patients atteints d’'une HAI, le risque de
développer un CHC est fortement associé avec la progression de la pathologie vers
une cirrhose. En outre, les patients cirrhotiques, a la suite d’une HAI, avait un risque
plus faible de développer un CHC que les patients dont la cirrhose était la conséquence
d’une CBP ou d’une infection par un virus de I'hépatite B ou C.>® De plus, dans les
modeles précliniques, il est possible d'immuniser des souris avec des cellules
épithéliales iléales normales (non transformées) et d'induire une réponse immunitaire
protectrice contre le développement du cancer du c6lon.>®® Tous ces exemples
soupconnent un aspect bénéfique jusque-la négligé, de réactivités auto-immunes

contre le développement malin dans divers organes.

D’un point de vue mécanistique, la déplétion périphérique des sous-groupes de
lymphocytes a démontré que I'élimination des cellules de CC lors de la CBP dépendait
a la fois des lymphocytes T CD4* et CD8* mais aussi des lymphocytes B. Le role des
lymphocytes T CD4* et T CD8*, a été démontré dans le développement et les atteintes
de la CBP.>88397,598 En outre, le nombre de lymphocytes T CD8"* intra-tumoral a montré

une valeur pronostique positive chez les patients avec un CC.>3? De maniére générale,
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une activation des lymphocytes T CD4* et CD8* témoigne d’une réponse anti-tumorale
qui est donc associée a un meilleur pronostic chez les patients souffrant d’un
cancer.>®®>’7 Dans un méme temps, le réle des lymphocytes B dans le processus de la
CBP a également été largement étudié, de par leur importante production d’auto-
anticorps.!#? En outre, ces auto-anticorps pourraient favoriser la présentation de PDC-
E2 aux lymphocytes T par la formation de complexes immuns et I'activation d’APCs via
leurs récepteurs au Fc.112°% Le réle des lymphocytes B dans I'immunosurveillance du
cancer a longtemps été déconsidéré. Ces cellules B ont généralement été classifiées
comme pro-tumorales de par leur phénotype régulateur ou l'inhibition fréquemment
rapportée de la réponse cellulaire anti-tumorale lorsqu'une réponse humorale est
engagée.’® Cependant, leur réle dans le mécanisme d’ADCC, du fait de leur
production d’lgG, leur potentiel de présentation antigénique et leur réle dans la
formation et le maintien des TLS leur conféreraient des propriétés anti-tumorales. De
plus, une fonction de soutien a la réponse T par les cellules B a pu étre mise en

600 notamment chez des patients atteints de cancers du pancréas®?! ou du

évidence,
colon.®%? Leur déplétion dans un modéle murin syngénique de mélanome est
également apparu délétére, favorisant la croissance tumorale.? Dans le cadre du CC,
I'implication des lymphocytes B avec une fonction anti- ou pro-tumorale n’a pas été

particulierement décrite.

L'inconvénient de notre étude est qu’elle repose sur un modele de tumeurs murines
injectées en sous-cutanés, et donc, dans un tissu éloigné anatomiquement et
morphologiquement du foie. Un modele murin syngénique et orthotopique de CC a
cependant été récemment décrit. Celui-ci consiste en l'injection de cellules de
cholangiocarcinome dans le lobe médian du foie.??’ Les investigations dans un tel
modele de CC seraient particulierement intéressantes afin de confirmer 'activité anti-
tumorale d'un syndrome auto-immun au sein méme du tissu biliaire en tenant compte
de I'environnement particulierement immunosuppressif du foie. Au-dela de ¢a, un
modele orthotopique pourrait également permettre d’étudier la composante
inflammatoire des deux pathologies, ce qui n’est pas possible avec un modele

ectopique.
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C. Caractéristique de l'immunosurveillance contre

le CC, médiée par les lymphocytes T, au cours de

la CBP

Les analyses transcriptomiques ont révélé un enrichissement de I'expression des
genes associés aux réponses Thl et Tcl dans les foies CBP, par rapport au control mais
également au CSP. De plus les résultats d’immunophénotypages réalisés par
cytométrie en flux, ainsi que des tests d'expression génique, ont confirmé la présence
de cette signature Th1/Tcl dans le stroma du CC ainsi que le ganglion drainant la
tumeur chez les souris CBP mais pas chez les souris CSP. La polarisation vers un
phénotype Thl et Tcl des lymphocytes T CD4* et CD8* respectivement, a démontré
unrdle essentiel dans le rejet des tumeurs de CC. En effet, la neutralisation systémique
de I'lFNy, leur principale cytokine effectrice, a amoindri significativement la protection

médiée par la CBP sur la croissance du CC.

Compte tenu de leur implication reconnue dans ['auto-immunité et
I'immunosurveillance du cancer, les lymmhpcytes T Thl CD4* et Tc1l CD8* pourraient
étre suspectés d'établir le lien mécanique entre la CBP et I'immunosurveillance
exacerbée contre le CC. D'une part, il a été démontré que la réponse immunitaire Thl
I'emporte sur la réponse Th2 lors la CBP,1%>13% et qu'une réponse Th1 est nécessaire a
I'induction de notre modeéle murin.>*® De plus, une augmentation des cytokines de la
réponse immunitaire de type 1, IFNy, IL12, CXCL9 et CXCL10 est observée dans le sang
ou le foie des patients atteints de CBP. Ces cytokines se sont vu attribuer un réle
critique dans la promotion et le maintien de la pathologie auto-immune.139.604-606 Fpy
outre, cette double réponse Th1/Tcl est d’ores et déja connues pour son implication
dans les syndromes auto-immuns,®°7:6%8 et des lymphocytes T CD8* auto-réactifs sont
retrouvés chez les patients souffrant de la CBP.!!! D'autre part, l'infiltration intra-
tumorale de lymphocytes Thl et CD8* cytotoxiques correle avec un pronostic

favorable dans plusieurs types de cancer.?® Le cholangiocarcinome ne fait pas
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exception a cette regle et une infiltration tumorale abondante par les lymphocytes T
CD8* et CD4"* coincide avec une amélioration des résultats cliniques,®32°33:533569 de
méme que l'action anti-tumorale de I'lFNy semblent corréler avec un infiltrat de bon
pronostic.51%611 Nos résultats décrivent bien une implication de la réponse Th1/Tcl
dans le CBP et la réponse immunitaire anti-CC. Cependant, la situation est plutot
unique puisque ces lymphocytes auto-réactifs assurent simultanément la médiation
d'une activité anticancéreuse bénéfique et d'une activité auto-immune délétere en

ciblant les cholangiocytes malins et normaux.

En plus des lymphocytes Th1/Tcl, de futures expériences devraient conclure sur une
implication d'autres compartiments immunitaires adaptatifs dans
I'immunosurveillance du CC, notamment lorsqu’elle est alimentée par I'auto-
immunité de la CBP. Nos analyses de transcriptomique et de cytométrie en flux ont
mis en évidence une signature Th2/Tc2 enrichie (par exemple IL4, Gata3) dans le foie,
dans I'environnement micro-tumoral du CC et les organes lymphoides secondaires
(rate et ganglion lymphatique drainant la tumeur), chez les souris CBP par rapport aux
animaux controles ou CSP. De plus, la déplétion des lymphocytes B a significativement,
bien que partiellement, altéré la protection médiée par la CBP contre le CC. C’est
pourquoi nous pouvons penser que les lymphocytes B et Th2/Tc2 pourraient
participer a l'immunosurveillance du CC chez les souris CBP. En outre, il serait
intéressant de réaliser le blocage systémique de I'lL4 afin de confirmer I'importance
de cette polarisation Th2/Tc2 dans la réponse immunitaire anti-CC. D’ores et déja,
cette observation est originale en soi et présente un intérét particulier pour le
domaine de I'immuno-oncologie. En effet, si les cellules B jouent un r6le indéniable
dans la pathogenése de la CBP,140612 g|les sont détectées de fagon récurrente dans les
microenvironnements néoplasiques mais leur fonction pro versus anti-tumorale reste
a ce jour débattue.?361% Concernant le cholangiocarcinome, une étude a corrélé un
niveau plus élevé de lymphocytes B infiltrés dans le stroma tumoral avec un meilleur
pronostic.>33 Par conséquent, les sous-types de lymphocytes B et Th2/Tc2 pourraient
jouer un roéle aux cotés des cellules Th1/Tcl en endommageant les voies biliaires
normales et en éliminant les cholangiocytes transformés. Au-dela de cette

polarisation Th2/Tc2, les lymphocytes B pourraient également étre impliqués dans
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une réponse immunitaire via les lymphocytes Tfh et la formation de TLS. Il n’existe
actuellement pas de réelle étude concernant leur existence dans le stroma du CC,
cependant ils sont associés a un taux de rechute plus faible chez les patients souffrant
d’un CHC.®'> De maniére plus générale, I'observation de TLS dans I’environnement
micro-tumoral est associé a un meilleur pronostic dans un certain nombre de
cancers,*®361® notamment le cancer colorectal,*®* des ovaires,®'” du sein®® et du
poumon.®'? Dans un méme temps, I'expression de génes associés a ces structures a
effectivement été mesurée dans plusieurs tumeurs, y compris des échantillons de CC,
de maniére particulierement hétérogéne entre patients.*® Des études plus
approfondies seront nécessaires afin d’élucider le réle des lymphocytes B et Tfh dans
la réponse anti-tumorale anti-CC. Il serait parfaitement envisageable de réaliser sur
notre modeéle murin de CC des études histologiques afin de documenter la présence
ou non de TLS et leur potentielle association avec la CBP et une plus faible croissance
tumorale. Actuellement, aucun enrichissement de génes relatifs aux TLS (CXCL13,
CXCR5) n’a pu étre observé dans I'environnement du CC chez les souris CBP par
rapport aux animaux controle ou CSP. Pourtant, chez les patients CBP, |'expression de
CXCL13 et le recrutement de lymphocytes T CD4* exprimant CXCR5 ont montré un réle
majeur dans la réponse humorale médiée lors de la CBP.°2° Finalement, pour
confirmer la double fonction des lymphocytes B dans la réponse auto-immune lors de
la CBP et la réponse anti-tumorale contre le CC, il pourrait étre judicieux de mesurer
une éventuelle expansion clonale de lymphocytes B au sein de la tumeur de CC, et

comparer cette expansion clonale avec celle observée dans le foie des souris CBP.

Finalement, nous avons également observé un enrichissement des lymphocytes
Th17/Tc17 dans les tissus lymphoides (mais pas dans le microenvironnement du CC)
des souris CBP par rapport a la CSP et aux animaux témoins. L'importance de cet axe,
médié par I'lL17a, avait déja été observé dans notre modeéle induit de CBP.>® Cette
observation a également confirmé la pertinence du modele murin de la CBP, car
I'activité des cellules Th17 a été positivement associée a la progression vers les stades
avancés de la cholangite.138139608 Cependant, la neutralisation de la cytokine
effectrice IL17a n'a pas altéré de maniere vraiment significative I'immunité protectrice

contre le CC chez les souris atteintes de CBP. Ainsi, les lymphocytes Th17/Tc17 liés a
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la CBP ne semblent pas nécessairement impliqués dans I'immunosurveillance du CC.
Cela correspond également a l'observation clinique selon laquelle des taux élevés
d’IL17a intra-tumorale prédit un mauvais pronostic chez les patients atteints de iCC.>13
Dans le stroma tumoral, cette cytokine est principalement sécrétée par les
lymphocytes Tyd et présente des propriétés pro-angiogéniques et donc pro-
tumorales.®?! Cependant, la détection chez les souris CBP d’une telle proportion de
lymphocytes Th17/Tcl17 dans le ganglion lymphatique drainant la tumeur, mais
également apres co-culture avec des cellules de CC, nous interroge. Le phénotype peu
stable des lymphocytes Th17 ainsi que leur capacité a effectuer une transition vers
une autre polarisation, et plus particulierement un phénotype Thl, pourraient étre
investigués.*®9622 Cela pourrait expliquer I'absence de cytokines signatures de la
réponse Th1l7 au sein des tumeurs de CC. En outre, comme nous |'avions vu
précédemment, les lymphocytes Th1l7 possedent aussi une fonction de soutien de
I'immunité médiée par les cellules Th1/Tcl lors d’'une réponse anti-tumorale. Par
ailleurs, plusieurs études ont pu mettre en évidence une forte fonction anti-tumorale
des lymphocytes T CD8* présentant un phénotype Tcl17 ex vivo.?89623624 En effet, ces
derniers apres stimulation ex vivo ne possedent pas d’activité cytotoxique et sécretent
de I'lL17. Cependant, apres réinjection in vivo, ils changent de phénotype et expriment
de I'lFNy, mimant un phénotype Tcl. De plus, ils acquierent une fonction cytotoxique

623 et, de par leur phénotype d’origine,

avec une importante activité anti-tumorale,
permettent le recrutement de neutrophiles au niveau de la tumeur, ce que ne peuvent
pas les lymphocytes Tc1.28 Finalement, ces lymphocytes ont également I'avantage
de pouvoir persister plus longtemps et de s’accumuler de fagon plus importante dans
le tissu tumoral, grace a lI'expression de IL7R (interleukin-7 receptor).8?*%2> Ces
hypothéses seront bien sir a confirmer de maniere expérimentale par des tests de
tracking cellulaire, de co-marquages d'IL17/IFNy avec différents facteurs de

transcription, entre le ganglion drainant la tumeur et I’environnement micro-tumoral

du CC.

De maniere plus générale, I'intérét est maintenant de déterminer si une réponse anti-

tumorale suffisamment efficace nécessite fatalement une réponse auto-immune,

168



comme cela semble actuellement le cas pour le mélanome avec le vitiligo, qui reste

fort heureusement une manifestation bénigne.>’°

Il. Perspectives

A. Auto-immunité de la CBP et immunosurveillance

du CC partagent un méme antigene

L’observation de ce lien entre 'auto-immunité lors de la CBP et 'immunosurveillance
contre le CC nous indique que des clones lymphocytaires réalisent ces deux réponses
immunitaires adaptatives. La mise en exergue de I’enrichissement de ces clones
semble importante afin de déterminer exactement les médiateurs communs de ces
deux immunités. Le séquencage d’ARN de cellule unique permet d’accéder au
phénotype précis de chaque lymphocyte, mais également de déterminer I'exact TCR
gu’il exprime grace a des méthodes d’analyses de I'appariement des chaines a et  du
récepteur et des CDRs (complimentarity determining regions).®?652% De ce fait, il est
donc possible de relier un clone TCR enrichi a une signature immunitaire. En outre,
I’expansion de clones de TCR est généralement signe d’une immunogénicité,®?® dans
notre cas, des cellules de CC et des cholangiocytes sains du foie. L'objectif est donc de
déterminer les clones de TCR enrichis et communs entre le foie des souris CBP et la
tumeur de CC. En outre, I'identification d’un ou plusieurs enrichissements de TCR peut
également favoriser la découverte d'un ou plusieurs épitopes suffisamment
immunogenes a l'origine de cette expansion clonale. Grace a des modeles
informatiques, les interactions entre TCRs, et plus spécifiquement leurs CDRs, et des
librairies de complexes peptide-CMH peuvent déterminer la spécificité des TCRs
identifiés pour des antigénes du soi exprimés par les cholangiocytes.®3%-632 Cependant,
ces algorithmes semblent actuellement surtout congus pour des analyses chez
I’'hnomme (restreintes aux HLAs humains).

Nos différents résultats indiquent également qu’il existe au moins un antigene
commun entre les cholangiocytes sains et transformés. Cet antigene permet a la

réponse immunitaire un double jeu, bénéfique contre le CC et délétere contre les
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voies biliaires. Les techniques expérimentales actuelles permettent d’analyser la
totalité des peptides présentés sur le CHM de classe | (et parfois de classe Il
également), par élution, purification et spectrométrie de masse.?3363* La situation
actuelle doit faciliter I'identification de cette cible antigénique commune aux canaux
biliaires sains et transformés. En effet, les cellules tumorales peuvent présenter des
peptides qui ne le sont habituellement pas.**® En revanche, dans notre cas, nous
sommes intéressés par un peptide normal du soi qui est déja présenté et reconnu lors
de la CBP. C'est pourquoi il s’agit de réaliser une analyse de I'immunopeptidome
restreint aux CMHs de classe | du foie (qui contient les canaux biliaires
intrahépatiques) et de la tumeur de CC. Dans notre modéle, le réle primordial des
lymphocytes T CD8* et de leur fonction cytotoxique, dans la pathogénicité de la CBP
et la surveillance du CC nous laisse penser qu’au moins un des antigénes que nous
recherchons est bien présenté via les CMHs de classe | sur les cholangiocytes sains et

transformés.%3>

B. De l'identification d’une cible thérapeutique aux

applications cliniqgues

Apres identification d’'une possible cible thérapeutique, tel qu’un antigéne, il sera
essentiel de valider son expression dans les CCs de patients pour justifier son potentiel
en clinique. De plus, dans I'optique de développer une immunothérapie, détecter des
clones de lymphocytes T réactifs contre le ou les peptides candidats permettrait de
s’assurer d’une réactivité du systeme immunitaire et d'un potentiel thérapeutique.

Aucune directive officielle concernant le traitement du CC ne comprend aujourd'hui
des immunothérapies. Cependant, des essais cliniques testent plusieurs stratégies tels
gue des anticorps bloquant des checkpoints inhibiteurs de I'immunité (PD-1, PD-L1,
CTLA-4),209211.636 déj3 largement utilisés dans le mélanome et certains cancers du
poumon. Des immunomodulations par des cytokines ou méme des thérapies
cellulaires utilisant des lymphocytes T autologues sont aussi a I'essai.®3” En outre, des
tests cliniques ont également été démarrés en utilisant différentes stratégies

immunothérapeutiques a propriétés vaccinales. Un vaccin peptidique
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(NCT00012246) ; un vaccin avec des DCs pulsées (NCT00004604) ou un vaccin viral
(NCT00028496), tous contre I'antigene CEA (carcinoembryonic antigen), sont en
cours. Un vaccin comprenant I'antigeéne CA9-19 (cancer antigen 9-19) (NCT03042182),
un vaccin contre I'HBV et I'HCV (NCT02232490), ou méme l'application d'un virus
oncolytique (NCT02714374) sont également a I'étude.

En tenant compte de I'environnement fortement immunosuppressif du CC,>%°
Iutilisation seule, d’inhibiteurs de checkpoints de I'immunité ne semble pas étre une
stratégie efficace. En effet, il est préférable que I'environnement tumoral soit
immunologiquement déja actif ("chaud") pour observer de réels bénéfices avec ces
immunothérapies.®38%40 De ce fait, il serait souhaitable de combiner ces inhibiteurs
de checkpoints immunitaires a des thérapies capables de "réchauffer" la tumeur.
L'utilisation de virus oncolytiques s’est montrée particulierement efficace pour pré-
sensibiliser les tumeurs avant l'inoculation d’autres immunothérapies.>*”:641.642 pe
plus, il est possible de manipuler génétiquement les virus oncolytiques afin qu’ils
expriment un antigene tumoral, ce qui permet de primer et méme de booster
l'immunité anti-tumorale adaptative.®*®> A noter que cette stratégie pourrait étre
particulierement intéressante pour un cancer comme le CC qui ne répond que tres
peu aux chimiothérapies standards et aux inhibiteurs des checkpoints de
I'immunité.®** Par ailleurs, des combinaisons avec des thérapies ciblant IDH1
(isocitrate dehydrogenase 1) ou certains FGFR (fibroblast growth factor receptor),
lorsque cela est possible (mutation ou surexpression dans la tumeur), sont également
a considérer au vu des résultats encourageants qu’ils ont pu générer.?!1

En revanche, avec de telles stratégies thérapeutiques, la possibilité de déclencher un
syndrome CBP-like chez les patients apparait dangereuse. Les immunothérapies,
particulierement les vaccins utilisant des antigenes communs a la tumeur et au tissu
sain, ont déja conduit au développement de réactions auto-immunes chez des
patients et dans des modéles murins.>>264>646 Cependant, |a réussite de vaccins viraux
précédemment employés chez des malades, et ce sans développement d’auto-
immunité, nous permet d’étre optimistes.®*’ Notamment, les lymphocytes T auto-
réactifs, ayant échappé a la tolérance, possedent généralement un TCR avec une faible
avidité pour leur épitope, de plus les antigenes du soi (s’ils contiennent effectivement

des épitopes du CMH de classe IlI) sont normalement capables d’activer des
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lymphocytes Treg qui peuvent contenir I'intensité de la réponse immunitaire.®4850 En
outre, on peut aussi faire I’'hypothese que la cible thérapeutique choisie soit présentée
de maniere aberrante chez les cellules tumorales de CC, par rapport aux
cholangiocytes sains, ce qui devrait minimiser les réponses déléteres contre le tissu
normal.647649 Ces différents éléments, ainsi que I'environnement immunosuppressif
de la tumeur, devraient permettre de restreindre la réponse immunitaire a la
tumeur.®>! Finalement, si la menace d’un syndrome auto-immune, contre I'arbre
biliaire sain, apparait trop forte ; I'injection, apres traitement, de tétrameres suicides
déplétant spécifiqguement certains clones de lymphocytes T auto-réactifs, pourrait
étre envisagé. 652653

Il pourrait aussi étre intéressant de vacciner en prophylaxie, les personnes atteintes
de CSP du fait de leur haut risque de développer un CC. Les vaccins préventifs contre
le développement de cancer sont déja des réussites dans le cas des tumeurs causées
par une infection virale, comme c’est le cas pour I'HBV et le papillomavirus
humain.®>*5> En outre, les vaccins prophylactiques, utilisant des antigénes associés a

la tumeur, ont déja montré leur efficacité dans plusieurs modéles murins.548:656,657

Nous avons pu montrer dans cette étude un lien entre une réponse auto-immune
contre les cholangiocytes normaux, et 'immunosurveillance contre les cholangiocytes
transformés. Ce phénomene pourrait aussi exister dans le cadre d’autres pathologies
auto-immunes, comme le vitiligo par exemple. C'est pourquoi des études en ce sens
seraient extrémement informatives et pourraient permettre la compréhension des
mécanismes immunologiques (cellules, cibles...) impliqués dans I'immunosurveillance
et la réponse anti-tumorale spécifique de certains cancers. En outre, cela devrait
faciliter la conception d’'immunothérapies a visées thérapeutiques ou prophylactiques
dans le cadre du cancer, mais également pour le traitement de maladies auto-

immunes.
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