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Résumé 
 

Les LT γδ contribuent à l'immunité anti-tumorale au sein du microenvironnement tumoral 

dans divers cancers. Malgré leurs fonctions effectrices bien décrites, de récentes études ont 

corrélé leur présence dans le microenvironnement tumoral à une meilleure progression des 

tumeurs solides, suggérant que les LT γδ peuvent présenter des activités pro-tumorales. Mon 

projet visait à caractériser ces LT γδ présentant des activités pro-tumorales et à déchiffrer leur 

rôle dans le cancer. 

Nous avons démontré in vitro que les signaux inflammatoires favorisent le développement 

d'une sous-population de LT γδ régulateurs caractérisée par l'expression de CD73 et affichant 

des fonctions immunosuppressives par la production de molécules immunosuppressives telles 

que l'IL-10, l'adénosine et le facteur angiogénique et chimiotactique IL-8. Le défi associé à la 

caractérisation des LT γδ CD73+ réside dans l'évaluation de leur existence in vivo ainsi que de 

leur pertinence dans les cancers humains. Nous avons montré dans le cancer du sein que ~20% 

des lymphocytes γδ infiltrant la tumeur (γδ TILs) expriment CD73 et présentent les mêmes 

fonctions immunosuppressives que celles décrites in vitro, suggérant qu'ils pourraient 

favoriser le développement tumoral via ces mécanismes. En accord avec ces observations, 

nous avons montré que la présence de γδ TILs est associée à des tumeurs de haut grade dans 

le cancer du sein. Nous avons étendu ces observations au cancer ovarien et montré que la 

densité des CD73+ γδ TILs est négativement corrélée à la survie des patients, suggérant que 

la densité des γδ TILs CD73+ pourrait être utilisée comme facteur pronostic en clinique. En 

utilisant l'imagerie par cytométrie de masse, nous avons étudié les réseaux cellulaires des γδ 

TILs régulateurs (CD73+) et de leurs homologues effecteurs (CD73-) dans les tumeurs d’ovaire 

afin de mieux comprendre leur rôle dans le cancer. Nos données montrent des écosystèmes 

immédiats différents pour les γδ TILs CD73+ par rapport aux CD73- renforçant l'idée que les 

LT γδ CD73+ et CD73- sont fonctionnellement différents. 

Ces données améliorent nos connaissances sur l'immunobiologie des LT γδ dans le 

développement du cancer chez l’Homme, avec notamment la caractérisation approfondie du 

ce nouveau sous-ensemble de LT γδ régulateurs, leur localisation et leurs fonctions au sein du 

microenvironnement tumoral. 
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Summary 
 

γδ T cells contribute to the anti-tumor immunity in various cancers. Despite their well-

described effector functions, recent studies correlated their presence in the tumor 

microenvironment with solid tumor progression suggesting that γδ T cells may display pro-

tumor activities. My project aimed to characterize those regulatory γδ T cells and decipher 

their role in cancer. 

We demonstrated in vitro that inflammatory signals promote the development of a 

regulatory γδ T cell sub-population characterized by the expression of CD73 and displaying 

immunosuppressive functions through the production of immunosuppressive molecules 

such as IL-10, adenosine and the angiogenic and chemotactic factor IL-8. The challenge 

associated with the characterization of CD73+ γδ T cells resides in assessing their existence 

in vivo as well as their relevance in human cancers. We showed in human breast cancer that 

~20% of tumor infiltrating γδ T lymphocytes (TILs) expressed CD73 and displayed the same 

immunosuppressive functions as described in vitro, suggesting that they could promote 

tumor development via these mechanisms. In line with these observations, we showed that 

the presence of γδ TILs is associated with high-grade tumors in breast cancer. We extended 

such observations to ovarian cancer and showed that the density of CD73+ γδ TILs negatively 

correlates with patient survival, suggesting that CD73+ γδ TILs density could be used as a 

prognosis factor. Using Imaging by Mass Cytometry, we investigated the cellular networks of 

regulatory γδ TILs (CD73+) and their effector counterpart (CD73-) in breast and ovarian 

tumors to better understand their role in cancer. Our data show different ecosystems for 

CD73+ compared to CD73- γδ TILs reinforcing the idea that CD73+ and CD73- γδ T cells are 

functionally different. 

Altogether, these data improve our knowledge on human γδ T cell biology during cancer 

development, with the in-depth characterization of the new regulatory γδ T cell subset, their 

localization and their functions within the tumor microenvironment.  
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Chapitre 1 : Le cancer 
 

1.1  Généralités 
 

1.1.1 Epidémiologie 
 

Selon l’organisation mondiale de la santé (OMS), le cancer est aujourd’hui la première cause 

de mortalité dans le monde. On estime à 19,3 millions le nombre de nouveaux cas et à 10 

millions de morts dus au cancer dans le monde en 2020. Le cancer du sein représente la 

majeure partie des nouveaux cas diagnostiqués en 2020 avec 11,7% de cas. C’est d’ailleurs la 

première fois qu’un cancer féminin prend la tête du classement des diagnostics, tous sexes 

confondus. On trouve ensuite le cancer du poumon, le cancer colorectal, le cancer de la 

prostate et le cancer gastrique, représentants respectivement 11,4%, 10%, 7,3% et 5,6% des 

nouveaux diagnostiqués. Le cancer du poumon reste la première cause de décès due au cancer 

(18% des morts dues au cancer), suivi par le cancer colorectal (9,4%), le cancer du foie (8,3%), 

le cancer gastrique (7,7%) et le cancer du sein (6,9%)1,2. 

 Figure 1 : Estimations de l’incidence et de la mortalité par cancer en 2020 dans le monde 

(adapter de2). Répartition des nouveaux cas et des décès pour les 10 cancers les plus fréquents 

en 2020 pour les deux sexes. Les cancers de la peau autres que le mélanome sont inclus dans 

la catégorie "autres". 
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Bien entendu, les données présentées ici ne tiennent pas compte de la crise sanitaire 

engendrée par le SARS-CoV2, puisque celles-ci datent de la dernière mise à jour de la base de 

données GLOBOCAN faite en 2020, avant que l’épidémie ne devienne une pandémie. Cette 

base de données est produite par l’Agence Internationale pour la Recherche sur le Cancer 

(International Agency for Research on Cancer), agence de l’Organisation Mondiale de la Santé 

spécialisée en recherche en cancérologie. GLOBOCAN 2020 ne prend donc pas en compte les 

retards de diagnostic et de traitement des cancers dus aux divers confinements et fermetures 

des établissements de santé, ces retards pouvant engendrer un biais dans les chiffres relatifs 

à l’incidence (plus faible car moins de diagnostics) et à la mortalité (plus forte car le diagnostic 

des cancers est réalisé à des stades plus avancés et sont donc plus difficilement soignables)3–

6.  

Globalement, l’incidence du cancer et la mortalité liée à celui-ci augmentent dans le monde, 

reflétant à la fois le vieillissement et la croissance de la population, et les changements dans 

la prévalence des principaux facteurs de risque du cancer, dont plusieurs sont associés au 

développement socio-économique. En effet, il a été montré que le taux d’incidence des 

cancers est en moyenne 2 à 3 fois plus élevé dans les pays développés en comparaison avec 

les pays en voie de développement ; et qu‘il augmente avec l’indice de développement 

humain, un indice qui prends en compte l’espérance et le niveau de vie1.  
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Figure 2 : Incidence et mortalité dans les pays développés versus les pays en voie de 

développement parmi les hommes (A) et les femmes (B) en 20201  

 

1.1.2 Facteurs de risques 
 

Par son caractère multifactoriel, les facteurs de risques associés à l’apparition de cancers sont 

compliqués à estimer. Néanmoins il y a des facteurs de risques que l’on qualifie d’évitable et 

des facteurs de risques non évitables. Les facteurs de risquent évitables se réfèrent à notre 

comportement, nos habitudes de vie et notre environnement. On sait par exemple que 80% 

des cancers du poumon sont dus au tabagisme ; que le risque de développer un mélanome 

est accru par l’exposition aux UVs ; et que le surpoids ou l’obésité engendrés par de mauvaises 

habitudes alimentaires et une forte sédentarité, sont des facteurs de risques des cancers du 

pancréas, du sein et de l’ovaire (non exhaustif). Agir sur ces facteurs de risques est possible et 

même vivement encouragé par les professionnels de santé afin d’augmenter les chances de 

survie des patients (par exemple, arrêter de fumer permet de réduire le risque de récidive et 

l’apparition de tumeurs secondaires chez les patients atteints de cancers pulmonaires). A 

l’inverse, les facteurs de risque non évitables ne peuvent être influencés. Parmi ces facteurs, 

on retrouve : l’âge (50% des cancers du sein sont diagnostiqués après 50 ans), les mutations 
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génétiques héréditaires et/ou spontanées (des formes familiales de cancers de la prostate 

sont retrouvés dans 20% des cas ; 20 % des cancers colorectaux correspondent à des formes 

héréditaires), et les antécédents personnels (exemple : une infection à Helicobacter pylori 

favorise l’apparition de cancers gastriques ; …)7,8.  

Agir sur ces divers facteurs permettrait de mieux lutter contre les cancers et augmenterait les 

chances de survie et la qualité de vie des patients, en adoptant par exemple un mode de vie 

plus sain ou en réalisant plus de dépistages à partir d’un certain âge pour les cancers 

colorectaux et cancers du sein. Les traitements anti-cancéreux restent néanmoins la première 

et principale ligne de défense contre les cancers, et une bonne compréhension de la biologie 

du cancer est nécessaire afin de développer des traitements de plus en plus efficaces. 

 

1.2  Biologie du cancer 
 

1.2.1 La cellule tumorale 

 

Le cancer, tel que défini par l’OMS, est une « prolifération rapide de cellules anormales qui 

peuvent envahir des parties adjacentes de l’organisme ». Le terme « cancer » est très 

générique : en effet, différents types de cancers existent, ayant pour origine différents types 

cellulaires, et touchant différents organes. Malgré ́ cette hétérogénéité, les tumeurs 

présentent des caractéristiques communes qui ont été ́ décrites pour la première fois par 

Hanahan et Weinberg en 20029. Ces caractéristiques correspondent à des capacités 

biologiques que doivent acquérir les cellules tumorales pour permettre le développement 

d’une tumeur. Elles comprennent le maintien de signaux prolifératifs, la résistance à des 

signaux suppresseurs de croissance, la résistance à la mort cellulaire, une capacité réplicative 

infinie, la capacité à induire l’angiogenèse et la capacité à envahir d’autres tissus et à former 

ainsi des métastases. Dans les tissus sains, les cellules ont une capacité de division limitée 

puisqu’elles sont dépendantes de la longueur de leurs télomères (extrémités des 

chromosomes). En effet, à chaque division, les télomères se raccourcissent, jusqu’à créer un 

signal de dommage à l’ADN. La cellule va alors enclencher l’arrêt du cycle cellulaire pour entrer 

en senescence réplicative avant d’entrer ensuite en apoptose. Les cellules tumorales vont 

pouvoir éviter cet état de senescence réplicative en réactivant une enzyme capable d’élonger 
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Figure 3 : Évolution des « hallmarks » du cancer9–11 
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et de maintenir la taille des télomères, la télomérase, et ainsi d’acquérir une capacité de 

prolifération infinie, une des caractéristiques décrites par Hanahan et Weinberg en 2002. Les 

auteurs ont ensuite implémenté d’autres caractéristiques en 2011, avec notamment 

l’échappement au système immunitaire10. En effet, les cellules tumorales vont pouvoir 

moduler et détourner la réponse immunitaire à leur profit, favorisant ainsi la croissance 

tumorale. Les mécanismes de cet échappement seront développés plus tard dans 

l’introduction. Récemment, en 2022, Hanahan a complété la liste de ces « hallmarks » en y 

ajoutant notamment l’impact du microbiome11. En effet, il a été montré dans le cadre du 

mélanome, qu’une dysbiose (ou déséquilibre) du microbiote intestinale est associée à un 

meilleur développement de ce type de tumeur12. De plus, la transplantation d’un microbiote 

intestinal « sain » permet de surmonter la résistance aux immunothérapies ciblant PD-1 chez 

les patients atteints de mélanome13. 

1.2.2 Le microenvironnement tumoral 
 

Il est aujourd’hui admis qu’une tumeur solide n’est pas uniquement composée de cellules 

tumorales. Une tumeur est un tissu complexe (ou pseudo-organe) dans lequel diverses 

populations cellulaires coexistent et constituent ce que l’on appelle le microenvironnement 

tumoral. Les composantes de ce microenvironnement évoluent et interagissent constamment 

(soit par contact direct, soit par libération de molécules solubles dans la matrice 

extracellulaire) et vont influencer, positivement ou négativement, le développement et la 

croissance tumorale. 

Outre les cellules tumorales, on va retrouver :  
 

a. La matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau tridimensionnel de macromolécules présent 

dans tous les tissus. Elle est composée de divers protéines, glycoprotéines, 

glycosaminoglycanes et de fibres de collagène. Physiologiquement, le remodelage constant et 

dynamique de la MEC joue un rôle important dans l’intégrité tissulaire. Dans un contexte 

tumoral, la MEC subit une réorganisation biochimique et biomécanique pouvant réguler 

l’infiltration des cellules immunitaires au sein de la tumeur, faciliter la migration des cellules 

tumorales et donc la formation de métastases14. La dérégulation de l’organisation de la 

matrice extracellulaire est donc une caractéristique commune à de nombreux cancers. La 
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rigidification et la fibrose qui en résultent sont par ailleurs associés à un mauvais pronostic 

dans certains cancers solides15. 

b. Les fibroblastes associés au cancer ou CAF 

Les fibroblastes sont des cellules retrouvées dans tous les tissus et qui jouent un rôle dans la 

constitution de la matrice extracellulaire, la réparation tissulaire et la structuration du tissu16. 

Les CAF sont des fibroblastes associés au cancer qui proviennent de fibroblastes « normaux » 

détournés par la cellule tumorale et son microenvironnement17. En effet, les cellules 

tumorales vont induire la « transformation » des fibroblastes en CAF soit par la production de 

molécules telles que le TGFβ18,19 ou l’IL-620, soit par contact direct avec le fibroblaste dans le 

cancer du sein par exemple. En effet, l’engagement de molécules d’adhésion suite au contact 

entre les CAF et les cellules tumorales induit l’activation de la voie Notch dans les CAF, régulant 

ainsi l’expression de différents gènes.  

Les CAFs ont plusieurs fonctions/rôles dans le développement du cancer, résumés dans la 

figure 4. Ils favorisent à la fois la colonisation, par les cellules tumorales, des tissus sains 

environnant la tumeur primaire mais aussi la formation de métastases en participant au  

 

Figure 4 : Résumé des fonctions des CAFs et des mécanismes par lesquels ils exercent leurs 

fonctions16.  

remodelage de la matrice extracellulaire (production de protéases par exemple)14 et en 

activant ou favorisant la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules tumorales21.  Ils 

participent également à l’angiogenèse via la production de Vascular Endothelial Growth Factor 

(VEGF)22 et peuvent participer à l’échappement immunitaire des tumeurs (voir chapitre 2) en 
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modulant le système immunitaire. En effet, les CAFs exercent des fonctions 

immunosuppressives notamment via la production de cytokines telles que le TGFβ, une 

molécule suppressive connue pour réduire la réponse des Lymphocytes T ; et le recrutement 

et promotion de la différenciation des LT CD4 en LT régulateur (expression de FOXP3)23. Les 

divers fonctions/rôles des CAFs dans le développement tumoral en font d’intéressantes cibles 

thérapeutiques, mais une meilleure compréhension de cette population cellulaire est 

nécessaire afin de pouvoir les cibler efficacement puisque l’on sait aujourd’hui que les CAFs 

représentent une population très hétérogène. L’identification d’un marqueur spécifique aux 

CAFs et l’étude des sous-populations de CAFs ayant des fonctions pro- ou anti-tumorales, 

apporteraient un nouvel éclairage sur la biologie et le rôle de ces cellules dans le 

développement tumoral, et permettrait de développer de nouvelles stratégies 

thérapeutiques16,23.  

c. Les cellules endothéliales 

La croissance tumorale et la formation de métastases dépendent de la capacité des tumeurs 

à former de nouveaux vaisseaux sanguins, mécanisme appelé angiogenèse. Cette 

néovascularisation permet à la fois l’apport en nutriments et oxygène nécessaire à la 

croissance tumorale, mais aussi à la dissémination des cellules tumorales vers d’autres 

organes.  

Les vaisseaux sanguins tumoraux diffèrent des vaisseaux sanguins classiques de par leur 

composition et leur morphologie. En effet, ils sont irréguliers et désorganisés et ne 

contiennent pas ou peu de péricytes contrairement aux vaisseaux normaux. De plus, les 

cellules endothéliales composant la néovasculature tumorale, appelées TECs pour « cellules 

endothéliales tumorales », diffèrent totalement (fonctionnellement et morphologiquement) 

des cellules endothéliales normales (ou NECs, Normal Endothelial Cells). En effet, des études 

ont montré que les TECs ont un profil d’expression génique différent des NECs24,25. Plus 

intéressant encore, il existe une hétérogénéité au sein des TECs. Celles-ci présentent des 

profils d’expression génique différents en fonction du type et du stade tumoral26,27.  

Les TECs participent au développement tumoral en produisant divers facteurs tels que l’EGF 

(facteur de croissance épidermique), l’œstrogène, le FGF (facteur de croissance des 

fibroblastes), l’IL-8, les prostaglandines 1 et 2 (PGE1 et PGE2), le Tumor necrosis factor (TNF)-

α et le VEGF. Elles impactent également la réponse immunitaire anti-tumorale. Les cellules 
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endothéliales expriment moins de gènes impliqués dans le « homing » des cellules 

immunitaires (ICAM1 ou des chimiokines comme le CXCL10 par exemple). Elles expriment 

également plus de PD-L1, PD-L2 et IDO, participant ainsi à l’établissement d’un 

microenvironnement tumoral immunosuppresseur25,28. Toutes ces caractéristiques font des 

TECs et des vaisseaux sanguins tumoraux des cibles thérapeutiques attrayantes. L’utilisation 

de petites molécules inhibitrices de l’angiogenèse ainsi que d’anticorps monoclonaux sont les 

principales thérapies utilisées en clinique pour le traitement des cancers. Par exemple, le 

bevacizumab est un anticorps monoclonal qui inhibe l'angiogenèse tumorale en bloquant le 

VEGF avant que celui-ci ne se lie à son récepteur29. Cet anticorps, couplé à une chimiothérapie, 

a montré son efficacité dans le traitement de première intention du cancer colorectal 

métastatique, puisqu’il améliore la survie des patients ayant reçu cette combinaison. Les 

petites molécules inhibitrices de l'angiogenèse agissent en ciblant une variété de molécules 

impliquées dans le processus d'angiogenèse. Elles sont généralement des inhibiteurs des 

tyrosines kinases (TKI) et ciblent les récepteurs du VEGF et du PDGF, deux molécules 

impliquées dans l’angiogenèse. Le sorafenib (Nexavar) et le sunitinib, deux inhibiteurs des 

tyrosines kinases (TKI - tyrosine kinase inhibitor) ciblant respectivement les récepteurs 

VEGFR1-3 et PDGFRβ, sont d’ailleurs utilisés en clinique pour le traitement des tumeurs 

gastro-intestinales, pancréatiques et rénales30. 

d. Les cellules immunitaires 

Le système immunitaire (SI) a pour rôle de maintenir l’intégrité de l’organisme en participant 

notamment à la lutte contre les infections, mais aussi à la reconnaissance et à l’élimination de 

toute cellule anormale telles que les cellules tumorales. En effet, les cellules de l’immunité 

innée telles que les Natural Killers (NK), les neutrophiles et les macrophages constituent la 

première ligne de défense de l’organisme, le temps que la réponse adaptative (réponse 

immunitaire « spécifique ») se mette en place (figure 5). Ensuite, les Lymphocytes T (LT) CD4 

et LT CD8, cellules de l’immunité adaptative, renforcent cette élimination et permettent la 

mise en place d’une réponse mémoire. 
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Malgré cela, les cellules tumorales parviennent à échapper à cette immunosurveillance, se 

développent et forment des tumeurs cliniquement détectables. Cela peut s’expliquer, en 

partie, par l’interconnexion et l’évolution simultanée du SI et des cellules tumorales.  En effet, 

la composition du microenvironnement immunitaire tumoral (TIME) va évoluer sous 

l’influence des cellules tumorales et autres composantes du MET. 

Figure 5 : Acteurs de l’immunité innée et adaptative (adapté de 31). La réponse immunitaire 

innée constitue la première ligne de défense de l’organisme. Elle se compose de facteurs solubles, tels 

que les molécules du complément, et de diverses cellules, notamment les granulocytes, les 

mastocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules natural killers. La réponse 

immunitaire adaptative se compose d'anticorps, de lymphocytes B et de lymphocytes T CD4 et CD8. 

Les cellules NKT et les lymphocytes T γδ sont des cellules qui se situent à l'interface de l'immunité innée 

et adaptative. 

 

Les types cellulaires, leur fonction, localisation et densité vont considérablement changer, 

avec notamment l’inactivation des cellules cytotoxiques (NK et LT CD8 par exemple) et le 

recrutement de populations immunitaires suppressives. Les mécanismes d’évolution et 

d’échappement conduisant à l’inefficacité de la réponse immunitaire dans le contexte tumoral 

seront plus amplement détaillés dans le chapitre suivant. 
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Chapitre 2 : Rôle du système immunitaire dans les tumeurs 
 

Cette partie de l’introduction présente les interconnexions et échanges entre SI et cellules 

tumorales, ainsi que les différentes cellules de l’immunité innée et adaptative impliquées dans 

la réponse anti-tumorale au cours du développement de la tumeur.  

 

2.1  Immunosurveillance, immunoéditing et échappement 
 

Comme mentionné précédemment, le système immunitaire est capable de reconnaitre et 

d’éliminer les cellules tumorales avant que celles-ci n’aboutissent à une tumeur cliniquement 

détectable. C’est le concept d’immunosurveillance.  Cependant, on sait aujourd’hui que la 

relation entre le SI et la tumeur est plus complexe, et notamment que le SI peut favoriser la 

croissance tumorale. Le concept d’immunosurveillance a donc évolué vers le concept 

d’immunoediting ou « révision immunologique »32,33. Ce concept redéfini la relation entre SI 

et cellules tumorales selon trois phases : Elimination, Equilibre et Echappement. 

Figure 6 : Les trois phases de l’immunoédition. Suite à l'initiation de la tumorigenèse (étape 1), 

une réponse immunitaire anti-tumorale se met en place et permet d'éliminer les cellules tumorales 

(phase 2). Ensuite s’installe une phase d’équilibre (phase 3) où les cellules immunitaires continuent à 

éliminer les cellules tumorales tout en exerçant une pression de sélection qui va conduire à 

l’échappement tumoral par la mise en place de divers mécanismes d’immunosuppression et à la 

croissance tumorale (phase 4). 
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2.1.1 Phase d’élimination 
 

La phase d’élimination correspond au concept initial d’immunosurveillance introduit pour la 

première fois par Thomas et Burnet dans les années 5034,35. Ce concept a longtemps été 

controversé avant que diverses études, à la fois chez la souris et chez l’Homme, ne viennent 

le valider. La phase d’élimination fait intervenir à la fois l’immunité innée et l’immunité 

adaptative. Le cycle de la réponse immunitaire anti-tumorale (présenté en figure 7) se déroule 

comme suit :  

Les cellules en cours de transformation tumorale subissent un stress important induisant la 

libération de signaux de danger ou DAMPs (Danger Associated Molecular Patterns) tels que 

l’HMGB1 et l’ATP36. Ces DAMPs vont activer les cellules de l’immunité innée, comme les DC et 

les cellules NK. Les NK vont reconnaitre les molécules de stress MICA et MICB exprimé à la  

Figure 7 : Illustration des étapes de la phase d’élimination ou cycle de la réponse 

immunitaire anti-tumorale. 

surface des cellules tumorales par leur récepteur activateur NKG2D, et enclencher une 

réponse cytotoxique (libération de perforine). Cette réponse entrainera la libération 

d’antigènes (Ags) tumoraux qui vont être endocytés par les cellules dendritiques (DC) 

présentes sur le site tumoral.  
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Les DC, initialement immatures, vont être activées par la reconnaissance des DAMPs par leur 

TLR (toll-like receptor), et leur maturation sera induite par les diverses cytokines produites, 

entre autres, par les NK. Les DC matures vont alors perdre leur capacité à endocyter les 

antigènes tumoraux et gagner les fonctions de présentation antigénique (augmentation de 

l’expression de CMH couplés aux Ags tumoraux ; expression de molécules de co-stimulation 

CD80/86). La maturation des DC va également permettre à celles-ci de migrer jusqu’aux 

ganglions lymphatiques afin de présenter les antigènes tumoraux aux lymphocytes présents 

dans les ganglions32,33.  

L’activation des LT (CD4 ou CD8) par les DC (ou autres cellules présentatrices d’antigènes, CPA) 

nécessite la réception de trois signaux par les LT (figure 8). Le premier signal consiste en la 

formation d’un complexe ternaire entre le TCR (T cell receptor) et le complexe CMH/Ag, ainsi 

que la liaison entre les corécepteurs CD4 et CD8 avec le CMH de classe II et CMH de classe I 

respectivement. Le second signal, dit signal de co-stimulation, consiste en la liaison des 

molécules CD80/86 exprimées par les CPA avec le CD28 exprimé par les LT. De ces interactions 

(signal 1 et signal 2) résultent l’expression de diverses molécules à la fois par les LT et par les 

DC. Les LT vont exprimer le CD40L, le CD25 et produiront de l’IL-2, alors que les DC 

exprimeront le CD40 (récepteur du CD40L) et produiront (suite à l’interaction CD40/CD40L) 

les cytokines nécessaires à l’orientation fonctionnelle de la réponse T. Cette libération de 

cytokines par les CPA constitue le signal 3. A l’issu de ces évènements, les LT et CPA se séparent 

et les LT prolifèrent, se différencient et sont alors capables de migrer à travers les vaisseaux 

lymphatiques et sanguins jusqu’au site tumoral32,33,37.  

Les LT activés ayant infiltrés les tumeurs pourront exercer leurs fonctions anti-tumorales. Les 

LT CD8 vont induire la lyse tumorale via leur activité cytotoxique (libération du contenu des 

granules lytiques : granzyme, perforine…), permettant à la fois l’élimination des cellules 

tumorales mais aussi la libération d’antigènes tumoraux, ce qui permettra d’amplifier la 

réponse immunitaire anti-tumorale (début d’un nouveau cycle immunitaire). Les LT CD4 

participent également à la phase d’élimination et à la réponse immunitaire anti-tumorale en 

produisant des molécules induisant la prolifération et la différenciation des Lymphocytes B 

(LB) en plasmocytes producteurs d’anticorps ciblant les tumeurs. Ces anticorps vont participer 

à la réponse anti-tumorale via la “cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des 

anticorps” ou ADCC (Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity). Les LT CD4 vont 
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également activer les macrophages grâce à la production de cytokines, comme l’IFN-γ, le TNF-

α et l’IL-4, et le GM-CSF, un facteur de stimulation des granulocytes et des macrophages. Ces 

macrophages vont alors pouvoir phagocyter les cellules tumorales et/ou devenir des cellules 

présentatrices d’antigènes38. 

Figure 8 : Activation des Lymphocytes T. La mise en place d'une synapse immunologique entre les 

cellules présentatrices d'antigènes (APC) et les LT naïfs dans le ganglion lymphatique permettra 

l'activation des LT. Le dialogue entre ces deux partenaires fait intervenir des interactions entre diverses 

molécules détaillées en partie 2.1.1 

La phase d’élimination fait donc intervenir des cellules immunitaires présentant un profil anti-

tumoral. Dans la majeure partie des cas, les cellules tumorales sont toutes éliminées, et il n’y 

a pas de développement de cancer. Cependant, si l’élimination n’est pas complète, la 

dynamique « croissance tumorale » et « élimination » entre dans une seconde phase : la 

phase d’équilibre32,33. 

 

2.1.2 Phase d’équilibre 
 

La phase d’équilibre est la phase la plus longue de l’immunoédition. C’est une période de 

latence où les cellules tumorales sont cliniquement invisibles et où le SI arrive à contrôler la 

croissance tumorale, mais ne peut éradiquer tous les clones tumoraux présents. Durant cette 

phase, le SI façonne l’immunogénicité de la tumeur en exerçant une forte pression de 

sélection sur les cellules tumorales. Les clones les moins résistants et qui sont aussi les plus 

immunogènes sont éliminés alors que des clones plus résistants et capables d’induire de 
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rapides modifications génétiques et épigénétiques survivent. La survie à cette pression de 

sélection se traduit par l’émergence de variants tumoraux moins immunogènes et ayant 

acquis des capacités d’immunoévasion. Durant cette étape, les cellules du système 

immunitaire évoluent également. Les cellules cancéreuses, mais aussi les autres composantes 

du MET, vont induire le détournement des fonctions du SI au profit de la tumeur, via la 

production de molécules solubles. Il y aura donc attraction de cellules immunitaires 

immunosuppressives (ou pro-tumorales), mais aussi la subversion de cellules de l’immunité, 

c’est-à-dire l’inactivation de leur fonctions anti-tumorales. Petit à petit, le système tend vers 

un équilibre entre élimination des cellules tumorales et prolifération de celles-ci. Cet équilibre 

précaire peut rester stable durant plusieurs années, avant d’être rompu. S’amorce alors la 

phase d’échappement32,33,37,39.  

 

2.1.3 Phase d’échappement 
 

L’échappement se caractérise par la capacité des cellules tumorales à moduler la réponse 

immunitaire anti-tumorale. Ceci se fait par divers mécanismes résumés en figure 9. 

Les cellules tumorales sélectionnées pendant la phase d’équilibre ont une faible 

immunogénicité, ce qui veut dire qu’elles vont pouvoir éviter la reconnaissance par le SI et 

l’activation de celui-ci. Par exemple, la perte de l’expression des molécules de CMH de classe 

I par les cellules tumorales, ainsi que l’absence de molécules de co-stimulation empêchent 

l’activation des LT. Également, l’instabilité génomique des cellules tumorales entraîne la perte 

des antigènes tumoraux initiaux, qui ne sont donc plus détectés par LT CD8 spécifiques de 

l’antigène. Les tumeurs peuvent également sécréter des molécules qui vont soit empêcher 

l’accès des cellules du SI au site tumoral (production de collagène augmentée induisant une 

barrière physique entre le SI et les cellules tumorales), soit induire la subversion du SI, c’est-

à-dire l’induction d’une tolérance vis-à-vis de la tumeur. Les cellules tumorales vont donc 

sécréter des facteurs solubles comme le TGFβ, et/ou exprimer les molécules membranaires 

que sont les points de contrôles immunitaires et induire ainsi l’inhibition des fonctions anti-

tumorales du SI. De plus, et comme dit précédemment, les cellules tumorales vont également 

permettre le recrutement et la prolifération de cellules immunitaires suppressives telles que 

les cellules myéloïdes suppressives (myeloid derived suppressive cells ou MDSCs), les 

lymphocytes T régulateurs (Treg), macrophages M2, et autres. Celles-ci vont participer à 
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l’inhibition des fonctions effectrices/anti-tumorales des autres acteurs de l’immunité présents 

sur le site tumoral mais vont également favoriser la mise en place d’un microenvironnement 

tumoral suppresseur via la production de diverses molécules dans le MET. Tous ces 

mécanismes d’échappement favorisent le développement tumoral et conduisent in fine à une 

tumeur cliniquement détectable32,33,37,39. 

Figure 9 : Mécanismes d’échappement des tumeurs40 . Colonne 1 : les tumeurs présentent une 

faible immunogenicité. Elles ne présentent pas de complexe CMH/peptide qui puisse être reconnu par 

les cellules du SI. Colonne 2 : une présentation antigénique sans présence de molécules de co-

stimulation induit une tolérance des LT. Colonne 3 : la pression de sélection exercée par le SI ainsi que 

l’instabilité génomique des cellules tumorales entraîne la perte des antigènes tumoraux. Les cellules 

tumorales ne seront alors plus reconnues par le SI spécifique de cet antigène. Colonne 4 : des facteurs 

sécrétés par la tumeur inhibent les cellules immunitaires anti-tumorales et recrutent/induisent des 

cellules régulatrices ou immunosuppressives. Colonne 5 : Les cellules tumorales secrètent des 

molécules qui vont créer une barrière physique autour de la tumeur, empêchant l’accès aux cellules 

du SI. 

Le système immunitaire intervient donc à toutes les étapes du développement tumoral et 

évolue au cours des différentes phases avec l’intervention de cellules immunitaires à profil 

anti-tumoral au début du développement, puis, le recrutement et/ou la polarisation de 

cellules immunitaires vers un profil pro-tumoral. La suite de ce chapitre présentera ces deux 

versants de l’immunité des tumeurs. 
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2.2  Les acteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale 
 

2.2.1 Cellules dendritiques 
 

Les cellules dendritiques sont un groupe hétérogène de cellules appartenant à l’immunité 

innée. Chez l’Homme, on retrouve 3 types de DC : les DC conventionnelles, également 

qualifiées de classiques (cDC), les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) et les DC 

dérivées de monocytes, également appelées DC inflammatoires (moDC ou infDC). La 

principale fonction des DC est d’endosser les fonctions de cellules présentatrices d’antigènes 

comme décrit en 2.1.1. 

Les cDC sont constituées de 3 sous-groupes selon leurs fonctions : cDC1, cDC2 et le sous-

groupe récemment découvert DC3 (retrouvé également dans certaines publications comme 

cDC2b)41 (figure 10). Les cDC1 ont la capacité de présenter des antigènes via les molécules de 

CMH de classe I et II aux LT CD8 et LT CD4 respectivement, mais sont plus décrites et efficaces 

dans la cross-présentation d’Ag tumoraux et l’activation des LT CD8 naïfs présents dans les 

ganglions lymphatiques, ainsi que dans le recrutement de ces LT CD8 activés via la production 

de chimiokines. Les cDC1 participent également à la régulation de l’activité des cellules NK. En 

effet, via la production d’IL-12, les cDC1 vont favoriser la production d’IFN-γ, cytokine 

inflammatoire et anti-tumorale, par les NK. L’IL-12 produite par les cDC1 potentialise 

également la réponse des LT CD8 cytotoxiques (CTL), et participe donc au renforcement de la 

réponse immunitaire anti-tumorale. Il a également été montré que la fréquence de cDC1, ainsi 

que la signature transcriptomique de cette population est associée à une meilleure survie des 

patients, ainsi qu’à une meilleure réponse aux traitements dans divers cancers42,43. Les cDC2 

ont été récemment subdivisés en 2 sous-groupes : les cDC2 ou cDC2a, et les cDC2b ou DC3. 

Pour la suite du chapitre et pour plus de clarté, on ne gardera que la nomenclature cDC2 et 

DC3. Bien que les cDC2 puissent faire de la cross-présentation également, elles sont connues 

pour « primer » (ou éduquer) les LT CD4 et mettre en place une réponse T auxiliaire (ou Th 

pour T helper)44. De plus, ces cellules peuvent également produire de l’IL-12 et potentialiser, 

comme les cDC1, les activités cytotoxiques des NK et des CTL. Les DC3 sont également cap 

ables de présenter les Ag aux LT CD4 et LT CD8, mais sont moins efficaces que les cDC2.  
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Figure 10 : Les différentes cellules dendritiques chez l’Homme et leurs fonctions anti- ou pro-

tumorales45. Les cDC1 présentent la plus forte activité anti-tumorale, suivi des cDC2 et DC3. Les pDC, 

quant à elles, sont principalement connues pour leurs réponses immunosuppressives dans le cancer. 

 

Néanmoins, elles induisent l’expression de CD103 par les LT CD8 dans les tumeurs, marqueur 

de Lymphocytes T résidents mémoires (TRM), cellules connues pour être de bon pronostic dans 

divers cancers tel que le cancer du sein46. Les DC inflammatoires (infDC) sont l’équivalent in 

vivo des DC dérivés de monocytes in vitro (moDC). Les monocytes infiltrants les tumeurs 

peuvent, sous l’effet de facteurs présents dans le microenvironnement tumoral, se 

transformer en cellules dendritiques, avec les mêmes fonctions de cellules présentatrices 

d’antigènes que les cDC, et les mêmes capacités de productions de cytokines promouvant 

l’activité des CTL dans le microenvironnement tumoral. Cependant, et contrairement aux cDC, 

les moDC peuvent développer des fonctions immunosuppressives sous l’influence du MET. 

Ces fonctions, ainsi que les fonctions pro-tumorales de pDC seront décrites dans la partie 

dédiée aux acteurs de l’immunité pro-tumorale de ce chapitre. 

 

2.2.2 Cellules Natural Killers (NK) 
 

Les NK sont les cellules cytotoxiques de l’immunité innée. On retrouve deux populations 

majoritaires de NK dans le sang selon l’expression du CD16 et CD56 : CD56highCD16neg 

(représentant 10 % des cellules NK circulants) dont la fonction principale est la production de 
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cytokines ; et les CD56dimCD16high qui représentent 90% des NKs présents en périphérie et 

présentent principalement des fonctions cytotoxiques47,48. Les proportions de ces sous-

populations dans les tissus, et notamment dans les tumeurs sont différentes de celles du sang, 

mais aucun consensus n’est validé pour l’instant. 

L’activation des NK dépend de la balance entre les signaux perçus par les récepteurs 

activateurs et inhibiteurs présents à leur surface (figure 11a). Si la balance penche en faveur 

des récepteurs (Rc) activateurs (soit plus de ligands des Rc activateurs, soit moins de ligands 

des Rc inhibiteurs), alors il y a activation des NK et élimination des cellules cibles. Les 

récepteurs inhibiteurs les plus étudiés sont les KIR pour Killer Immunoglobulin Recpetors et le 

CD94/NKG2A. Ces récepteurs reconnaissent respectivement les molécules de CMH de classe 

I classiques et le HLA-E, une des molécules de CMH de classe I non classiques. Ces molécules 

sont exprimées par les cellules normales et au début de la tumorigenèse, mais la pression de 

sélection exercée par les LT CD8 conduit à la sélection de clones tumoraux n’exprimant pas 

ces molécules et pouvant donc lever l’inhibition des cellules NK et les activer49–51.  

À l’opposé, le recrutement des récepteurs activateurs via la liaison de leurs ligands va activer 

les fonctions des NK. Parmi les récepteurs activateurs, on retrouve le NKG2D qui reconnait des 

molécules de stress exprimées à la surface des cellules tumorales : les protéines MICA et MICB 

(MHC class I chain-related protein A et MHC class I chain-related protein B) ; et les NCR 

(Natural Cytotoxicity Recpetors) tel que NKp30 qui reconnait les molécules de la famille B7-H6 

à la surface des cellules tumorales. Les fonctions des NK sont aussi modulées par diverses 

cytokines. Par exemple, l’IL-2 et l’IL-15 permettent l’activation des NK et promeuvent 

également leur survie et leur prolifération49–51. 

Les NK peuvent exercer leurs fonctions anti-tumorales de diverses manières (figure 11b). Elles 

vont présenter une activité cytotoxique via le relargage du contenu des granules lytiques 

(dégranulation), avec la libération de perforine, granzymes et granulysine qui vont induire 

l’apoptose des cellules tumorales. Elles expriment également à leur surface des ligands des 

récepteurs Fas (FAS-L) et TRAIL (TRAIL-R). L’interaction entre ces ligands et leur récepteurs 

présents à la surface des cellules tumorales induit l’apoptose caspase-dépendante de ces 

dernières52. Ils vont également pouvoir exercer leur activité cytotoxique via l’ADCC, c’est-à-

dire la cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (antibody-dependent 

cellular cytotoxicity) via l’expression du CD16, aussi connu sous le nom de Fc-γRIII, récepteur 
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de faible affinité53. Enfin, les NK vont participer à la modulation de la réponse immunitaire en 

produisant diverses cytokines et chimiokines qui promouvront les fonctions anti-tumorales 

des autres cellules de l’immunité.  

 

 

Figure 11 : a. Les principaux récepteurs des NK54 b. Les fonctions anti-tumorales des NK55. 

Les NK peuvent fonctionner comme un effecteur cytotoxique inné ainsi que comme un régulateur des 

réponses innées et adaptatives. A : En tant que cellules cytotoxiques innées, les ligands induits par le 

stress et la diminution de l'expression du CMH I peuvent être reconnus respectivement par les 

récepteurs activateurs et inhibiteurs des NK. B : Après activation, les NK peuvent induire la lyse des 

cellules cibles par la sécrétion de granules contenant du granzyme B et de la perforine, par l'interaction 

des récepteurs de mort avec leurs ligands et via l’ADCC. C :  Les NK activées sécrètent des cytokines et 

des chimiokines qui favorisent la maturation et le recrutement des DC, ce qui peut moduler davantage 

la réponse T. 

 

2.2.3 Macrophages M1 
 

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont une autre composante de l’immunité innée 

dérivant soit des monocytes circulants, soit des macrophages tissulaires (déjà présents avant 

le début de la tumorigenèse). Leur activation dépend de la reconnaissance de molécules de 

stress (HMGB1 ou ATP) par des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern 

Recognition Receptors, PRR) tels que les TLR ou les RLR (RIG-I-Like Receptors). En fonction des 

cytokines présentes dans le MET, les macrophages seront polarisés en macrophages M1 (anti-

tumoraux) ou M2 (pro-tumoraux, abordés plus tard dans l’introduction)56,57. Le phénotype des 

a b 
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macrophages M1 se caractérise, chez l’Homme, par l’expression de CD68, HLA-DR et CCR7 ; et 

est favorisé en présence d’IFN-γ, de TNF-α et d’IL-12. Les macrophages M1 vont participer à 

la réponse immunitaire anti-tumorale soit directement en lysant et phagocytant les cellules 

cancéreuses ; soit indirectement en acquérant des fonctions de cellules présentatrices 

d’antigènes permettant ainsi le recrutement et l’activation de CTL, ou en produisant des 

cytokines qui vont potentialiser les fonctions effectrices des cellules cytotoxiques présentent 

sur le site tumoral (production d’IL-12 et impact sur les CTL et NK) et favoriser des réponses 

de types Th156,57. 
 

2.2.4 Neutrophiles N1 
 

Les neutrophiles sont les polynucléaires les plus abondants. Ils sont présents dans la 

circulation et sont généralement les premières cellules à infiltrer les tissus enflammés. Ils sont 

activés, comme les macrophages, par des récepteurs de l’immunité innée (PRR) et vont 

impacter les autres cellules de l’immunité grâce aux cytokines et chimiokines qu’ils peuvent 

produire, et vont influencer le développement tumoral selon leur polarisation. De la même 

façon qu’on retrouve deux profils de macrophages, les neutrophiles associés aux cancers 

(TANs) présentent deux orientations fonctionnelles selon s’ils ont un profil 

immunostimulateur (on parle alors de neutrophiles N1), ou un profil immunosuppresseur (on 

parle alors de neutrophiles N2, aussi appelés dans certaines études PMN-MDSC ou G-MDSC 

pour granulocytic/polymorphonuclear myeloid derived suppressive cells)58. La majorité des 

études réalisées sur les TANs démontrent que les TANs ont principalement des fonctions pro-

tumorales. Cependant, quelques études décrivent quelques fonctions anti-tumorales des 

TANs N1 résumées ci-après. Les TANs N1 vont pouvoir éliminer les cellules tumorales soit en 

induisant l’apoptose dépendante des caspases suite à l’interaction du FAS-L avec son 

récepteur FAS (FAS/FAS-L)59. Les neutrophiles sont également connus pour produire des 

espèces réactives de l’oxygène ou ROS. Après contact avec les cellules tumorales, les TANs N1 

vont produire des ROS (H2O2 ou peroxyde d’oxygène) et activer le canal calcique TRPM2 

exprimé à la surface des cellules. L’activation de ce canal va induire une augmentation de 

l’influx de calcium dans la cellule tumorale. Cette surcharge en Ca2+ déclenchera alors la mort 

cellulaire programmée ou la nécrose des cellules tumorales60. Les neutrophiles N1 peuvent 
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également exercer leur activité anti-tumorale via la production de cytokines pro-

inflammatoires tel que le TNF-α. 

 

2.2.5 Lymphocytes B 
 

La dualité de la réponse immunitaire observée chez les cellules de l’immunité innée est 

également retrouvée dans les cellules de l’immunité adaptative, à commencer par les 

lymphocytes B infiltrants les tumeurs ou TIL-B. Les TIL-B (Tumor infiltrating B lymphocytes) 

font référence à la fois aux lymphocytes B et aux cellules plasmacytoïdes, et on peut à nouveau 

retrouver des TIL-B pro- et anti-tumoraux. Plusieurs études tendent à montrer que les 

fonctions pro- ou anti-tumorales des TIL-B dépendent de leur localisation dans les tumeurs. 

En effet, il est maintenant établi que les TIL-B ont deux localisations principales au sein du 

tissu tumoral : ils sont retrouvés au sein ou en périphérie directe de structures lymphoïdes 

tertiaires (TLS), structures lymphoïdes ectopiques organisées sous forme de ganglion et 

composées de cellules T et B ; et en intra-épithélial / intra-tumoral (hors des TLS). Il semblerait 

qu’en dehors des TLS, les TIL-B développent diverses fonctions immunosuppressives qui 

seront détaillées dans la section 2.3.3, alors que dans les TLS, ceux-ci auront diverses activités 

anti-tumorales61. Cette hypothèse est confortée par l’observation selon laquelle la présence 

de TLS, et plus particulièrement une forte densité en TLS, au sein du MET dans divers cancers 

solides est associée à un bon pronostic avec une meilleure survie des patients atteints de 

cancers pulmonaires62, mammaires63, colorectaux64, sarcomes65 et mélanomes66, … 

Les TIL-B vont pouvoir participer à la réponse anti-tumorale grâce à leur fonction de cellule 

présentatrice d’antigène. Ces cellules expriment à leur surface les molécules de CMH de classe 

I et II, les molécules de co-stimulations (CD40, CD80/86) et peuvent donc activer les LT CD8 et 

LT CD4. Contrairement aux macrophages et DC, elles n’utilisent pas la phagocytose ou la 

pinocytose pour capter les antigènes tumoraux, mais plutôt les immunoglobulines (Ig) 

présentes à leur surface, ce qui leur permet de présenter aux LT des antigènes tumoraux peu 

représentés dans le MET. De plus, ce sont les seules CPA capables de proliférer (expansion 

clonale), ce qui permet d’amplifier la réponse antigène-spécifique67. Les TIL-B peuvent 

également éliminer directement les cellules tumorales via la production de Granzyme-B et 

l’expression de TRAIL à leur surface. Elles peuvent aussi potentialiser la réponse anti-tumorale 

d’autres cellules immunitaires via la production de cytokines immnunostimulatrices comme 
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l’IL-12, l’IFN-γ, le TNF-α, l’IL-2 et le GM-CSF qui vont pouvoir stimuler les macrophages, DC, LT 

et NK. 

 Figure 12 : Résumé des fonctions anti-tumorales des TIL-B67 . Les LB infiltrant les tumeurs 

organisés en TLS bien structurés coordonnent les réponses immunitaires anti-tumorales par de 

multiples mécanismes. Ils peuvent présenter des antigènes dérivés de la tumeur aux LT et sécréter des 

cytokines telles que l'IFN-γ et l'IL-12 qui favorisent la polarisation Th1/M1 et la cytotoxicité des LT 

CD8+. Les anticorps spécifiques des tumeurs sécrétés par les plasmocytes peuvent déclencher la 

cascade du complément, médier la phagocytose des cellules tumorales et l’ADCC par les cellules NK. 

Les LB activés peuvent également lyser directement les cellules tumorales du granzyme B. 

 

Les TIL-B activent également d’autres mécanismes de l’immunité via la production d’anticorps. 

Les IgG produites par les cellules plasmacytoïdes au sein du MET vont favoriser la présentation 

antigénique par les DC, mais aussi déclencher l’ADCC par les NK, la phagocytose dépendante 

des anticorps (ADCP) par les cellules myéloïdes suite à l’interaction entre le Fc-γ récepteur et 
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le complexe antigène/anticorps ; et la cytotoxicité dépendante du complément (CDC), des 

mécanismes qui vont aboutir in fine à l’élimination des tumeurs67–69.  

 

2.2.6 Lymphocytes T CD4 
 

L’activation des Lymphocytes T nécessite 3 signaux : la reconnaissance du complexe 

CMH/antigène par le TCR, le signal de co-stimulation et enfin, la réponse aux cytokines 

produites par les CPA. En fonction des cytokines présentent, les LT CD4 ou T helper vont 

pouvoir se différencier en diverses sous-populations à fonctions spécifiques dans la réponse 

immunitaire.  

La différenciation ou polarisation des LT CD4 en Th1 est induite par l’IL-12 qui va promouvoir 

l’expression du facteur de transcription T-bet. Les Th1 sont impliqués dans la réponse contre 

les pathogènes intracellulaires et favorisent la mise en place d’une immunité cellulaire 

(activation des cellules cytotoxiques, LT CD8 et NK). La différenciation Th2 est médiée par l’IL-

4 et est caractérisée par l’expression du facteur de transcription GATA-3. Les Th2 sont connus 

pour favoriser l’élimination des micro-organismes pluricellulaires et pour privilégier la réponse 

humorale. L’IL-6 et le TGF-β permettent la différenciation en Th17. Ces cellules sont 

caractérisées par l’expression du facteur de transcription RORγT et sont impliquées dans la 

réponse contre des micro-organismes extracellulaires en recrutant et activant les neutrophiles 

par exemple. La polarisation en Th9 est médiée en présence de TGF-β et d’IL-4. Ils sont 

caractérisés par la production d’IL-9 et interviennent dans les maladies atopiques, auto-

immunes et dans la défense contre les parasites. Bien qu’il n’existe pas de facteur de 

transcription spécifique de cette population, l’implication des facteurs PU.1 et GATA-3 a été 

démontrée. Les Th22 se différencient en présence d’IL-6 et de TNF-α et sont caractérisés par 

la production d’IL-22. Les Th22 ont un rôle dans les maladies auto-immunes et inflammatoires 

et semblent partager avec les Th17 le facteur de transcription RORγT. Les Tfh ou Lymphocytes 

T auxiliaires folliculaires participent à la différenciation des LB en plasmocytes. Leur 

différenciation est induite en présence d’IL-21 et est médiée par le facteur de transcription 

Bcl-6. Les Tfh sont majoritairement retrouvés dans les organes lymphoïdes secondaires. Enfin, 

les LT régulateurs ou Treg sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription Foxp3. 

Ils sont essentiels au maintien de la tolérance du soi en contribuant à l’inhibition des cellules 

auto-immunes et en prévenant la mise en place de réponses immunitaires excessives70,71. 
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Il a initialement été pensé que la différenciation des LT CD4 en différentes population de LT 

auxiliaires était définitive, mais de récentes études ont invalidés ce paradigme. En effet, les LT 

CD4 présentent une grande plasticité et restent sensibles aux facteurs présents dans leur 

environnement. Ils peuvent donc passer d’une polarisation à une autre en fonction des 

cytokines présentes. Il a par exemple été montré que les Treg FOXP3+ et les Th17 pouvaient 

se trans-différencier, et que les Th17 peuvent acquérir un phénotype Th1 en présence d’IL-1β, 

d’IL-23 et d’IL-1272. 

Au cours des années, le rôle des LT CD4 dans les diverses réponses immunitaires a pu être 

étudié, que ce soit dans un contexte infectieux, auto-immun, ou cancéreux. Les études 

réalisées sur les cancers solides ont permis de classer les Th dans la catégorie des cellules à 

fonctions anti- ou pro-tumorales. Les Th1, Tfh et Th9 sont considérés comme des cellules à 

activités anti-tumorales, alors que les Th2, Th22 et Treg sont considérés comme ayant des 

fonctions pro-tumorales. Le rôle des Th17 reste ambigu puisqu’ils peuvent exercer à la fois 

des fonctions anti- et pro-tumorales en fonction des cancers et des stades tumoraux.  

Les Th1 participent à la réponse immunitaire anti-tumorale en produisant du TNF-α et de l’IFN-

γ. Le TNF-α va directement agir sur les tumeurs et l’IFN-γ va permettre de moduler l’activité 

d’autres acteurs de l’immunité (recrutement et activation des CD8 CTL ; amplification des 

fonctions cytotoxiques des NK et des LT CD8 CTL ; activation des macrophages M1).  Les 

fonctions anti-tumorales des Th9 reposent principalement sur l’IL-9 et l’IL-21, deux cytokines 

produites par ces cellules. L’IL-9 va pouvoir activer les mastocytes et favoriser leurs fonctions 

cytotoxiques (production de ROS, de TNF-α et de granzyme B entre autres). L’IL-9 va 

également permettre (indirectement) le recrutement de cellules dendritiques et des LT CD8 

au site tumoral, et va impacter directement la survie des DC et des LT CD8 (augmentation de 

la durée de vie de ces cellules). L’IL-21 produite par les Th9 va promouvoir la prolifération des 

LT CD8 et les fonctions cytotoxiques des NK73. Les Tfh infiltrants les tumeurs participent à la 

réponse anti-tumorale en permettant la formation des TLS dont la présence, comme discuté 

précédemment, est de bon pronostic pour les patients. 

Enfin, il a été démontré que les LT CD4 peuvent également directement éliminer les tumeurs. 

On parle de LT CD4 cytotoxiques (LT CD4 CTL). Ces cellules peuvent dériver de tous les Th, 

mais semblent majoritairement être des Th1. Ils sont capables de sécréter perforine, 

granulysine et granzyme B comme les NK et les LT CD8 CTL et ainsi induire la lyse des cellules 
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tumorales de façon CMH-II dépendante74. Un rôle de FAS/FAS-L et TRAIL est suspecté mais 

non prouvé chez l’Homme pour l’instant. 

 

2.2.7 Lymphocytes T CD8 
 

L’implication des LT CD8 dans l’immunité anti-tumorale est aujourd’hui largement établie. 

Leur activité anti-tumorale est médiée par la lyse directe des cellules tumorales ainsi que par 

la production de cytokines. Suite à la reconnaissance par le TCR des antigènes tumoraux 

présentés par le CMH de classe I, une synapse entre les LT CD8 CTL et les cellules tumorales 

est mise en place. Les LT CD8 CTL peuvent alors libérer le contenu des granules lytiques : la 

perforine forme des pores membranaires qui vont permettre le passage en intracellulaire des 

granzymes et de la granulysine et induisent la mort des cellules tumorales en activant les voies 

caspase-dépendantes. Les LT CD8 activés produisent également de l’IFN-γ et du TNF-α. L’IFN-

γ est connu pour induire des modifications d’expression de gènes dans les tumeurs et 

augmenter notamment la présentation d’Ag tumoraux et la production de chimiokines 

permettant le recrutement de cellules immunitaires. La présence de LT CD8 au sein du MET 

est d’ailleurs associée à un meilleur pronostic et à une meilleure survie des patients atteints 

de différents cancers solides, dont les cancers mammaires, ovariens, pulmonaires et 

colorectaux75,76.  
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2.3  Les acteurs de la réponse immunitaire pro-tumorale 
 

Certaines cellules de l’immunité, comme les Treg et les MDSCs, sont connues pour être 

immunosuppressives, et ce, qu’elle que soit le contexte pathologique (infectieux, auto-

immuns ou cancéreux). A l’inverse, d’autres présentent des fonctions anti-tumorales 

lorsqu’elles sont recrutées au site tumoral et y sont détournées. Elles présentent alors des 

fonctions immunosuppressives qui favoriseront le développement de la tumeur. 

 

2.3.1 Cellules myéloïdes suppressives 
 

Il existe deux grands groupes de MDSC chez l'homme et la souris : les MDSC dérivés de 

granulocytes/polymorphonucléaires (PMN-MDSC ou G-MDSC) et les MDSC dérivés de 

monocytes (M-MDSC).  

Les PMN-MDSC ont longtemps été pensés comme étant une population distincte des 

neutrophiles N2. On sait aujourd’hui que les TAN-N2 et les PMN-MDSC sont en réalité les 

mêmes cellules, et que leur distinction vient tout simplement d’un « problème » de 

nomenclature. La différence est que le nom TAN-N2 est donné aux neutrophiles pro-tumoraux 

générés in vitro, tandis que le nom PMN-MDSCs est « réservé » aux cellules in vivo. Bien que 

des études aient suggéré une distinction entre PMN-MDSC et neutrophiles suite à 

l’observation selon laquelle les PMN-MDSCs et les TAN-N2 sont purifiées à différentes 

densités lors de la séparation des PBMC par gradient de densité, les PMN-MDSCs « sortant » 

à un gradient de faible densité (1,077 g/ml) et les neutrophiles à un gradient de densité plus 

élevé (1,1-1,2 g/ml)77,78. D’autres études ont invalidé cette observation puisque ces deux 

« types cellulaires » aux fonctions pro-tumorales peuvent être trouvés dans des gradients de 

densité faibles et élevés. Les analyses moléculaires ne permettent pas non plus de distinguer 

les PMN-MDSC des TAN-N2, et les deux présentent exactement les mêmes mécanismes 

d’immunosuppression, laissant penser que ces cellules sont tous simplement les mêmes, mais 

nommées différemment79,80.  

A l’inverse, les M-MDSC et les macrophages M2 sont deux populations totalement différentes, 

comme l’ont montré Song et al : une analyse de trajectoire a permis de montrer que les M-

MDSC sont moléculairement distinctes des TAM, qu’ils soient M1 ou M279. 
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Les deux groupes de MDSC ont été associés à un mauvais pronostic dans divers types de 

cancer. Une fréquence plus élevée de M-MDSC circulants chez les patients atteints de 

mélanome est associée à un mauvais pronostic, ainsi qu’à une mauvaise réponse aux 

traitements. En utilisant plus de 5000 cas de 25 types de cancer différents, Gentles et al. ont 

montré qu'une infiltration plus élevée de cellules polymorphonucléaires, incluant les PMN-

MDSC est corrélée à une baisse de la survie globale81.  

La principale caractéristique qui définit les MDSC est leur capacité à inhiber les réponses 

immunitaires, y compris celles médiées par les LT, les LB et les NK. Les M-MDSC et les PMN-

MDSC partagent des caractéristiques biochimiques clés qui leur permettent de supprimer les 

réponses immunitaires, avec notamment la surexpression de STAT3 suite à leur activation par 

diverses molécules (G-CSF, VEGF, TGF-β, etc). L’activation du facteur de transcription STAT3 

induit l’expression de gènes codant l’IL-10, les enzymes IDO (Indoléamine 2,3-dioxygénase) et 

ARG (Arginase) et des espèces réactives à l’oxygène (ROS). Pour exemple, l’exposition des LT 

CD8 à des MDSC produisant des ROS induit une tolérance spécifique à l'antigène de ces 

cellules. Les MDSC peuvent également libérer dans le MET des enzymes telles que l’arginase 

et IDO qui vont induire une « carence » en métabolites nécessaires à la prolifération et à la 

survie des LT.  L’expression de points de contrôles immunitaires par les MDSC est un autre 

mécanisme d’immunosuppression utilisé par celles-ci. Enfin, la libération de cytokines 

immunosuppressives (IL-10 et TGF-β) va permettre l’inhibition des fonctions des cellules 

cytotoxiques ainsi que le recrutement d’autres cellules immunosuppressives telles que les 

Treg78,80.   

Les MDSC vont également participer au développement tumoral en agissant sur la 

composante non-immunitaire du MET. En effet, elles peuvent produire divers facteurs qui 

vont favoriser l’angiogenèse et la dissémination des cellules tumorales à d’autres sites 

(formation de métastases). Par exemple, dans le cancer du sein, la production de ROS par les 

MDSC va permettre de stabiliser le facteur de transcription HIF-1α, ce qui favorise une 

production accrue de VEGF, facteur promouvant l’angiogenèse. Les PMN-MDSC peuvent 

également sécréter la métalloprotéase MMP-9 qui va permettre le remodelage de la matrice 

extracellulaire par dégradation des protéines comme le collagène de type IV, ce qui facilitera 

la migration des cellules tumorales à d’autres localisations dans l’organisme80,82–84. 
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2.3.2 Lymphocytes T CD4 pro-tumoraux 
 

Comme mentionné précédemment, plusieurs sous-populations de LT CD4 (Treg, Th2, ou 

encore Th22) sont considérés comme étant des cellules immunitaires à propriétés ou 

fonctions pro-tumorales. 

Les Treg sont caractérisés par l’expression de FOXP3 et du CD25, qui est la chaîne α du 

récepteur à l’IL-2. Ils peuvent être produits dans le thymus, on parle alors de tTreg ou nTreg 

(Treg naturels) ou être induits en périphérie notamment sur le site tumoral par le TGF-β (en 

présence d’IL-2 et en absence d’IL-6), on parle alors de iTreg. L’IL-10, le TGF-β et l’adénosine 

produites dans le MET participent à l’expansion des nTreg et à la différenciation des LT CD4 

en iTreg. Les fonctions immunosuppressives des Treg passent par de nombreux mécanismes. 

Ils expriment une forte densité de récepteur à l’IL-2 de haute affinité (CD25) et entrent en 

compétition avec les LT effecteurs pour cette cytokine. La déprivation en IL-2 des LT effecteurs 

(utilisée par les Treg) impacte négativement leur survie, prolifération et fonctions. Les Treg 

vont également impacter la prolifération et les fonctions des LT effecteurs via la production 

de molécules immunosuppressives comme l’IL-10, le TGF-β et l’adénosine. En effet, les Treg 

expriment à leur surface les ectonucléotidases CD39 et CD73 impliquées dans la 

transformation de l’ATP, molécule immunostimulatrice, en adénosine, molécule 

immunosuppressive. Enfin, les Treg peuvent exprimer des récepteurs inhibiteurs à leur 

surface, appelés points de contrôle immunitaire, comme PD-L1 et CTLA-485. Via l’expression 

de PD-L1, les Treg vont pouvoir directement inhiber la fonction des LT effecteurs. CTLA-4 et 

CD28 (molécule de co-stimulation) sont en compétition pour le CD80/86 exprimé par les DC. 

CTLA-4 ayant une affinité supérieure à CD28 pour CD80/86, il va s’y lier et priver ainsi les LT 

du signal 2, empêchant ainsi leur activation. De plus, l’interaction entre CTLA-4 et CD80/86 va 

induire la production d’IL-10 et de TGF-β par les DC, amplifiant le recrutement et la réponse 

des Treg, ainsi que le recrutement d’autres cellules immunosuppressives. 

Dans le contexte tumoral, les Th2, bien que favorisant le recrutement d’éosinophiles et de 

macrophages sur le site tumoral grâce à la production d’IL-4, vont aussi avoir des fonctions 

pro-tumorales.  En effet, la présence de Th2 dans le MET semble plutôt associée à un mauvais 

pronostic (par exemple dans le cancer du sein et le glioblastome). Ceci est principalement dû 

aux cytokines produites par les Th2 activés, à savoir IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 et IL-17. L’IL-4 va par 

exemple inhiber la différentiation Th1 des LT CD4 et augmenter la résistance des cellules 
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tumorales à l’apoptose86. L’IL-10, une des principales cytokines immunosuppressives, va 

inhiber les fonctions des CTL et favoriser les fonctions des Treg et autres cellules suppressives.  

Une autre sous-population de LT CD4 possède des fonctions pro-tumorales. En effet, le rôle 

crucial des Th22 dans la carcinogenèse a été démontré par plusieurs équipes dans différents 

types de cancers (colorectaux, gastriques, ovariens et pulmonaires)87–90. Cet effet pro-tumoral 

est dû à leur capacité à produire l’IL-22. L’IL-22 est connue pour favoriser la survie et la 

prolifération des cellules tumorales via l’activation de STAT3 et l’expression de la protéine 

anti-apoptotiques Bcl-2. Toujours par un mécanisme STAT3-dépendant, l’IL-22 va induire la 

production de VEGF par les cellules tumorales, facteur d’angiogenèse, mais aussi de 

recrutement/d’activation de cellules immunitaires suppressives (MDSC, TAM-M2, Treg…). Elle 

va également induire la production de métalloprotéases qui favorisent la formation de 

métastases. 

 

2.3.3 Lymphocytes B régulateurs 
 

Contrairement aux Treg, les lymphocytes B régulateurs (Breg) n’ont pas de facteur de 

transcription spécifique qui permette leur identification spécifique. La différenciation des LB 

en Breg peut se faire à n’importe quel stade du développement des LB (LB immature, LB 

mature, LB mémoire, plasmocytes…). Elle est induite suite à l’activation de molécules de 

surface telles que le BCR, les TLR et le CD40, les trois signaux d’activation utilisés in vitro dans 

diverses études sur les Breg91–94; ou suite à l’exposition à certaines cytokines : IL-1β, IL-6, IL-

21, et IL-3573,92,93,95. Les Breg favorisent la progression tumorale et la formation de métastases 

en participant à la mise en place d’un microenvironnement suppresseur via la production d’IL-

10, de TGF-β et d’IL-35. Les Breg produisant de l’IL-10 (aussi appelés B10) vont impacter les 

fonctions des DC qui vont produire plus d’IL-4 et moins d’IL-12, favorisant la différenciation 

des LT CD4 en Th2 (population pro-tumorale) et inhibant la différenciation en Th1 (population 

anti-tumorale).  

Les Breg induisent également la polarisation des LT CD4 en Treg via la production de TGF-β et 

favorisent de même la différenciation des TAM en macrophages M2. Toutes ces cellules 

inhiberont in fine la réponse des NK et CD8 CTL et favoriseront ainsi la progression tumorale.  
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Les Breg peuvent également lyser les cellules immunitaires anti-tumorales par la production 

de granzyme B (induite en présence d’IL-21) ou par un mécanisme FAS dépendant91,96–98. 

Enfin, les Breg vont inhiber les fonctions des cellules immunitaires anti-tumorales grâce à 

l’expression de divers points de contrôles immunitaires (PD-L1 par exemple) et à la production 

d’adénosine. 

Figure 13 : Résumé des fonctions pro-tumorales des TIL-B67. Les LB distribués de manière 

dispersée dans la masse tumorale peuvent acquérir un phénotype immunosuppresseur en réponse à 

une stimulation par le TGF-β sécrété par les fibroblastes, les Tregs ou les macrophages M2. Ils peuvent 

libérer de l'IL-10, de l'IL-35 et du TGF-β qui favorisent l'expansion des Tregs et la polarisation Th2/M2, 

tout en supprimant l'activité des LT effecteurs. Cette action est également potentialisée par 

l'expression de PD-L1 par les LB. Enfin, les LB producteurs de VEGF peuvent également favoriser la 

progression tumorale par le biais de la néoangiogenèse. 
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2.3.4 Cellules dendritiques plasmacytoïdes et moDC pro-tumoraux 
 

Bien que les moDC puissent posséder un phénotype anti-tumoral, la présence de certains 

facteurs dans le MET induit leur différenciation en cellules à propriétés immunosuppressives. 

Le TGFβ et l’IL-6 produites par les CAF par exemple induisent l’expression de PD-L1 par les 

moDC, ce qui entraîne l’inactivation des fonctions des LT CD8 CTL99. Les moDC pro-tumoraux 

présentent également un changement dans leur production de cytokines : elles produisent 

plus d’IL-10 et moins d’IL-12, favorisant ainsi les Treg et empêchant la différenciation en Th1. 

Ils perdent également leur capacité de présentation antigénique ou ne co-expriment plus ou 

pas les molécules de co-stimulation, induisant ainsi l’anergie des LT. 

Les pDC sont caractérisées par une sécrétion rapide et massive d'IFN de type I en réponse à 

l’activation des TLR par des agents pathogènes ou des signaux de danger. L’IFN-α étant une 

molécule à fort potentiel anti-tumoral (induction de l’apoptose des cellules tumorales, 

inhibition de l’angiogenèse, …), il a initialement été pensé que les pDC étaient des cellules 

anti-tumorales. En effet, la présence de pDC en périphérie semble être de bon pronostic chez 

les patients atteints de cancer du pancréas, cependant, de plus en plus d’études suggèrent 

que de fortes densités de pDC dans le MET sont associées à un mauvais pronostic chez les 

patients atteints de divers cancers (exemple : cancer ovarien, oro-pharyngé, mélanome), 

suggérant que la périphérie ne fait pas écho à ce qui se déroule au sein du site tumoral. Ces 

mêmes études montrent que les pDC recrutées au site tumoral présentent souvent un 

phénotype non activé, ne produisent pas d’IFN-α et participent au maintien de 

l’immunosuppression en favorisant notamment les fonctions des Treg par l’expression de 

molécules telles qu’ICOS-L et OX40-L45,100,101. 

 

2.3.5 Macrophages M2 
 

Les macrophages associés aux tumeurs M2 (TAM-M2 ou M2) sont induits en présence d’IL-4, 

IL-10, et TGF-β. Ils sont caractérisés, chez l’Homme, par l’expression de CD163, CD209 et 

CD206. 

La participation des M2 au développement tumoral se fait grâce à divers mécanismes 

impliquant l'immunosuppression, l'angiogenèse, ainsi que l'activation et le remodelage du 

stroma, favorisant ainsi la formation de métastases. De récentes études ont montré que le 
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« choix » des fonctions pro-tumorales exercées par les M2 dépend de leur localisation dans la 

tumeur, suggérant donc que les M2 présentent une forte plasticité. En effet, en intra-tumoral, 

ils sécrètent des facteurs de croissance comme le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) et le 

TGF-β, qui favorisent la prolifération des cellules tumorales. Dans les régions péri-nécrotiques 

et/ou à proximité de régions vascularisées, les M2 produisent diverses cytokines (IL-8, TNF-α), 

facteurs (VEGF), et enzymes (MMP) qui participent à l’angiogenèse. Concernant la modulation 

de la réponse immunitaire, les TAM-M2 perdent leur capacité à phagocyter les cellules 

tumorales et donc à présenter les antigènes tumoraux aux LT, activant moins les LT au niveau 

du site tumoral. De plus, ils inhibent la prolifération et les fonctions effectrices des cellules 

anti-tumorales par la production d’IL-10, de TGF-β et d’arginase-1, et par l’expression de PD-

L1 par exemple. L’arginase (ARG) va diminuer la quantité d’arginine disponible dans le MET, 

un acide aminé nécessaire au métabolisme des LT, ce qui induira l’arrêt du cycle cellulaire des 

LT effecteurs56,57. 

 

2.3.6 Molécules immunosuppressives 
 

Comme discuté tout au long de cette partie, la promotion du développement tumoral passe 

par l’action de divers facteurs solubles produits par les cellules tumorales ainsi que les cellules 

du MET (immunitaires et non immunitaires). Ces molécules immunosuppressives, présentées 

brièvement ci-dessous, comprennent le VEGF, le TGF-β, l’arginase (ARG), l’IDO et l’adénosine. 

a. VEGF 

Le VEGF a été initialement décrit comme un facteur pro-angiogénique. Il est produit par 

différents types cellulaires, incluant les cellules tumorales, les macrophages, et les cellules 

endothéliales. Il est établi que la production de VEGF est gouvernée par le facteur de 

transcription HIF-α, facteur exprimé en cas d’environnement hypoxique. En plus de son 

activité angiogénique, le VEGF va participer à l’immunosuppression de diverses façons. Il 

inhibe la maturation des DC, induisant ainsi un défaut de présentation des Ag aux LT. Il va 

permettre le recrutement des MDSC au site tumoral ; participer (conjointement avec l’IL-4 et 

l’IL-10) à la polarisation des macrophages en TAM-M2 ; et favoriser le recrutement des Treg 

dans le MET soit indirectement via le défaut de maturation des DC, qui vont induire une 

polarisation des LT CD4 en Treg, soit directement en promouvant la prolifération des Treg 

exprimant le récepteur au VEGF à leur surface. L’accumulation de cellules suppressives induite 
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par le VEGF permettra d’amplifier l’immunosuppression sur le site tumoral. Enfin, le VEGF peut 

impacter directement les fonctions des LT effecteurs en induisant l’expression de PD-1 et TIM-

3 par ces derniers, deux points de contrôles immunitaires qui conduisent à ou indiquent un 

état d’exhaustion ou d’épuisement des LT102,103. 

b. TGF-β 

Dans les tumeurs, le TGF-β est produit par les cellules tumorales, les Treg, les TAM-M2 et les 

CAF ; et participe à l’échappement immunitaire et à la progression tumorale en impactant le 

système immunitaire. Il va bloquer les fonctions CPA des DC et inhiber leur maturation ; il 

inhibe la différenciation des LT CD4 en Th1 et favorise au contraire la polarisation des LT CD4 

en LT régulateurs. Il va également inhiber l’activité cytotoxique des LT CD8 CTL en bloquant 

notamment la production des molécules lytiques (perforine, granzyme et granulysine) et 

l’expression de FAS-L par les CTL. Il inhibe également leur prolifération en bloquant 

l’expression du récepteur à l’IL-2 par les CTL. Enfin, il va favoriser la polarisation des 

macrophages en TAM-M2 et favoriser les fonctions pro-tumorales des MDSCs104. 

c. Arginase et Indoléamine 2,3-dioxygénase 

La progression tumorale est associée à des altérations des voies métaboliques à la fois dans 

les cellules tumorales et dans les cellules du MET. C’est d’ailleurs l’un des hallmarks du cancer. 

De nombreuses études ont montré que dans le microenvironnement tumoral, deux acides 

aminés sont particulièrement importants pour les fonctions effectrices des LT : l’arginine et le 

tryptophane. Ces deux acides aminés sont dégradés respectivement par l’arginase (ARG) et 

l’indoléamine 2,3-dioxygénase, et de nombreuses études montrent une augmentation 

importante de ces deux enzymes dans le MET. De même, divers auteurs ont pu associer la 

présence de ces enzymes à un mauvais pronostic chez des patients atteints de mélanome, 

cancer du sein, cancer colorectal… 

L’ARG est produite majoritairement par les cellules myéloïdes dans le MET (DC, MDSC, TAM-

M2), ainsi que par les Treg. Deux isoformes d’ARG ont été identifiées, ARG1 et ARG2, et les 

quantités de ces deux isoformes augmentent significativement dans le MET de divers cancers 

solides. L’ARG1/2 va donc dégrader l’arginine, entrainant ainsi une déprivation des LT de cet 

acide aminé, ce qui conduira à l’inhibition de leurs fonctions effectrices (cytotoxicité des CTL, 

production de cytokines par les LT helper…), ainsi qu’à l’inhibition de leur prolifération. La 

présence d’ARG induit une diminution d’expression de la chaine ζ du CD3 (CD3ζ), ce qui 
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empêcher la transduction du signal d’activation des LT suite à l’engagement du TCR. En 

revanche, l’ARG favorise le développement des Treg et augmente leurs capacités 

suppressives, suggérant qu’un environnement pauvre en arginine est favorable aux Treg et 

donc à la mise en place d’un environnement immunosuppresseur. Les NK sont moins sensibles 

que les LT effecteurs à de faibles concentrations en arginine, mais la déprivation en cet AA 

impacte quand même leur prolifération et leur fonction cytotoxique. Des études ont montré 

que la déprivation en arginine induit une baisse de l’expression de NKp46 et NKp30, deux 

récepteurs activateurs des NK, et induit aussi une baisse de production d’IFN-γ par ces 

cellules105. 

IDO dégrade le tryptophane présent dans le MET, un autre AA essentiel au développement et 

aux fonctions effectrices des LT. IDO est produite par différentes cellules du MET, incluant les 

cellules tumorales, les DC et les MDSCs.  Elle exerce ses fonctions immunosuppressives avec 

des mécanismes similaires à ceux de l’ARG. En effet, elle bloque les fonctions effectrices et la 

prolifération des LT effecteurs en inhibant le CD3ζ et favorise au contraire, le développement 

et les fonctions des Treg. Elle favorise la différenciation des monocytes en TAM-M2 et inhibe 

les fonctions CPA des DC en diminuant l’expression des molécules de co-stimulation CD40 et 

CD80/86106. 

d. Adénosine 

L’adénosine (Ado) est un nucléoside connu pour ces puissantes activités immunosuppressives. 

Elle est produite à partir de l’ATP relarguée en extracellulaire par les cellules tumorales en 

cours de mort de cellulaire. L’ATP est normalement une molécule immunostimulatrice qui, 

après fixation sur son récepteur, le récepteur purigénique de type 2 (P2X et P2Y), va favoriser 

la maturation des DC, et donc l’activation des LT spécifiques des tumeurs. Cette ATP peut 

cependant être pris en charge par le CD39 (ectonucléoside triphosphate diphosphohydrolase 

1, ENTPD1) et être transformée en ADP puis en AMP. L’AMP est ensuite transformée en 

Adénosine par le CD73 (ecto-5’-nucléotidase, NTE5), l’autre enzyme impliquée dans la voie de 

l’adénosine107. Il est important de noter que les deux ectonucléotidases CD39 et CD73 peuvent 

être exprimées par tous les types cellulaires, et que la présence de ces deux enzymes sur la 

même cellule n’est pas nécessaire à la transformation de l’ATP en Ado. En effet, la présence 

de ces deux enzymes dans le même environnement est suffisante.  
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Figure 14 : La voie ATP/AMP/adénosine108. Les ectonucléotidases CD39 et CD73 produisent de 

l’adénosine dans le microenvironnement tumoral en transforment l’ATP extracellulaire, une molécule 

immunostimulatrice relarguée par les cellules tumorales lysées, en AMP, puis en adénosine. 

L’adénosine inhibe les fonctions effectrices des LT CD8 et des NK. La diminution de la quantité d’ATP, 

quant à elle, diminue l’activation des cellules dendritiques.  

L’adénosine se fixe sur les récepteurs purigéniques de type 1 (A2A et A2B) exprimés par 

diverses cellules immunitaires109. La fixation d’Ado sur son récepteur va inhiber les fonctions 

effectrices des LT CD8 et NK. Elle augmente également l’expression des points de contrôles 

immunitaires par les LT et induit leur anergie. L’Ado va, au contraire, activer et favoriser les  

 fonctions suppressives des Treg, des MDSCs et des TAM-M2110. La diminution de la quantité 

d’ATP, quant à elle, diminue l’activation des cellules dendritiques via les récepteurs P2X, 

empêchant l’activation de nouveaux LT spécifiques des tumeurs.   

 

2.3.7 Points de contrôles immunitaires 
 

L’immunosuppression et l’échappement tumoral peuvent être médiés, en plus des facteurs 

solubles, par des récepteurs membranaires exprimés à la surface des cellules effectrices : les 

points de contrôles immunitaires. La découverte de ces points de contrôle immunitaires a 

révolutionné la prise en charge thérapeutique des patients, à tel point qu’elle a été 

récompensée par un prix Nobel en 2018, attribué aux chercheurs à Tasuku Honjo et James P 

Allison. Ces deux chercheurs ont, dès le milieu des années 1990, commencé à mettre en 

évidence la possibilité d’utiliser le système immunitaire pour détruire des tumeurs, en levant 

notamment les freins de la réponse immunitaire.  
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En condition physiologique, les points de contrôles immunitaires (immune checkpoint, IC) 

maintiennent la tolérance au soi et contrôlent l’intensité de la réponse immunitaire, 

empêchant ainsi le développement de maladies auto-immunes et une exacerbation de 

l’inflammation qui serait délétère à l’organisme. Dans le cancer, ceux-ci participent à 

l’inhibition des fonctions effectrices des cellules immunitaires anti-tumorales, participant 

donc à l’échappement et au développement tumoral111,112.  

a. PD-1 

Programmed cell death protein 1 (PD-1), aussi connu comme CD279, est un récepteur de la 

superfamille des immunoglobulines. Il est exprimé sur les LT activés, les Treg, les LB, les NK, 

macrophages et certaines DC. PD-1 interagit avec deux ligands : PD-L1 (programmed death-

ligand 1), aussi appelé CD274 ou B7-H1, et PD-L2 (programmed death-ligand 2), aussi appelé 

CD273 ou B7-DC. Ces ligands sont exprimés constitutivement par toutes les cellules 

présentatrices d’antigènes, et peuvent être induits par les cytokines pro-inflammatoires sur 

d’autres types cellulaires (il est par exemple connu que suite à une exposition à l’IFN-γ, les 

cellules tumorales surexpriment PD-L1).  L’interaction de PD-1 avec ses ligands provoque 

l’inhibition de la prolifération et des fonctions effectrices des LT (cytotoxicité et production de 

cytokines) et provoque leur exhaustion. A l’inverse, il favorise la prolifération des Treg, et 

soutient leurs fonctions immunosuppressives. L’expression de PD-1 par les macrophages est 

associée à une diminution de leur capacité phagocytaire, bloquant leur fonction de CPA112,113.  

b. CTLA-4 

CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) est un autre point de contrôle 

immunitaire de la superfamille des immunoglobulines. Il présente des similitudes structurelles 

et biochimiques avec CD28. Ils partagent d’ailleurs les mêmes ligands, à savoir CD80/86, à la 

différence que CTLA-4 présente une meilleure affinité et une plus grande avidité pour ses 

ligands. Il entre donc en compétition avec le CD28 pour la liaison aux CD80/86 présents sur les 

APC. Il induit d’ailleurs l’internalisation de CD80/86, les rendant moins disponibles pour CD28 

et empêchant ainsi l’activation des LT puisqu’il n’y aura pas de signal de co-stimulation. 

L’expression de CTLA-4 est induite après activation des LT effecteurs et inhibent les fonctions 

effectrices de celles-ci. A l’inverse, CTLA-4 est constitutivement exprimés par les Treg (puisque 

son expression est contrôlée par FOXP3) auxquels il confère un « outil » supplémentaire pour 

médier l’immunosuppression dans le MET112,114.  
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c. TIGIT 

TIGIT (T cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM domains) est également un 

récepteur appartenant à la superfamille des immunoglobulines, et appartient à la sous-famille 

des poliovirus receptors-like (PVR-like). Il possède un motif ITIM intracellulaire, c’est-à-dire un 

motif d’inhibition des récepteurs immuns basés sur la tyrosine (par opposition aux ITAM, 

motifs activateurs). Son expression est retrouvée sur les LT (effecteurs et régulateurs) et les 

NK. Il possède deux ligands connus, CD105 et CD112, qui sont exprimés par les cellules 

tumorales et les cellules dendritiques.  

De même que CTLA-4 entre en compétition avec CD28 pour la liaison à leurs ligands communs, 

TIGIT entre en compétition avec le CD226 pour la liaison de CD155 et CD112 (nommée PVR en 

figure 15 pour poliovirus receptors). CD226 est exprimé par les lymphocytes naïfs ou non 

activés, et l’expression de TIGIT est induite après l’activation des LT et des NK. En se liant aux 

PVR, TIGIT va induire, via ces motifs ITIM, l’inhibition de l’activation des LT et des NK. 

Figure 15 : Les modes d’action de TIGIT115. TIGIT impacte les fonctions des LT par trois mécanismes 

d'action distincts. En se liant au PVR exprimé par les LT effecteurs et NK, TIGIT déclenche un signal 

inhibant leurs fonctions. A l’inverse, son expression par les Treg est plutôt associée à une augmentation 

de leurs activités immunosuppressives (panneau de gauche). Dans les cellules dendritiques ou les 

cellules tumorales, TIGIT induit la sécrétion de molécules immunosuppressives (panneau central). 

Enfin, TIGIT peut inhiber la signalisation du CD226 en se liant à PVR avec une affinité plus élevée, ce 

qui induit une inhibition des fonctions des LT effecteurs (panneau de droite). 
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La liaison de TIGIT aux PVRs exprimés par les DC favorise l’induction de DC tolérogènes 

produisant plus d’IL-10 et moins d’IL-12, ce qui aura pour effet d’augmenter la différenciation 

des LT CD4 en Treg et diminuer la différenciation en Th1. La compétition avec le CD226 

(exprimés par les LT et les NK) pour les PVR inhibe leur activation (de la même façon que CTLA-

4 empêche l’interaction de CD28 avec CD80/86). Comme pour PD-1 et CTLA-4, l’expression de 

TIGIT par les Treg renforce les fonctions immunosuppressives de ces dernières. En effet, des 

études ont montré que les Treg exprimant TIGIT présentent des fonctions 

immunosuppressives plus fortes que les Treg qui ne l’expriment pas. Enfin, des études ont 

démontré l’implication de cet IC dans la polarisation des macrophages en TAM-M2114,115. 

d. TIM-3 

Tim-3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 3) est exprimée par de nombreuses cellules 

du MET, incluant les LT mémoires ou LT activées, LB, DC, NK, mais aussi les macrophages et 

les MDSCs et les cellules tumorales. 

Le premier ligand de Tim-3 identifié est la galectine-9 (Gal-9). L’interaction Tim-3/Gal-9, qui 

peut être exprimée par les cellules tumorales, permet de réguler les fonctions des Th1 et des 

LT CD8 en inhibant la signalisation du TCR ainsi que la production d’IL-2.  Tim-3 reconnaît 2 

autres types de ligands : la phosphatidylsérine exprimée par les cellules apoptotiques et le 

signal de danger HMGB1 (high mobility group protein B1). Son activation conduit à 

l’interruption de l’activation des DC, participant donc à l’induction de DC tolérogènes. Au 

contraire, l’expression et l’engagement de TIM-3 par les Treg accroît l’activité suppressive des 

cellules via une augmentation d’expression d’IL-10, de granzyme B et de perforine. L’axe TIM-

3/Gal-9 intervient également dans la différenciation des cellules myéloïdes suppressives 

MDSC. Récemment, CEACAM-1 (carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule 1) a été 

identifié comme ligand de TIM-3. La co-expression de TIM-3 et de CEACAM-1 par la même 

cellule T induit la formation d’un hétérodimère en trans et inhibe la réponse T. L’interaction 

entre CEACAM-1 et TIM-3 peut également se faire en cis, chaque molécule étant exprimée par 

une cellule différente, mais dans les deux cas, la signalisation en cis ou en trans induit 

systématiquement une inhibition des fonctions des LT et une tolérance112,116. 

a. LAG-3 

LAG-3 (lymphocyte activation gene-3) ou CD223 est un autre récepteur de la superfamille des 

immunoglobulines. Il est exprimé à la surface des LT activés, NK, LB et des pDC. LAG-3 est un 
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homologue du CD4 et il se lie, comme ce dernier, aux molécules de CMH de classe II exprimées 

par les CPA et les cellules tumorales. Son affinité pour le CMH de classe II est plus élevée que 

le CD4, mais des études ont démontré que l’inhibition de l’activation des LT CD4 induite par 

LAG-3 n’est pas due (en tout cas pas majoritairement) à la compétition entre ces deux 

molécules pour le CMH II. Celle-ci passe plutôt par la génération de signaux intracellulaires 

inhibiteurs suite à l’engagement de LAG-3. L’expression de LAG-3 par les Treg est, encore une 

fois, synonyme de Treg à fortes capacités immunosuppressives. En effet, il a été montré que 

les Treg exprimant LAG-3 produisent plus d’IL-10 et de TGF-β. L’expression de LAG-3 par les 

LT CD8 est associée à un phénotype d’exhaustion de ces cellules ; les NK exprimant LAG-3 ont 

une capacité de production de cytokines réduite. Trois autres ligands de LAG-3 ont été 

identifiés : Galectin-3, LSECtin et fibrinogen-like protein 1 ou FGL1. Ces trois molécules sont 

exprimées à la surface des cellules tumorales et sont capables d’inhiber la réponse T anti-

tumorale, cependant, l’importance de la participation de chaque ligand à cette inhibition n’est 

aujourd’hui pas clairement définie117,118.       

 

Figure 16 : Les différents IC et leurs ligands119. La liaison des points de contrôle immunitaires tels 

que PD-1, CTLA-4, LAG-3, TIM-3, TIGIT avec leurs ligands respectifs exprimés par les CPA et/ou sur les 

cellules tumorales, déclenche un signal activateur ou inhibiteur. 
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Chapitre 3 : Les lymphocytes T γδ 
 

Les lymphocytes T γδ (LT γδ) sont une population de lymphocytes T rares mais jouant un rôle 

important dans les réponses immunitaires anti-infectieuses et anti-tumorales120. Ce sont des 

lymphocytes T non conventionnels, par opposition aux LT αβ, à savoir les LT CD4 et LT CD8, 

caractérisés, en partie, par leur capacité à reconnaître des antigènes non présentés par les 

molécules de CMH. Les LT γδ présentent un TCR composé d’une chaine γ et d’une chaine δ, 

alors que les LT αβ présentent un TCR composé d’une chaine α et d’une chaine β. Bien que les 

LT γδ représentent une faible proportion des LT totaux (5% des LT du sang), leur rôle dans la 

réponse immunitaire est important puisqu’ils font le lien entre l’immunité innée et l’immunité 

adaptative, et partagent des caractéristiques et des fonctions communes avec les NK et les LT 

αβ121. Les LT γδ sont uniquement retrouvés chez les vertébrés, et sont particulièrement 

abondant chez les ovins et bovins, mais peu représentés chez les souris et les primates 

(humains et non humains). Bien que l’on retrouve des LT γδ chez l’Homme et la souris, modèle 

d’étude incontournable en immunologie, les sous-populations de LT γδ différent 

complétement, que ce soit phénotypiquement ou fonctionnellement, rendant la transposition 

des découvertes de la souris à l’Homme difficile. Dans la mesure du possible, cette partie de 

l’introduction sera focalisée sur les LT γδ humains ainsi que leur implication dans l’immunité 

tumorale, mais des références aux études faites avec des modèles murins seront citées 

également. 

 

3.1  Développement des LT γδ 
 

Les LT γδ et les LTαβ se développent dans le thymus à partir d’un progéniteur commun. Ce 

progéniteur provient de la moelle osseuse et est dit double négatif (DN) car il n’exprime ni 

CD4, ni CD8 à sa surface. A ce stade, les gènes codant pour le TCR ne sont pas encore 

fonctionnels, le DN n’exprime donc pas de TCR à ce stade. 

En fonction de l’expression différentielle de deux molécules, CD44 et CD25, on va pouvoir 

distinguer 4 stades du progéniteur DN. Le premier, DN1, est CD44+ et CD25-, suivi par le stade 

DN2 (CD44+ CD25+). A ce stade, le réarrangement du TCR est amorcé et le progéniteur voit 

l’expression du CD44 diminuer (CD44low) mais maintient l’expression du CD25 (CD25+), on 
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parle alors de stade DN3. C’est lors de ce stade que se fera la différenciation du thymocyte 

DN3 en LT αβ ou LT γδ40,122. 

Figure 17 : Développement des lymphocytes T αβ et γδ dans le thymus (adapté de 122). Les 

LT γδ et αβ se développent à partir du même progéniteur commun double négatif (DN : CD4-CD8-). 

L’engagement des cellules vers une lignée γδ ou αβ se produit au stade DN3. 

Les gènes codant pour les chaines constituant les TCR sont situés sur le chromosome 7 pour 

les chaînes β et γ, et sur le chromosome 14 pour les chaînes α et δ, avec la particularité que le 

locus codant pour la chaîne δ est inséré dans le locus codant la chaîne α. Les loci codant pour 

ces différentes chaînes sont composés de gènes V (variables), D (diversité) et J (jonction) qui 

vont subir des réarrangements qui participeront à la diversité des TCR ; et un unique gène C 

(constant). Les chaînes β et δ sont formées par recombinaison VDJ, tandis que les chaînes α 

et γ sont formées par une recombinaison VJ. Le segment C est ajouté à ces gènes lors de 

l’épissage post-transcriptionnel. Les recombinaisons des segments V(D)J se font grâce aux 

enzymes RAG-1 et RAG-2 (Recombinating Activating Gene) exprimées par tous les 

thymocytes123,124. 

Les thymocytes doubles négatifs commencent par réarranger simultanément les loci codant 

pour les chaînes γ, δ et β. Dans le cas où la formation d’un TCR γδ fonctionnel abouti avant 

que le préTCR ne soit formé, le thymocyte recevra, via le TCR γδ formé, des signaux qui 

arrêteront les réarrangements géniques de la chaîne β. Cette cellule s’engage alors 

définitivement vers une lignée γδ. A l’inverse, si le réarrangement des gènes codant pour la 
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chaîne β aboutit, celle-ci s’associe à une pré-chaîne α pour former un pré-TCR dont la 

signalisation bloquera le réarrangement des chaînes γ et δ, engageant le thymocyte vers la 

lignée αβ. Dans ce cas-ci, le thymocyte double négatif passe au stade DN4, c’est-à-dire CD44- 

CD25- avec l’expression d’un pré-TCR. Les cellules passent ensuite au stade double positif avec 

l’expression de CD4 et de CD8 par la même cellule. Lors de ce stade, le thymocyte amorce le 

réarrangement des gènes codant la chaîne α du TCR et sont alors prêtes à être sélectionnées 

pour devenir des LT simples positifs CD4 ou CD8 (figure 17)40,122.  

 

Figure 18 : Loci des gènes codant les chaînes γ et δ du TCR et mécanismes de 

recombinaison125. Présentation de la recombinaison V(D)J au locus tcrg (panneau supérieur) et 

tcra/tcrd (panneau inférieur). Seuls les segments de gènes fonctionnels sont représentés. La chaîne 

TCR-γ est produite en utilisant seulement une seule recombinaison V-J. La chaîne TCR-δ est produite 

en utilisant des recombinaisons V-D-J. 

Les LT γδ sont les premiers LT à apparaître chez l’Homme et interviennent lors du 

développement embryonnaire. On retrouve plusieurs sous-populations de LT γδ chez 

l’Homme en fonction de la chaîne δ exprimée par leur TCR. Ils sont généralement classifiés en 

deux populations : les Vδ2 et les nonVδ2, parmi lesquels les plus étudiés sont les Vδ1 et les 
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Vδ3. Les réarrangements des gènes codant le TCR γδ sont détectés dès la 8e semaine du 

développement fœtal : une première vague de migration du thymus vers le sang et le foie à 

lieu et implique les Vδ2. Après la naissance, les réarrangements impliquent d’autres segments 

géniques et aboutissent à la formation de LT γδ Vδ1 et plus rarement Vδ3. Au stade adulte, la 

sous-population sanguine majoritaire est de type Vγ9Vδ2, et les Vδ1 et Vδ3 sont plutôt 

retrouvés dans les tissus et les muqueuses125. 

3.2  Activation TCR spécifique des LT γδ 
 

Comme mentionné précédemment, les LT γδ ne présentent pas de restriction aux molécules 

de CMH, c’est-à-dire qu’ils reconnaissent leurs antigènes sans que ceux-ci ne soient présentés 

ou apprêtés par les molécules de CMH classiques. A l’inverse des LT αβ qui reconnaissent des 

antigènes peptidiques, les antigènes reconnus par les LT γδ peuvent être de nature protéique, 

lipidique ou glucidique126,127. 

L’identification des antigènes des LT γδ est cependant un véritable challenge puisque : 

- Aucune restriction à une molécule n’est décrite (comme la restriction au CMH), 

suggérant que différents types de molécules (solubles ou non) peuvent être reconnues 

- L’affinité des TCR γδ pour leurs antigènes est, de manière générale, faible (1 à 

100microM), ce qui rend leur étude par les méthodes biochimiques classiques 

impossible 

- Du fait de la divergence des LT γδ entre les souris et les humains, la transposition des 

découvertes faites chez la souris à l’Homme sont impossibles (et vice-versa) et 

l’utilisation de modèles murins transgéniques pour valider les découvertes faites chez 

l’Homme est également difficile. 

 

3.2.1 Molécules activant les LT Vγ9Vδ2 via le TCR 
 

Chez l’Homme, les LT γδ exprimant une chaîne Vδ2 présentent le plus souvent une association 

avec la chaîne Vγ9. Les LT Vγ9Vδ2 représentent 80% des LT γδ du sang. Ils reconnaissent de 

petites molécules non-peptidiques associées à un groupement phosphate : les 

phosphoantigènes (PAg). Ces PAg peuvent être produits par les procaryotes et eucaryotes lors 

de la biosynthèse des isoprénoïdes. Chez les micro-organismes, la voie DOXP (1-déoxy-D-

xylulose 5-phosphate) permet la production de (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl 



61 
 

pyrophosphate (HMBPP), le plus puissant PAgs des LT Vγ9Vδ2. Chez les vertébrés, la voie du 

mévalonate est la principale source de PAg, avec la production d’isopentenyl pyrophosphate 

(IPP) et son isomère le diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP)128,129. L’HMBPP reste le meilleur 

activateur des LT Vγ9Vδ2, puisque sa bioactivité est 10 000 fois plus élevée que celle de l’IPP. 

Il faut donc de fortes concentrations en IPP pour activer les LT Vγ9Vδ2. En conditions 

physiologiques, les quantités d’IPP sont faibles, cependant, lors de la tumorigenèse, le 

métabolisme des cellules tumorales est fortement perturbé, induisant une accumulation d’IPP 

jusqu’à atteindre une concentration suffisante pour l’activation des LT Vγ9Vδ2.  

Des PAgs synthétiques ont depuis été produit comme le c-HDMAPP ou le BrHPP (Picostim et 

Phosphostim respectivement) et ont prouvé leur efficacité à activer et amplifier les Vγ9Vδ2. 

Ces molécules ont d’ailleurs été employées dans des essais cliniques utilisant les LT Vγ9Vδ2. 

D’autres ont également été utilisées : ce sont les aminobisphosphonates (zolédronate ou le 

pamidronate par exemple). Ces molécules possèdent déjà une autorisation de mise sur le 

marché (AMM) et constituent un traitement de l’ostéoporose comme inhibiteurs de la 

résorption osseuse. Ces aminobisphosphonates n’activent pas directement les LT Vγ9Vδ2, 

mais bloque l’enzyme agissant en aval de l’IPP, la farnesyl pyrophosphate synthase (FPPS), 

induisant ainsi une accumulation d’IPP en intracellulaire, ce qui entraîne l’activation des LT 

Vγ9Vδ2130,131. 

 

Figure 19 : Voie de biosynthèse des isoprénoïdes132.   

Bien que les PAg soient nécessaires à l’activation de ces cellules, et que cette activation soit 

dépendante du TCR, il est maintenant admis qu’une interaction directe entre le TCR Vγ9Vδ2 
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et le PAg est exclue, suggérant la nécessité de l’intervention d’un ou plusieurs partenaires 

moléculaires exprimés par les cellules cibles. Puisque la reconnaissance des PAgs est 

indépendante des molécules du CMH, de nombreuses études ont porté sur l’identification de 

partenaires potentiels qui seraient impliqués dans la reconnaissance et/ou la présentation de 

ces molécules.  

Il a été montré que la protéine butyrophiline 3 A1 (BTN3A1) est essentielle à la reconnaissance 

de PAg médiée par le TCR γδ. Les butyrophilines appartiennent à la superfamille des 

immunoglobulines (famille des récepteurs B7), composé de 6 membres fonctionnels : 

BTN1A1, BTN2 présentant 3 isoformes et BTN3, présentant 3 isoformes également (figure 20). 

Ces molécules se composent de deux domaines extracellulaires IgV et IgC (domaine de type 

immunoglobuline variable et constant), de domaines transmembranaires et 

juxtamembranaires et d'un domaine intracellulaire B30.2 (à l’exception de l’isoforme 

BTN3A2)133. 

Figure 20 : Structure des butyrophilines133. Représentation des membres de la famille des 

butyrophilines humaines. Les positions des différents domaines fonctionnels de ces protéines par 

rapport à la membrane plasmique sont indiquées. 

Le domaine B30.2 est très important pour la transduction du signal. Celui-ci étant absent de 

l’isoforme BTN3A2, la signalisation ne peut passer que par les deux autres isoformes. Des 

études ont montré que les domaines B30.2 des isoformes 3A1 et 3A3 diffèrent quelque peu, 

et que seule BTN3A1 est capable d’induire l’activation des LT Vγ9Vδ2. Lorsque le PAg se fixe à 

ce domaine, il induit le recrutement de la GTPase Rho, induisant des modifications du 
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cytosquelette, ainsi que des changements de conformation de BTN3A1 dans les cellules. C’est 

ce changement de conformation qui est détecté par les LT Vγ9Vδ2 et induit leur activation. En 

effet, les travaux de Sandstrom et al134 ont montré que les PAgs se lient avec des résidu 

basiques d’une poche du domaine intracellulaire B30.2 de BTN3A1, cependant aucune 

interaction directe entre le domaine extracellulaire IgV de BTN3A1 et le TCR Vγ9Vδ2 n'a été 

détectée, suggérant qu’un autre partenaire est impliqué dans cette reconnaissance. 

Récemment, BTN2A1 a été identifiée par deux approches différentes comme étant ce 

partenaire. Le rôle de ligand direct du TCR Vγ9Vδ2 de BTN2A1 a été démontré par deux 

équipes en 2020. Rigau et al ont réalisé un criblage CRISPR à l'échelle du génome pour 

identifier des candidats se liant au TCR Vγ9Vδ2135. Parallèlement, Karunakaran et al ont utilisé 

une approche génomique impliquant la génération d'hybrides de radiation entre des cellules 

CHO-Chr6 (portant le chromosome 6 humain) et des partenaires de fusion de rongeurs 

transduits par BTN3A1136. L'analyse de la capacité de l’hybride à stimuler la détection de PAg 

par les LT Vγ9Vδ2 a conduit à l'identification du gène codant pour BTN2A1. Les deux 

publications suggèrent une liaison directe de la chaîne Vγ9 à BTN2A1 avec une affinité 

d'environ 45-50 µM. BTN2A1 lui-même semble former des homodimères liés par des ponts 

disulfures et s'associe à BTN3A1 à la surface des cellules. Une étude publiée en 2021 montre 

que la BTN2A1 est nécessaire à la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 contre les cellules cancéreuses 

médiée par BTN3A, et que l'expression du complexe BTN2A1/BTN3A1 est suffisante pour 

déclencher l'activation du TCR Vγ9Vδ2137. Ils montrent également que BTN2A1 peut interagir 

avec tous les isoformes de BTN3A. Enfin, l'interaction BTN2A1/BTN3A1 est renforcée par les 

PAg et, contrairement à ce qui était pensé, les domaines B30.2 des deux protéines sont requis 

pour la réactivité aux PAgs. Des résultats récents du groupe de J. Kuball ont ajouté une plus 

grande complexité aux mécanismes moléculaires impliqués dans la reconnaissance tumorale 

dépendante du BTN par les LT Vγ9Vδ2. Selon cette étude, la liaison des régions γ9 du TCR au 

BTN2A1 est suivie par la liaison de la chaîne δ à un ligand non encore identifié, selon un 

processus PAg indépendant (figure 21)138.   

D’autres molécules activant les LT Vγ9Vδ2 par leur TCR ont été identifiés, mais les mécanismes 

de reconnaissance de celles-ci par le TCR ne sont pas encore bien compris. La F1-ATPase, une 

ATP-synthase de type F exprimée à la surface des cellules tumorales en cours de lyse en est 

un exemple. Cette protéine interagit avec l’apolipoprotéine A-1 (Apo-A1) et forme un 
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complexe permettant la présentation des PAg139. Ils reconnaissent également d’autres 

molécules tels que la phycoérythrine ou PE140, cependant les mécanismes de cette 

reconnaissance ne sont pas encore élucidés. 

 

Figure 21 : Modèle d’activation des LT Vγ9Vδ2 (adapté de 141). En condition physiologique (à 

gauche), le domaine de signalisation B30.2 n’est pas associé aux PAgs, cependant, BTN2A1 se lie à la 

chaîne Vγ9. Lorsque les cellules sont infectées ou sont transformées (à droite), les PAg intracellulaires 

se lient au domaine B30.2 et induisent ainsi un changement de conformation du complexe BTN2A1-

BTN3A1, ce qui entraîne une activation TCR-dépendante des LT Vγ9Vδ2. Cette étape peut impliquer 

d'autres ligands de la chaîne Vδ ou partenaires encore non identifiés. 

 

3.2.2 Molécules activant les nonVδ2 via leur TCR 
 

Les nonVδ2 regroupent tous les LT γδ exprimant les chaînes δ1 et δ3 à 8. Les LT γδ les plus 

représentés et les plus étudiés parmi ce sous-groupe sont les Vδ1 suivi des Vδ3, même si peu 

de choses sont connues sur ces derniers. Ces populations sont impliquées dans le maintien de 

l’homéostasie tissulaire de par leur localisation dans les tissus et les muqueuses, bien que de 

faibles proportions soient détectées dans le sang d’adultes sains. Les Vδ1 et les Vδ3 semblent 

jouer un rôle important dans la réponse immunitaire au cytomégalovirus (CMV)142. Il a en effet 

été montré que la proportion de LT γδ parmi les LT totaux augmente significativement en cas 

d’infection et que cette augmentation était principalement due à une amplification et 
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activation des Vδ1 et Vδ3. Cependant, de récentes études montrent que les LT Vγ9neg Vδ2pos 

étaient aussi impliqués dans la réponse au CMV143. Le rôle des Vδ1 dans les cancers commence 

à être décrypté, à commencer par les ligands TCR spécifiques des Vδ1.  

Il a récemment été démontré que les LT γδ exprimant le TCR Vγ5Vδ1 reconnaissent un variant 

de CMH de classe I, le HLA-A∗24:02 sur les cellules cancéreuses. Cette interaction dépend de 

la charge en peptides du complexe HLA et non de la présentation d'un peptide spécifique, ce 

qui reste cohérent avec l’idée que les LT γδ ne reconnaissent pas d’antigènes présentés par 

les molécules de CMH classique144. Une exception a pu être identifiée cependant. En effet, des 

LT Vδ1 dérivées in vitro de cellules souches et progénitrices hématopoïétiques humaines 

(HSPC) sont activées suite à la présentation peptidique restreinte par le CMH HLA-A2 de 

l'antigène de mélanome MART-1145. Cependant, des analyses de biochimie structurale 

suggèrent que la liaison des TCR γδ au CMH présentant MART-1 est moins centrée sur le 

peptide que l'interaction avec un TCR αβ spécifique de MART-1.  

Outre la reconnaissance classique du CMH, certains TCR γδ sont réactifs vis-à-vis du CMH de 

classe Ib146. Les molécules de présentation des antigènes lipidiques CD1c et CD1d sont parmi 

les exemples les mieux étudiés de ce groupe. Les TCR γδ humains reconnaissant les molécules 

CD1 sont Vδ1+ ou Vδ3+ et peuvent réagir à plusieurs phospho- et glycolipides présentés147,148. 

Cependant, le CD1d non chargé est également capable de se lier aux TCR γδ Vδ1+, bien qu'avec 

une affinité plus faible que s'il présente des lipides. D’autres études ont permis d’identifier 

l’annexine A2, une protéine exprimée par les cellules tumorales en réponse aux ROS, comme 

ligand des LT Vγ8Vδ3. L’annexine A2 agit donc comme un signal de stress cellulaire et induit 

une réponse immunitaire anti-tumorale149. L’EPCR (endothelial protein C receptor) est un 

autre ligand capable d’activer les LT γδ nonVδ2 et qui est exprimé par les cellules infectées au 

CMV et les cellules transformées. C’est une molécule CMH-like qui peut se lier et présenter 

des antigènes lipidiques comme le CD1d, cependant, la liaison aux LT γδ (particulièrement aux 

Vδ5) est indépendante de la présence d’un lipide. Plus récemment, Harly et al ont décrit le 

rôle de l’EphA2 (ephrine type-A receptor 2) en tant que ligand des Vδ1. L’EphA2 est surexprimé 

par les cellules cancéreuses suite aux changements métaboliques induits par l’activité de 

l’AMPK (AMP-activated protein kinase)127,150.  

L’activation des LT γδ (que ce soit les Vδ2pos ou les Vδ2neg) est également contrôlée par 

d’autres récepteurs que le TCR. 
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3.3  Autres récepteurs et voies d’activation des LT γδ 
 

3.4.1 Les récepteurs de type NK (NKR) 
 

Les LT γδ partagent de nombreuses caractéristiques avec les cellules NK, que ce soit leurs 

fonctions effectrices ou les récepteurs exprimés à leur surface. En effet, les LT Vδ2 et Vδ1 

expriment à leur surface des NKR151,152. Le principal NKR activateur exprimé par ces cellules 

est le NKG2D. Il se lie aux molécules de stress MICA, MICB et ULBPs, molécules surexprimées 

par les cellules infectées ou transformées. L’interaction de NKG2D avec l’un de ses ligands 

peut agir en tant que signal de co-stimulation à l’activation par le TCR et amplifier les fonctions 

effectrices des LT γδ (cytotoxicité directe et production de cytokines), mais il peut également 

agir seul et induire l’activation des LT γδ en absence d’engagement du TCR153. Ceci a 

notamment été démontré dans le mélanome pour les LT Vγ9Vδ2 et pour les leucémies 

lymphoïdes chroniques à cellules B pour les Vδ1. Les LT γδ peuvent également exprimer le 

complexe CD94/NKG2A, un NKR inhibiteur154. L’expression de CD94/NKG2A par les LT Vγ9Vδ2 

est associée à une diminution de l’expression du TCR, ainsi qu’à l’inhibition de la prolifération 

et des fonctions effectrices de ces cellules. Le ligand de NKG2A est le HLA-E, une molécule 

CMH de classe I non classique faiblement exprimée par les cellules tumorales au début de la 

tumorigenèse. Son expression est induite suite à l’exposition des cellules tumorales à l’IFN-γ 

produit par les NK, LT γδ et LTαβ. Les LT γδ (Vδ2 ou Vδ1) expriment également des récepteurs 

NKp, comme le NKp30 et le NKp44, qui vont reconnaître des molécules de la famille des B7 et 

le NKp44L respectivement exprimés à la surface des cellules tumorales155,156. 

Enfin, et bien que ce ne soient pas des récepteurs de type NK, les LT γδ partagent avec les NK 

l’expression du Fc-γ récepteurs III ou CD16, un récepteur impliqué dans l’ADCC un mécanisme 

de la réponse immunitaire anti-tumorale utilisé par les LT γδ (et sur lequel nous reviendrons 

plus tard dans cette introduction).  

 

3.4.2 Les Toll-like receptors (TLR) 
 

Les récepteurs TLR (Toll-like receptors) sont des récepteurs multiligands qui reconnaissent les 

ligands associés à la paroi cellulaire microbienne et d'autres motifs moléculaires associés aux 

agents pathogènes (PAMP), mais aussi les motifs moléculaires associés aux dommages 

(DAMP) comme la protéine B1 du groupe de haute mobilité (HMBG1). Les TLR sont exprimés 
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par certaines sous-populations de LT, parmi lesquelles on retrouve les LT γδ, et leur 

engagement permet de moduler leurs fonctions effectrices. La liaison des TLR1/2/6, 3 et 5 à 

leurs ligands, en combinaison / en parallèle de la stimulation du TCR γδ, permet d’augmenter 

la production de cytokines et de chimiokines par ces cellules in vitro. Les TLR peuvent 

également avoir des effets indirects sur l’activité des LT γδ. En effet, l’activation TLR-

dépendante des DC et des monocytes permet de favoriser la production de cytokines par les 

LT γδ. En outre, des études ont montré que l’engagement des TLR3 et 7 augmente la lyse des 

cellules tumorales par les LT γδ chez l’Homme, tandis que la liaison du TLR8 à son ligand abolit 

l'activité suppressive des LT Vδ1 infiltrant les tumeurs humaines. Les TLR semblent donc 

améliorer les réponses anti-tumorales des LT γδ et régulent également leurs fonctions 

immunosuppressives157. 
 

3.4.3 Les récepteurs aux cytokines 
 

Tout comme les LT CD4 helper présentent une forte plasticité, les LT γδ sont eux aussi très 

plastiques et présentent des fonctions différentes. Cette plasticité est en partie due ou régulée 

par les cytokines présentes dans leur environnement158. 

Plusieurs études ont montré qu’après une activation par les PAg, les LT Vγ9Vδ2 du sang 

favorisent une réponse immunitaire Th1-like caractérisée par une forte production de TNF-α 

et d'IFN-γ, ainsi que des réponses cytotoxiques (dégranulation par exemple)159. Cependant, in 

vitro, en fonction des cytokines présentes, les LT Vγ9Vδ2 activés peuvent être polarisés en 

cellules présentant des caractéristiques associées aux Th2, Th17, Tfh ou cellules Treg. En 

présence d’IL-2 et d’IL-12, les LT γδ sont polarisés en Th1-like. En présence d’IL-4, ce sont les 

LT γδ Th2-like qui sont favorisées160. L’IL-21 est impliquée dans la différenciation des LT 

Vγ9Vδ2 en Tfh-like et favorise également leurs fonctions anti-tumorales161 (augmentation de 

leur activité cytotoxique), cependant, des études de notre équipe ont montré que cette 

cytokine peut aussi induire le développement d’une sous-population de LT Vγ9Vδ2 présentant 

des propriétés régulatrices sur lesquelles nous reviendrons plus tard dans l’introduction162,163. 

Ainsi, en fonction des stimuli, des récepteurs engagés, et des cytokines présentent dans le 

microenvironnement tumoral, les LT γδ vont présenter des fonctions anti- ou pro-tumorale. 
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Figure 22 : Ligands et récepteurs activateurs des LT γδ. Ne sont pas présentés ici les TLR, NCR et 

récepteurs aux cytokines141. A gauche : Les ligands les mieux caractérisés pour le TCR humain Vγ9Vδ2 

sont les phosphoantigènes (pAgs), qui sont reconnus de manière dépendante de BTN2A1/BTN3A1. Un 

autre ligand du TCR est la F1-ATPase exprimée de manière ectopique avec l'apolipoprotéine A-I. Les 

anticorps utilisés à des fins thérapeutiques contre les antigènes tumoraux peuvent activer les LT γδ via 

le CD16.  A droite : présentation des ligands des LT γδ non Vδ2. Certains ligands pour des sous-

ensembles spécifiques de LT γδ non-Vδ2 humaines ont été identifiés tels que le récepteur de la 

protéine C endothéliale (EPCR) présentes sur les cellules infectées par le CMV et les cellules tumorales 

intestinales, l'Annexin A2 (Anx A2), MICA et les lipides liés au CD1d. Les molécules MICA/B et ULBP 

sont des ligands pour le récepteur NKG2D activateur exprimé sur les LT Vδ2 et non Vδ2. En plus de 

NKG2D, d'autres récepteurs NK (NKp30, Nkp44, NKp46) peuvent aussi être exprimés. 

 

3.4  Implication des LT γδ dans la réponse immunitaire aux tumeurs 
 

3.4.1 Rôle anti-tumoral des LT γδ 
 

Les observations cliniques du rôle anti-tumoral des LT γδ chez l’Homme ont été démontrées 

par de nombreuses équipes en employant différentes méthodes (analyses in silico, 

immunohistochimie, …). En particulier, l’analyse du transcriptome de 18000 échantillons 

tumoraux de 39 types de cancers différents par Gentles et al81 a permis l’identification des LT 

γδ comme marqueur de bon pronostic dans ces pathologies. Ils seraient même le facteur 
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pronostic le plus favorable parmi les 22 populations immunitaires étudiées. Cependant, leur 

approche présentait des limites surlignées par la suite par une autre équipe : elle ne 

permettait pas de différencier correctement les LT γδ des LT CD8 et des NK. Tosolini et al164 

ont amélioré l'identification informatique CIBERSORT des LT Vγ9Vδ2 infiltrant les tumeurs, 

révélant une plus grande variabilité interindividuelle et inter-cancer, mais validant tout de 

même les observations de Gentles et al dans certains cancers solides et hématologiques. 

Suite à leur activation (TCR dépendante ou non), les LT γδ peuvent participer à la réponse anti-

tumorale directement grâce à leurs activités cytotoxiques, ou indirectement en modulant les 

réponses d’autres acteurs de l’immunité. 

a. Les LT γδ peuvent lyser directement les cellules tumorales 

Les LT γδ partagent les mêmes fonctions cytotoxiques que les NK et les LT CD8 CTL, ils 

possèdent des granules lytiques contenant des perforines, granzyme et de la granulysine. Ces 

activités cytotoxiques ont d’abord été identifiées dans le cadre de réponses anti-infectieuses 

(bactériennes, parasitaire ou virale) avant d’être ensuite transposées aux réponses anti-

cancéreuses. En utilisant des modèles d’infections animaux ou in vitro pour l’Homme, diverses 

études ont révélé un rôle protecteur des LT γδ dans la réaction immunitaire de l'hôte. Ils 

présentent une activité cytotoxique accrue, avec notamment la libération de granzymes et 

une expression accrue de FAS-L, entrainant l’élimination des cellules cibles. Ils participent 

également à la modulation de la réponse immunitaire en produisant certaines cytokines152,165–

167. 

Suite à la reconnaissance de la cellule tumorale et à leur activation, les LT γδ libèrent leurs 

granules lytiques conduisant à l’apoptose caspase-dépendante des cellules cibles. L'utilisation 

d’un inhibiteur de la perforine et du granzyme B réduit considérablement la capacité des LT 

Vγ9Vδ2 à lyser les cellules du cancer du sein in vitro168. De plus, chez des patients atteints de 

carcinome rénal, les LT Vγ9Vδ2 activés montrent une forte cytotoxicité dirigée contre les 

cellules tumorales autologues médiée par la dégranulation169. 

L’élimination des cellules tumorales par les LT γδ peut aussi être médiée par les récepteurs de 

morts : Fas-L et TRAIL. Fas-L est exprimé sur les LT γδ et peut se lier à Fas, exprimé sur les 

cellules tumorales. Ceci entraîne la liaison du domaine intracellulaire de Fas, le death effector 

domaine ou DED, à la protéine FADD (Fas-associated dead domain), ce qui entraîne l’activation 



70 
 

des caspases et l'apoptose des cellules cibles. Comme Fas/FasL, TRAIL active également les 

caspases par l'intermédiaire de FADD et entraîne l'apoptose des cellules cibles170.  

Comme les LT Vγ9Vδ2, les LT Vδ1 expriment ces différentes molécules (perforine-granzyme B, 

de Fas/FasL et de TRAIL) déclenchant la mort des cellules cibles. Chez les patients atteints de 

mélanome par exemple, les LT Vδ1 peuvent sécréter de la perforine. Les LT Vδ1 produisant du 

granzyme B ou exprimant TRAIL présentent une forte cytotoxicité dirigée contre les cellules 

de leucémie lymphoïde chronique (chronic lymphocytic leukemia  ou CLL)171,172.  

b. L’activité d’ADCC des LT γδ 

Comme mentionné plus haut, les LT γδ peuvent également exprimer le CD16 à leur surface. 

Ils peuvent donc exercer leur fonction cytotoxique via un mécanisme d’ADCC. Les anticorps 

anti-tumoraux produits par les plasmocytes ou les anticorps monoclonaux thérapeutiques se 

lient à l’antigène tumoral par le Fab et au CD16 présent sur les LT γδ par le Fc. Ceci induit leur 

activation, ainsi que la libération du contenu des granules lytiques et l’élimination des cellules 

tumorales. Chez des patients atteints de CLL et de cancer du sein, la cytotoxicité des LT γδ est 

augmentée par un traitement avec des anticorps monoclonaux comme le rituximab ou le 

trastuzumab, dirigés respectivement contre le CD20 et récepteur 2 du facteur de croissance 

épidermique humain (HER2)173.  

c. Les LT γδ présentent des fonctions de CPA 

En plus de partager des caractéristiques communes avec les cellules NK et les LT 

conventionnels, les LT γδ présentent des fonctions similaires à celles des cellules 

présentatrices d'antigènes. En effet, les LT Vγ9Vδ2 sont capables de répondre aux signaux 

provenant de microorganismes et de tumeurs et d'activer des LT CD4 et LT CD8. Ces LT « γδ-

APC » présentent une surexpression de molécules de CMH de classe I et II, ainsi qu’une 

surexpression des molécules de co-stimulation CD40 et CD80/86. Ils expriment également les 

récepteurs d’adressage aux ganglions lymphatiques (homing receptors), ce qui leur confère 

les mêmes capacités de migration que les DC. De plus, les γδ-APC été décrits pour présenter 

de manière croisée des antigènes aux LT CD8+174–176.   

Dans un contexte tumoral, les LT Vγ9Vδ2 cultivés en présence de cellules tumorales lysées 

présentent une augmentation d’expression de CD40, CD80/86 et des molécules de CMH de 

classe I et II. Ceux-ci sont donc capables de présenter les antigènes captés aux LT αβ. La 
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capture des antigènes tumoraux par les LT γδ se fait, entre autres, par phagocytose. D’autres 

auteurs (Himoudi et al) ont montré que l’acquisition de ces fonctions CPA passe par le CD16177. 

En effet, il semblerait que l’interaction entre les LT γδ et les cellules tumorales via le CD16 

favorise l’absorption des antigènes tumoraux par les LT γδ. Ce mécanisme est appelé 

« licensing ». De façon intéressante, ceux-ci sont tout de même capables d’effectuer l’ADCC.  

Enfin, Brandes et al ont montré que la présentation antigénique par les LT γδ induit l’activation 

et prolifération des LT CD4 et LT CD8 naïfs à un degré équivalent à celui des DC174,176.  

d. Les LT γδ favorisent les fonctions anti-tumorales d’autres acteurs de 

l’immunité 

En plus d’exercer des fonctions de cellules présentatrices d’antigènes, les LT γδ sont 

également capables de favoriser la maturation des cellules dendritiques178. En effet, des DC 

cultivées en présence de LT Vγ9Vδ2 expriment plus de molécules de co-stimulations et des 

molécules de CMH classiques, une meilleure capacité de présentation antigénique et activent 

efficacement les LT naïfs. Ces DC produisent également plus de cytokines impliquées dans la 

différenciation des LT CD4 en Th1178,179. Une autre étude montre que les LT Vγ9Vδ2 favorisent 

aussi les fonctions présentatrices d’antigènes des lymphocytes B, en induisant l’expression du 

CMH et des molécules de co-stimulation (CD80/86 et CD40) par les LB180. L’IFN-γ et le TNF-α 

produits par les LT γδ participent à la différenciation des monocytes en DC inflammatoires179. 

Les LT δ1 peuvent également participer à la maturation des DC, mais cette maturation est 

dépendante de l’interaction entre le TCR Vδ1 et le CD1c exprimé par les DC, ainsi que de la 

présence de TNF-α181. Les DC matures induites sont capables de produire de l’IL-12 et de 

présenter efficacement les antigènes aux LT αβ. 

Les LT γδ permettent également l'activation des cellules NK. Maniar et al182 ont montré que 

des LT Vγ9Vδ2 activés par l'IPP et mis en co-culture avec des NK augmentent la cytotoxicité 

des NK contre des tumeurs précédemment résistantes à la cytolyse. Cette activation se fait 

par le biais d'interactions co-stimulatrices notamment entre le CD137L, exprimé par les LT γδ 

activés, et le CD137 exprimé par les NK. L’interaction CD137/CD137L augmente l'expression 

du récepteur activateur NKG2D par les NK permettant donc leur activation et la promotion de 

leur activité cytotoxique à l'encontre des cellules tumorales. 

Enfin, il a également été montré que les LT γδ, via une activité Tfh-like, sont capables de 

moduler l’activité des LB et de favoriser leur activation et la sécrétion d’anticorps. Ils sont 
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également impliqués dans la formation de centres germinatifs, lieu de sélection et de 

maturation des LB183.  

e. Sécrétion de cytokines 

Les LT γδ participent aussi à la réponse immunitaire anti-tumorale via la production de 

diverses cytokines. Ils sont une source précoce et importante d’IFN-γ et de TNFα dans de 

nombreuses pathologies. Cette production de cytokines est induite suite à la stimulation des 

LT γδ par leur TCR, les Rc NK ou à la présence de cytokines comme IL-12 ou IL-15. L'IFN-γ et le 

TNF-α sont des cytokines jouant un rôle important dans la réponse immunitaire anti-tumorale 

en inhibant par exemple la croissance tumorale, en renforçant les fonctions des autres acteurs 

de l'immunité anti-tumorale et en induisant l'inhibition de l'angiogenèse. Les LT γδ peuvent 

également produire des chimiokines, comme le CCL2 et le CCL8, qui permettront le 

recrutement de monocytes et autres cellules de l’immunité.  

 

Figure 23 : Résumé des différentes activités anti-tumorales des LT γδ184. Suite à leur activation, 

les LT γδ vont produire des cytokines pro-inflammatoires, tel que l'IFN-γ et le TNF, participant ainsi à 

la modulation de la réponse immunitaire en activant l'immunité anti-tumorale et/ou en induisant 
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l’expression des molécules du CMH à la surface des cellules tumorales. La production de molécules 

cytotoxiques telles que les granzymes et la perforine par les LT γδ va permettre la lyse directe des 

cellules tumorales. En plus de ces activités, l’ADCC, l’interaction de FAS-FASL et TRAIL peuvent 

également déclencher une cytotoxicité directe contre les cellules tumorales. Enfin, les LT γδ peuvent 

induire la production d’IgE par les LB, qui ont un effet anti-tumoral. 

 

3.4.2 Utilisation des LT γδ en immunothérapie 
 

Bien que les sous populations Vδ1, Vδ2 et Vδ3 présentent une forte réactivité contre les 

cellules tumorales, les immunothérapies basées sur les LT γδ ciblent principalement les Vδ2 

puisqu’elles sont facilement isolables à partir du sang de donneurs sains ou de patients, et 

spécifiquement activables par des phosphoantigènes synthétiques de grade clinique comme 

le BrHPP (Phosphostim), ou par des aminobisphosphonates (ABP), comme le Zolédronate ou 

le Pamidronate, dont l’utilisation est déjà approuvée en clinique pour d’autres pathologies 

(inhibition de la résorption osseuse provoquée par l’ostéoporose). 

Les premiers essais cliniques (table 1), réalisés à partir de 2003, ont testé soit l’activation de 

LT γδ in vivo en injectant aux patients des ABP ou des PAgs synthétiques en présence ou non 

d’IL-2, soit l’expansion de LT γδ autologues ex vivo par ces mêmes molécules, puis leur 

réinjection (transfert adoptif) aux patients. Globalement, les essais réalisés sur des patients 

présentant des myélomes multiples, lymphomes non-Hodgkinien, cancer de la prostate, 

cancer du sein, carcinome rénal et autres, montrent que, bien qu’il y ait quelques effets 

indésirables dus à l’IL-2 ou à l’ABP/PAg utilisé (érythème ou symptômes grippaux), le 

traitement reste bien toléré, et ce quel que soit le mode d’activation des LT γδ (in vivo ou ex 

vivo).  Cependant, la majeure partie des essais ont résulté en une réponse seulement partielle 

des patients aux traitements. Bien que les LT γδ prolifèrent chez certains patients en 

périphérie et montrent une cytotoxicité accrue (expression augmentée de TRAIL et perforine, 

ainsi que production d’IFN-γ), seuls 10 à 30% des patients répondent positivement, avec soit 

une réponse partielle au traitement, soit une stabilisation de la pathologie185–188.   

Les avancées technologiques réalisées ces dernières années, ainsi que la meilleure 

compréhension des fonctions et des modes d’activation des LT γδ (Vγ9Vδ2 ou Vδ1) ont créé 

un regain d’intérêt pour leur utilisation en immunothérapie anti-cancéreuse. Plusieurs essais 
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cliniques basés sur différentes stratégies développées dans la suite de ce manuscrit, sont en 

cours d’étude (table 2). 

a. Transfert adoptif de LT γδ allogéniques 

La particularité des LT γδ à reconnaitre les cellules cibles indépendamment de la présentation 

de l'antigène par les molécules de CMH suggère que le transfert adoptif de LT γδ dérivés de 

donneurs allogéniques pourrait être utilisé, puisqu’il y’aurait un faible risque de développer 

une réaction du greffon contre l'hôte (GvHD). De ce fait, de nombreuses stratégies explorent 

l'utilisation de perfusion de LT γδ allogéniques amplifiés ex vivo. Dans une étude pilote faite 

en 2014 sur quatre patients atteints d’hémopathies malignes avancées et réfractaires aux 

traitements classiques, Wilhelm et al189 ont sélectionné des donneurs HLA-haploidentiques 

(présentant 50% de correspondance HLA) faisant parti de la famille de ces patients. Après 

déplétion des lymphocytes, les patients ont reçu une injection de LT Vγ9Vδ2 pures à 99% avec 

du zolédronate à J-0, suivi d’injections répétées d’IL-2. Aucun patient n’a déclaré de GvHD, et 

tous ont vu le taux de LT Vγ9Vδ2 augmenter (68 fois plus de cellules comparé à l’injection 

initiale) et persister pendant 28 jours dans l’organisme.  

Des études plus récentes (2019 et 2020) ont montré que l’utilisation de LT γδ issus de 

donneurs non apparentés n’altère ni la sureté, ni l’efficacité de la thérapie par LT γδ 

allogéniques. Une étude de cas réalisée sur un patient atteint de cholangiocarcinome recevant 

8 injections de LT γδ amplifiés ex vivo à partir d’un donneur sain n’a montré aucun effet 

indésirable chez ce patient. De plus, une réduction de la taille de la tumeur ainsi qu’une 

amélioration de la qualité de vie du patient a été observée. Ces études montrent que les 

patients recevant une perfusion de LT Vγ9Vδ2 ont une meilleure survie globale que les 

patients témoins, et l’injection répétée des LT Vγ9Vδ2 donne de meilleurs résultats que les 

injections uniques190,191.  

L’utilisation de LT nonVδ2 est une autre approche actuellement étudiée. Almeida et al ont 

proposé en 2016 un protocole permettant l’amplification en 3 semaines de LT Vδ1 et leur 

utilisation192. Les LT γδ de donneurs sains ou de patients atteints de CLL sont stimulés par un 

anti-CD3 et mis en présence d’un cocktail de cytokines spécifique (IL-4, IFN-γ, IL-21, et IL1-β). 

Cette activation conduit à l’amplification des LT γδ (2000 fois plus de cellules après 3 semaines 

de culture) ainsi qu’à un enrichissement des LT Vδ1 (représentant 60 à 80% des LT γδ 

amplifiés). Plus intéressant encore, ces LT Vδ1 présentent de fortes activités cytotoxiques, 
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produisent de l’IFN-γ et du TNF-α, et régulent positivement l’expression de NKp30 et NKp44, 

deux récepteurs activant les LT Vδ1. Ce protocole de génération des DOT (Vδ1 T cells) est en 

cours d’essai clinique de phase I chez des patients atteints de leucémie myéloïdes aigues 

(AML)192. 
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Table 1 : Liste non-exhaustive des premiers essais cliniques utilisant les LT γδ 
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Les approches futures seront donc basées sur des LT γδ allogéniques dérivés de donneurs sains 

qui peuvent être utilisés directement (non modifiés) ou alors être modifiées (production de 

CAR-γδ et autres). 

b. CAR-γδ T 

Les CAR sont des récepteurs chimériques constitués de plusieurs modules distincts : un 

module extracellulaire qui se lie spécifiquement à la cellule tumorale, un module d’ancrage 

transmembranaire ; et un ou plusieurs modules intracellulaires qui sont impliqués dans la 

signalisation lymphocytaire T (CD3ζ en combinaison avec des domaines de molécules co-

stimulatrices comme le CD28, ou ICOS par exemple)193. 

Ces dernières années, la thérapie par cellules CAR-T a fait l'objet de nombreuses études 

cliniques, principalement axées sur les lymphocytes T αβ et ont montré des taux de rémission 

encourageants chez des patients réfractaires aux traitements standards. Cependant, la 

thérapie par CAR-T présentent certains inconvénients, avec notamment une forte toxicité 

chez les patients, et peu, voir aucun effet dans le cas des tumeurs solides. L’utilisation des LT 

γδ comme CAR-T pourraient pallier certains de ces inconvénients. 

Plusieurs études précliniques utilisant des LT Vγ9Vδ2 modifiés avec des CAR basés sur le CD19 

ou le domaine extracellulaire de NKG2D par exemple montrent que ces CAR-Tγδ sont capables 

de lyser les cellules tumorales in vitro. Le transfert de ces CAR-Tγδ à des souris xénogreffées 

avec de leucémies à cellules B (CD19 CAR-Tγδ) ou de tumeurs colorectales ou ovariennes 

(NKG2D CAR-Tγδ) montrent que ceux-ci induisent la régression des tumeurs, ainsi qu’une 

meilleure survie des souris. En 2020 Rozenbaum et al194 ont même montré que l’utilisation 

combinée d’aminobisphosphonates et de CAR-Tγδ permet d’accroître significativement 

l’activité cytotoxique des CAR-Tγδ. De plus, Les CAR-Tγδ conservent in vitro leur capacité à 

présenter les antigènes tumoraux aux LT αβ, ce qui pourrait prolonger l'efficacité anti-

tumorale déclenchée par ces cellules. 

Un essai clinique de phase I visant à évaluer la sureté et l'efficacité des CD19 CAR-Tγδ pour le 

traitement de lymphomes et de leucémies a été mené par Beijing Doing Biomedical. Un autre 

essai clinique de phase I réalisé par CytoMed Therapeutics a évalué la sureté et la tolérabilité 

des NKG2D CAR-Tγδ chez des patients atteints de tumeurs solides réfractaires à tout 

traitement ou ayant rechutés (cancer colorectal, le cancer du sein triple négatif, sarcome, 
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cancer nasopharyngé, cancer de la prostate et cancer gastrique). Bien que les deux études 

soient terminées, aucun rapport officiel sur leurs résultats n'a été publié pour l’instant. Pour 

les mêmes raisons qu’énoncées précédemment (abondance dans le sang et activation 

spécifique), les recherches sur les CAR-Tγδ ont principalement été réalisées sur les LT 

Vγ9Vδ2195.  

Makkouk et al196 ont développé le premier modèle de CAR-T utilisant des LT Vδ1 à partir de 

PBMC de donneurs sains négatifs au CMV (virus pour lequel Vδ1 répondent particulièrement). 

Les Vδ1 sont génétiquement modifiées pour exprimer le 4-1BB/CD3zeta CAR ciblant le 

glypican-3 (GPC-3), un antigène surexprimé par différentes tumeurs solides, et en particulier 

par les carcinomes hépatocellulaires (cancer du foie). La construction génique du CAR code 

également pour de l’IL-15 soluble, cytokine impliquée dans la réponse anti-tumorale des 

lymphocytes T. L’utilisation de ces cellules dans un modèle préclinique de cancer du foie a 

permis d’observer une accumulation de ces GPC-3 CAR-Tδ1 au site tumoral, ainsi qu’un 

contrôle de la croissance de la tumeur chez les souris. 

Dans une autre étude clinique de phase I, des CD20 CAR-Tδ1 (appelés ADI-001) ont été testés 

et des résultats intermédiaires obtenus chez 4 patients évaluables ont été communiqués. Trois 

des patients ont reçu de faibles doses d’ADI-001 (30 millions de cellules). Parmi ceux-ci, deux 

présentent une rémission partielle ou complète de la pathologie, alors que le dernier patient 

présente à l’inverse une progression de la pathologie. Le quatrième patient de l’étude a reçu 

une forte dose d’ADI-001 (100 millions de cellules) et est complétement guéri. Les résultats 

sont très encourageants, mais il faudra attendre la fin de l’essai pour avoir une meilleure vue 

sur l’efficacité des CD20 CAR-Tδ1197. 

c. Anticorps ciblant les LT γδ 

L’anticorps ICT01, développé par Imcheck, est une IgG1 humanisée qui se lie aux 3 isoformes 

de BTN3A et permet d’activer les LT Vγ9Vδ2198. Cet anticorps présente la particularité d’avoir 

une fraction Fc qualifiée de « silencieuse », c’est-à-dire que l’anticorps n’induira pas d’ADCC 

ou de CDC, limitant les effets adverses des thérapies utilisant des Ac monoclonaux (à savoir la 

possibilité d’induire un orage cytokinique). Cependant, cette approche n'est pas spécifique de 

la tumeur car BTN3A est exprimé par divers types cellulaires. Néanmoins les résultats 

précliniques et les premiers essais cliniques réalisés avec l’Ac ICT01 sont encourageants. Le 

traitement par ICT01 de souris présentant une AML humaine induit une forte activation des 
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LT Vγ9Vδ2 injectés et un retard de la croissance des cellules tumorales. EVICTION est un essai 

clinique de phase I/IIa qui teste actuellement l’effet d'ICT01 sur cancers solides et 

hématologiques récidivants/réfractaires en monothérapie ou en combinaison avec le 

pembrolizumab (anti-PD-1). Les résultats préliminaires sont encourageants et montrent une 

forte activation et infiltration des LT Vγ9Vδ2 dans le mélanome. Également, une stabilisation 

de la pathologie est observée chez 31% des patients traités en monothérapie et chez 62% des 

patients traités par la combinaison thérapeutique198. 

Une autre approche consiste en l’utilisation et le développement d’anticorps bispécifiques 

ciblant les LT γδ et une cible tumorale. Un anticorps bispécifique liant la chaîne Vγ9 et 

l'antigène tumoral HER2 a prouvé son efficacité in vitro et in vivo dans des modèles de cancers 

pancréatiques199 et cancer ovarien200. La cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 induite par l’Ac 

bispécifique est supérieure à celle induite par les PAgs ou un bispécifique ciblant le CD3 et 

HER-2. Une autre étude rapporte l’efficacité d’un anticorps bispécifique Vγ9/CD123 dans les 

leucémies myéloïdes aiguës. CD123 est la chaîne α du récepteur à l’IL-3 et son expression est 

fortement augmentée dans divers cancers hématologiques. Cet anticorps bispécifique stimule 

les LT Vγ9+, et la production d’IL-6 et d’IL-10 associée aux orages de cytokines (délétère pour 

le patient) est plus faible comparée à l’utilisation d’un Ac CD3/CD123195.  

d. Autres stratégies 

Les efforts déployés pour optimiser les immunothérapies à base de LT γδ ont permis le 

développement de nouvelles approches permettant de complémenter les propriétés des LT 

γδ et d’augmenter l'efficacité anti-tumorale de ces cellules. L'une de ces approches consiste à 

exploiter la reconnaissance spécifique des tumeurs par le TCR Vγ9Vδ2 en induisant la 

surexpression de ce TCR par les LT αβ et d’utiliser les fonctions anti-tumorales des LT. Ces 

cellules modifiées, aussi appelées TEGs (T cells engineered with defined γδ TCR) possèdent les 

propriétés de prolifération et de survie des LT αβ, ainsi que les capacités de reconnaissance 

des BTN exprimés par les cellules tumorales. Un essai clinique de phase I est d’ailleurs en cours 

avec pour but l’évaluation du TEG001201 chez des patients atteints de cancers à cellules B 

réfractaires à tout autre traitement. 

La génération de cellules souches pluripotentes induites (iPSCs) présentant des 

réarrangements des régions génétiques des chaînes γ et δ du TCR (γδT-iPSCs) est une autre 

approche développée par quelques équipes. Le but de cette manœuvre est de surmonter les 
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problèmes d’anergie ou d’exhaustion des LT Vγ9Vδ2 rencontrés lors du transfert adoptif de 

LT Vγ9Vδ2 préalablement amplifiés, en se basant sur les capacités prolifératives illimitées des 

iPSCs. Bien qu’ayant obtenu des γδT-iPSCs, Watanbe et al202 n’ont pas étudié le potentiel de 

ces cellules à générer des LT γδ fonctionnels. Des études fonctionnelles sont donc nécessaires 

pour évaluer les fonctions anti-tumorales des LT γδ générés à partir de ces clones d'iPSC.  
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Table 2 : Liste non-exhaustive des essais cliniques actuels utilisant les LT 

γδ 
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3.4.3 Rôle pro-tumoral des LT γδ 
 

Bien que présentant de puissantes fonctions anti-tumorales, la première utilisation des LT γδ 

en thérapie n’a donné que peu de réponse. Plusieurs raisons pourraient expliquer cette faible 

réponse : soit il n’y a pas eu prolifération des LT γδ suite à la stimulation par les PAgs ou ABP, 

soit ces cellules sont rapidement entrées en exhaustion après injection chez le patient. Une 

autre hypothèse de la non ou faible réponse à ces thérapies serait l’existence de sous-

populations de LT γδ régulatrices qui seraient activées à la place des effecteurs. Cette 

hypothèse est d’autant plus plausible que l’on sait que les LT γδ sont des cellules plastiques 

qui peuvent présenter des activités variables selon les signaux présents dans le 

microenvironnement158. 

En accord avec cette hypothèse, les données générées par CIBERSORT par Tossolini et al 

montrent que la présence de LT γδ n’est pas toujours associée à un bon pronostic dans les 

cancers164. D’autres études ont également montré que la présence de LT γδ dans le 

microenvironnement tumoral (MET) pouvait être associée à un mauvais pronostic notamment 

dans le cancer du sein203,204, du côlon205 et du pancréas206, suggérant que les LT γδ peuvent 

également présenter des activités pro-tumorales. 

Une forte infiltration en LT Vδ1 dans le cancer du sein est associée à des fonctions 

immunosuppressives, avec notamment l’inhibition de la prolifération des LT et une baisse de 

la maturation des DC207. Dans le cancer du côlon, l’activité pro-tumorale des LT γδ se traduit 

par la production d’IL-17 et d’IL-8205. L’IL-17 participe à la mise en place d’une inflammation 

dans le MET et favorise la tumorigenèse dans ce type de cancer ; et l’IL-8 favorise quant à elle 

le recrutement de populations myéloïdes immunosuppressives qui vont inhiber les autres 

acteurs de la réponse anti-tumorale. Dans le cancer du pancréas murin, Daley et al ont 

constaté que les T γδ infiltrant la tumeur régulent à la hausse l'expression de CD39 et 

favorisent la progression tumorale en limitant l'activation des LT αβ206. CD39 étant une 

enzyme impliquée dans la voie de production de l’adénosine, on peut supposer que c’est via 

cette molécule immunosuppressive que se fait l’inhibition des fonctions des LT effecteurs. Des 

LT γδ régulateurs exprimant le CD39 sont également retrouvés dans les cancers colorectaux 

humains et produisent de grandes quantités d’adénosine208. Outre le cancer du sein, du 
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pancréas et le cancer colorectal, plusieurs études ont montré un rôle potentiellement délétère 

des LT γδ dans les cancers des ovaires, de la vésicule biliaire et du rein209,210.  

Il est évident que le contexte tumoral favorise le recrutement et/ou l’amplification de sous-

populations pro-tumorales via notamment l’environnement cytokinique et/ou chimiokinique.  

Reste à savoir maintenant si les LT γδ présentant des fonctions pro-tumorales dérivent de 

sous-populations préexistantes amplifiées dans le MET sous l’action des cytokines, ou si elles 

se différencient/re-polarisent à partir des cellules déjà présentes dans le MET (capacité de 

plasticité des LT γδ).  

a. Polarisation des LT γδ en cellules immunosuppressives 

Plusieurs études ex vivo/in vitro ont montré que la combinaison d’un signal d’activation via le 

TCR en présence de cytokines peut induire une polarisation différente des LT γδ naïfs et 

notamment les orienter vers un profil immunosuppresseur ou régulateur. En effet, le TGF-β 

et l'IL-21 favorisent l'acquisition de propriétés pro-tumorales de certaines sous-populations 

de LT γδ chez l’Homme et la souris. Des combinaisons spécifiques de cytokines peuvent 

polariser les LT γδ en cellules de type Th17 avec des effets pro-tumoraux. 

LT γδ Foxp3+ : L’activation de LT Vγ9Vδ2 en présence d’IL-2 et de TGF-β induit l’expression de 

FOXP3 par ces cellules211,212. Les LT γδ FOXP3+ sont capables, comme les Treg classiques, 

d’inhiber la prolifération de LTαβ activés. Une autre équipe a montré qu’une stimulation TCR 

dépendante des LT Vδ1 en présence d’IL-2 et de TGF-β permet également la polarisation de 

ces cellules vers un phénotype immunosuppressif213. Ces cellules expriment FOXP3 et peuvent 

également inhiber la prolifération et les fonctions des LT αβ. Dans le cancer colorectal humain, 

les LT γδ CD39+ infiltrant les tumeurs expriment FOXP3 et sont décrits comme des LT 

régulateurs. Ce phénotype régulateur dépend de l'adénosine. Les LT γδ CD39+ des tissus 

normaux incubés avec le surnageant de la tumeur acquièrent de puissantes capacités de 

suppression grâce à une production accrue d'adénosine208. Le développement ou la 

polarisation des LT γδ en LT γδ FOXP3+ régulateurs est due à la présence de TGF-β dans les 

surnageant tumoraux. Cette polarisation induite par le TGF-β a été également été démontrée 

dans des modèles de cancer de colon chez la souris. 

LT γδ Th17-like : La présence d’une combinaison d’IL-1β, d’IL-6, d’IL-23, et de TGF-β favorise 

la polarisation des LT γδ en Th17-like (LT γδ Th17)214. Comme les LT Th17 conventionnels, ces 



84 
 

LT γδ présentent des fonctions pro-tumorales. D’autres études ont pu montrer que l'IL-7 

favorise fortement la polarisation et la prolifération des LT γδ Th17215. Les LT γδ peuvent 

également présenter dans certains cas un phénotype mixte Th1/Th17, et produire à la fois de 

l’IFN-γ et de l’IL-17. Wu et al ont été les premiers à démontrer le rôle pro-tumoral des LT γδ 

producteurs d'IL-17 dans le cancer colorectal humain205. La différenciation et l'activation des 

LT γδ Th17 sont déclenchées par l'IL-23 produite par les DCs activées présentes sur le site 

tumoral. Les LT γδ Th17 infiltrant les tumeurs produisent, en plus de l’IL-17, de l'IL-8 qui 

participe aussi à la progression tumorale par son rôle dans l'angiogenèse et dans le 

recrutement des MDSC. Ces MDSCs contribuent à établir un microenvironnement 

immunosuppressif favorisant ainsi le développement de la tumeur. De plus, une corrélation 

positive entre les LT γδ Th17 infiltrants les tumeurs et le stade TNM (taille de la tumeur, 

invasion lymphatique et métastases) renforce l’idée selon laquelle les LT γδ Th17 sont des 

cellules à activités pro-tumorales. Des études menées chez des patients atteints de cancer de 

la vésicule biliaire ont montré une augmentation de LT γδ Th17 dans le sang des patients et 

leur présence au sein de la tumeur210. L’implication des LT γδ Th17 dans la promotion de 

l'angiogenèse a également été démontrée : ils induisent la production de VEGF par les cellules 

tumorales qui favorise la progression tumorale. Enfin, la présence de LT γδ Th17 dans le sang 

des patients est associée à une mauvaise survie par rapport aux patients ayant peu ou pas de 

LT γδ Th17. Dans un modèle de cancer du sein, il a été rapporté que les LT γδ Th17 augmentent 

l’infiltration des neutrophiles suite à l’induction de la production du G-CSF. Ces neutrophiles 

vont ensuite inhiber les réponses des LT CD8 CTL et favoriser la propagation des métastases203. 

Les LT γδ Th17 favorisent donc la progression tumorale en participant à la mise en place d’un 

MET immunosuppressif (recrutement de MDSC) et en favorisant l’angiogenèse et le 

développement de métastases. 

LT γδ CD73+ : L'IL-21 est une cytokine immunomodulatrice produite par les LT CD4 et les 

cellules NK73. Dans sa forme mature, l'IL-21 est une protéine de 162 acides aminés (aa) et qui 

agit par l'intermédiaire de trois voies de signalisation différentes : la voie Janus kinase-signal 

transducers and activator of transcription (JAK-STAT), la voie phosphoinositide-3-kinase 

(PI3K)-sérine/thréonine kinase (AKT) et la voie de la protéine kinase activée par des agents 

mitogènes (MAPK). STAT3 est le principal contributeur aux effets biologiques de l'IL-21. L'IL-

21R est exprimé par différents types de cellules immunitaires, telles que les LT, les LB, les 
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cellules NK, les cellules NKT, les cellules dendritiques, ainsi que les cellules non immunitaires 

(cellules épithéliales de l'intestin). Par conséquent, l'IL-21 a des effets pléiotropiques et 

impacte les fonctions de nombreux types cellulaires dans la TME. Elle va par exemple induire 

la différenciation des LT γδ en LT auxiliaires folliculaires (Tfh-like) qui vont activer et induire la 

maturation des LB. Elle renforce également les effets cytotoxiques des NK, des LT γδ et de LT 

CD8, en augmentant la production de perforine et de granzyme ainsi que la production de 

cytokines et favoriser aussi les mécanismes d’ADCC des cellules NK et des LT γδ. Le rôle de l’IL-

21 dans le microenvironnement tumoral a été détaillé dans un chapitre de livre publié en 2020 

dont je suis premier auteur (annexe 173).  

Bien qu’ayant initialement été décrite comme une cytokine favorisant les fonctions 

cytotoxiques des LT γδ161, mon équipe d’accueil a montré que l’IL-21 participe aussi au 

développement de sous-populations de LT γδ avec des fonctions suppressives162. 

Figure 24 : Polarisation des LT γδ en cellules immunosuppressives. Les cytokines présentes dans 

le microenvironnement tumoral induisent la différenciation des LT γδ en cellules pro-tumorales : (A) 

LT γδ de type Th17 (Th17 γδ), (B) LT FOXP3+γδ (FOXP3+γδ), (C) LT γδ productrices d'IL-10 (IL-10+ γδ), 

et (D) cLT γδ régulatrices qui expriment CD39 et/ou CD73 (Supp γδ). 

 

En effet, mon équipe a isolé et identifié à partir de LT Vγ9Vδ2 du sang de donneurs sains 

activés puis amplifiés en présence d’IL-21, une sous-population qui présente des fonctions 

régulatrices. Cette sous-population exprime l’ectonucléotidase CD73, une enzyme impliquée 

dans la voie de synthèse de l’adénosine. Les LT Vγ9Vδ2 CD73+ produisent de l’adénosine ainsi 

que de l’IL-10, deux molécules aux fortes propriétés immunosuppressives. Cette population 

de LT Vγ9Vδ2 est capable d’inhiber la prolifération des LTαβ et la maturation des DC ainsi que 
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leur capacité à activer les lymphocytes T naïfs. Il est important de noter que l’IL-21 est 

retrouvée dans l’environnement de diverses tumeurs solides (sein, côlon, ovaire) et que son 

implication dans la tumorigenèse colique a clairement été démontrée. Sa présence dans 

l’environnement tumoral pourrait donc favoriser le recrutement et/ou l’amplification de 

populations de LT γδ suppressives caractérisées par l’expression de CD73162. 

b. Fonctions immunosuppressives des LT γδ 

Comme décrit précédemment, les fonctions immunosuppressives des LT γδ impliquent la 

production d’adénosine et/ou la production d’IL-10. Quelques études ont aussi décrit 

l’intervention d’autres molécules dans les fonctions immunosuppressives des LT γδ, 

notamment le TGF-β. L’expression de TGF-β est étroitement régulée, notamment au niveau 

post-traductionnel. Pour être active, la partie mature de la protéine doit être libérée du 

peptide latent (LAP) par interaction avec l'intégrine αvβ6 ou αvβ8, les principaux partenaires 

activateurs du TGF-β216. In vitro, le niveau d'ARNm du TGF-β et l'expression de surface de LAP 

sont augmentés dans les LT Vδ1 isolés à partir de PBMCs et activés par une combinaison 

d’anticorps anti-CD3 anti-CD28217. Un niveau élevé de TGF-β a également été détecté dans le 

surnageant de PBMCs stimulées par un anticorps anti-TCR Vδ1. Ce TGF-β va permettre le 

recrutement d’autres cellules immunosuppressives (Treg, MDSC), mais va également favoriser 

la transition épithélio-mésenchymateuse et donc la migration des cellules tumorales à 

d’autres sites de l’organisme (métastases). 

Expression de points de contrôles immunitaires : Les LT γδ peuvent également exercer leurs 

fonctions régulatrices par l’expression de points de contrôles immunitaires. En effet, les LT 

Vδ2 obtenus à partir de sang de donneurs sains peuvent exprimer PD-L1 suite à leur activation, 

et inhiber la prolifération des LT αβ via l’axe PD1/PD-L1218. L’expression de PD-L1 par les LT γδ 

est d’ailleurs plus élevée chez les patients atteints d’adénocarcinome pancréatique comparé 

aux donneurs sains206. De même, 50% des LT γδ infiltrants les tumeurs expriment PD-L1, 

suggérant qu’ils peuvent participer au développement tumoral via l’axe PD-1/PD-L1.  

Récemment, l’expression d’autres points de contrôles immunitaires par les LT γδ a été décrite. 

En effet, les LT γδ exprimant Gal-9 ont montré une activité suppressive accrue à l’encontre 

des LTαβ exprimant TIM-3 à leur surface. L’expression de Gal-9 par les LT γδ est fortement 

augmentée dans le tissu tumoral et en périphérie chez les patients atteints de cancers 
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pancréatiques206. La galectine-9 peut polariser les macrophages vers un profil M2 et inhiber la 

sécrétion d'IFN-γ et de TNF-α par les LT αβ.  

Modulation des activités des cellules immunitaires : De par l’expression des points de 

contrôles immunitaires et la production de cytokines et autres molécules, les LT γδ vont 

pouvoir moduler les fonctions des autres cellules de l’immunité. En plus d’inhiber la 

prolifération et les fonctions des LT (par l’IL-10 ou par l’axe PD-1/PD-L1 par exemple), les LT 

γδ immunosuppresseurs inhibent la maturation des DCs (perte de la capacité à présenter les 

antigènes aux LT) et permettent le recrutement de MDSC notamment par la production du 

facteur chimiotactique IL-8. Le TGF-β produit par les LT γδ favorisera la polarisation des TAM 

en TAM-M2, et favorisera les fonctions des MDSC. In fine, les LT γδ à activités pro-tumorales 

vont, via divers mécanismes, à la fois inhiber les fonctions des cellules immunitaires anti-

tumorales, mais également participer au recrutement d’autres cellules immunosuppressives, 

générant un MET favorisant le développement tumoral. 

Je suis premier auteur dans une revue portant sur les LT γδ pro-tumoraux (annexe 2219).  

Figure 25 : Résumé des différentes activités pro-tumorales des LT γδ219. (A) Les Th17γδ 
favorisent l'angiogenèse indirectement en induisant la production de facteurs angiogéniques par les 
cellules cancéreuses, ou directement en produisant elles-mêmes des facteurs angiogéniques. Elles 
induisent également le recrutement des MDSC par la production de GM-CSF et d'IL-8, et recrutent ou 
polarisent les TAM-M2 et TAN-N2. (B) Les LT γδ CD39+/CD73+ produisent de l'adénosine qui inhibe la 
prolifération des LT αβ ainsi que leurs fonctions anti-tumorales. Les LT γδ peuvent exprimer PD-L1 et 
inhiber la fonction des cellules exprimant PD1, telles que les LT CD8. L'IL-10 produite par les LT γδ 
inhibe la prolifération et la cytotoxicité des LT CD8. Ils favorisent également le recrutement des MDSC 
via IL-8 et inhibent la maturation et les fonctions des DC  

A B 
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De nombreux acteurs de l’immunité sont présents dans l’environnement tumoral et sont 

impliqués dans le contrôle et/ou le développement des tumeurs. Les LT γδ sont retrouvés dans 

le MET de nombreuses tumeurs (ovaire, sein, colon, mélanome) et contribuent à la réponse 

anti-tumorale par leur activité cytotoxique directe sur les cellules tumorales et en favorisant 

le recrutement et la stimulation d’autres effecteurs immunitaires. Cependant la contribution 

réelle des LT γδ à la réponse anti-tumorale est encore mal comprise car leur présence dans le 

microenvironnement tumoral a aussi été associée à un mauvais pronostic dans divers cancers 

(seins, colons, pancréas) ce qui suggère l’existence de populations de LT γδ régulateurs /pro-

tumoraux. Par exemple, il a été démontré dans le cancer du sein que les LT γδ infiltrant la 

tumeur peuvent inhiber la maturation des DC ; ainsi que la maturation des LTαβ en bloquant 

leur cycle cellulaire. Dans le cancer du côlon, les LT γδ infiltrant produisent de l’IL-17 et de l’IL-

8 et sont impliqués dans le recrutement des cellules myéloïdes suppressives. Enfin, dans le 

cancer du pancréas, du sein et du poumon, les LT γδ inhibent l’activation des LTαβ via l’axe 

PD1/PDL1. De plus, les LT γδ possèdent une grande plasticité dépendante des signaux qu’ils 

reçoivent de leur environnement, en particulier des cytokines présentes. Dans ce contexte, 

mon équipe d’accueil avait montré qu’une sous-population de LT Vγ9Vδ2 présentant des 

propriétés régulatrices est favorisée en présence d’IL-21, soulevant la question de la présence 

d’autres sous-populations de LT γδ régulatrices, de la pertinence de ces populations et de leur 

rôle in vivo.  

C’est à ce stade de l’étude que j’ai rejoint l’équipe « Immunité et Cancer » pour réaliser ma 

thèse. Mon travail de thèse, a consisté à caractériser et comprendre le rôle des LT γδ dans les 

cancers solides et s’articule autour de trois objectifs majeurs : 

1/ mieux définir la ou les sous-population(s) T γδ dotée(s) de fonctions suppressives avec un 

intérêt particulier pour la population LT Vδ1, population retrouvée majoritairement dans les 

tissus. 

2/ rechercher la présence de ces populations suppressives dans le MET et établir la relevance 

physiologique de leur présence (impact sur l’évolution de la pathologie)  

3/ identifier les principaux partenaires cellulaires des LT γδ régulateurs et leurs réseaux 

d’interaction dans le MET afin de mieux comprendre leur rôle dans l’évolution de la 

pathologie. 
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En combinant des approches expérimentales (cytométrie et imagerie par cytométrie de 

masse) et des analyses computationnelles innovantes, ce travail apporte un nouvel éclairage 

sur l’existence, la génération et le rôle physiopathologique des sous-populations de LT γδ 

régulateurs au sein du microenvironnement tumoral. 

  



92 
 

 

  



93 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats 
  



94 
 

 
  



95 
 

Chapitre 1 : Identification d’une population de LT Vδ1 régulateurs  
 

1.1  Résumé des travaux  
 

Sachant que les LT Vδ1 sont également impliqués dans la réponse anti-tumorale chez 

l’Homme, nous nous sommes demandés si le phénotype induit par l’IL-21 sur les LTVγ9Vδ2 ne 

pouvait pas être retrouvé dans cette sous-population. Cette question est d’autant plus 

importante que les LT Vδ1 sont majoritairement retrouvés dans les tissus et que plusieurs 

études suggèrent que les LT Vδ1 sont les LT γδ majoritaires dans le MET de divers cancers 

solides (comparé aux LT Vγ9Vδ2).  

Dans cette étude, nous avons identifié dans le sang de donneurs sains une sous-population de 

LT V𝛿1 qui expriment le CD73 (environ 20 % de l'ensemble de la population) et présentent un 

phénotype et des fonctions immunosuppressives, notamment via la production de molécules 

immunosuppressives, telles que l'IL-10, l'adénosine et le facteur chimiotactique IL-8. Celles-ci 

sont capables d’inhiber la prolifération des LT 𝛼𝛽, comme le montre les expériences de co-

culture réalisées. Comme pour les LT 𝛾9𝛿2, l'exposition à l'IL-21 favorise le développement et 

l'amplification d’une sous-population exprimant CD73 et présentant des fonctions 

immunosuppressives. 

La présence de LT γδ dans le MET cancer du sein étant associée à un mauvais pronostic, et l’IL-

21 étant une cytokine retrouvée de le MET de tumeurs mammaires, nous avons choisi 

d’étudier la relevance physiologique de ces LT γδ CD73 dans ce type de cancer. Nous avons 

d’abord étudié l’infiltrat γδ par immunohistochimique (IHC) d’un TMA (tissu microarray) 

regroupant des échantillons tumoraux de 52 patientes atteintes de cancer du sein. Nous avons 

observé une forte infiltration de LT𝛾𝛿 dans le MET des tumeurs de stade avancé. L’étude de 

l’infiltrat immunitaire de 16 échantillons tumoraux frais obtenus après chirurgie a révélé la 

présence de LT 𝛾𝛿 CD73+ dans le MET. Bien que les LT Vδ1 soient les populations tissulaires 

majoritaires, nous avons retrouvé dans le MET de ces tumeurs à la fois des LT Vδ1 et des LT 

Vδ2. Ces résultats ont été publiés en 2020 dans Journal of Leukocyte Biology. Nous avons par 

la suite étudié le phénotype et les fonctions biologiques de ces LT γδ infiltrants les tumeurs 

sans distinguer les LT Vδ1 des LT Vδ2 puisque les deux expriment CD73 dans le MET (données 

non publiées encore). Les LT γδ CD73+ différent phénotypiquement des LT γδ CD73-, 
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notamment avec une forte expression de PD-L2 et TIGIT. Les LT γδ CD73+ infiltrant les tumeurs 

présentent de plus une forte expression d’IL-8 et d’IL-10, suggérant qu’ils peuvent exercer 

leurs fonctions pro-tumorales par les mêmes mécanismes que ceux identifiés in vitro. 
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1.2  Publication  
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Supplemental material 

 

 

Figure S1. Expression of CD27 and CD45RA in expanded V δ1 T cells and expression 
of CD39 in CD73-positive Vδ1 T cells. (A) Representative dot plot showing the 
percentages of CD45RA- and CD27-positive cells among IL-21-expanded Vδ1 cells 
or from fresh PBMCs of healthy donors, assessed by flow cytometry. The 
experiment was performed using 6 samples from healthy donors and 6 samples of 
expanded Vδ1 cells. (B) Representative flow cytometry dot plots and cumulative 
data showing the percentage of CD39-positive among the CD73-positive Vδ1 cells 
in control (CTL) and IL-21-cultured (IL-21) Vδ1 T cells. ns, non-significant (paired 
Wilcoxon test; samples from 7 donors).  



109 
 

 

Figure S2.  
Figure S2A:  TGF-β production. TGF-β quantification in supernatants of sorted 
CD73-negative/CD73-positive cells from expanded Vδ1 T cells by ELISA. 
Supernatants from LPS- stimulated monocytes were used as a positive control. The 
experiment was performed in duplicate using cells from 2 donors.   
Figure S2B: FOXP3 expression. Intracellular FOXP3 staining was performed in CD4-
positive T cells from PBMCs from healthy donors (positive control) (left panel) and 
in IL-21-expanded Vd1 T cells (right panel). Plots are representative of three 
experiments performed with cells from three donors using the permeabilization kit 
from Thermo Fisher Scientific (eBioscience™ FOXP3 / Transcription Factor Staining 
Buffer Set).  
Figure S2C: IL-17A expression. L-17A expression was analyzed by intracellular 
staining in stimulated PBMCs (gated on CD3, CD4 and γδ T cells) of healthy donors 
(positive control) and in stimulated control (CTL) or IL-21-expanded (IL-21) Vδ1 T 
cells. These plots are representative of three experiments performed with cells 
from three donors. 
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Figure S3. Phenotyping of fresh PBMCs of healthy donors and patients with breast 
cancer (A) Cumulative data from 10 healthy donors showing the percentage of Vδ1 cells 
and the percentage of CD39-positive and CD73-positive cells in Vδ1 cells from fresh 
PBMCs assessed by flow cytometry. (B) Percentages of γδ, CD73-positive γδ, and CD39-
positive γδ T cells, (C) Vδ1, CD73-positive Vδ1, and CD39-positive Vδ1 T cells, and  (D) Vδ2, 
CD73-positive Vδ2, and CD39-positive Vδ2 T cells in the PBMCs of 10 healthy donors (HD; 
black dots) and 10 patients with breast cancer (PT; red dots) assessed by flow cytometry. 
All significant differences are shown in the plots. *p<0.05; **p<0.005 (Mann-Whitney 
test) 
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Table S1. Panels and antibodies used in the study 
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Table S3.  Significant association between TILs and TCRγδ in the TMA. 
p=0.008 (Pearson Chi2 test) 

Table S2. Clinical data of the 52 patients with breast cancer included in 
the TMA. Among the 52 human breast tumors in the TMA, 2 could not be 
analyzed. Data concerning these 2 patients are in italics in the table.   
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Table S4. Clinical patient’s information. 16 freshly resected human breast tumor samples 
were analyzed by flow cytometry.  
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1.3  Résultats complémentaires : Analyse du phénotype et des 
fonctions biologiques des LT γδ CD73+ et CD73- infiltrant les 
tumeurs 

 

Matériel et méthode 

Après dissociation des tumeurs telle que décrite dans le papier, la suspension cellulaire est 

incubée pendant 3 heures avec du GolgiStop afin de bloquer le trafic intracellulaire et 

d’induire l’accumulation des cytokines que l’on souhaite quantifier, à savoir IL-8 et IL-10. Les 

cellules sont ensuite lavées dans du tampon FACS (PBS 1X-2% SVF), puis incubées pendant 

30min à 4°C avec une solution de FcBlock. Après lavage, les cellules sont incubées avec les 

anticorps ciblant les protéines membranaires (anti-CD45, -CD3, -TCR, -CD73) pendant 30 

min à 4°C à l’abri de la lumière. Ensuite, les cellules sont lavées avant d’être perméabilisées et 

fixées suivant les instructions données par le fournisseur (BD FixPerm Kit). Les cellules sont 

ensuite incubées avec les anticorps ciblant l’IL-8 et l’IL-10 pendant 40min à 4°C. Enfin, la 

suspension cellulaire est lavée deux fois avant d’être fixée dans une solution de 1% de 

paraformaldéhyde en attendant l’acquisition et l’analyse des données par cytométrie en flux 

(Cytoflex de Beckman Coulter et Flow Jo software). 

L’analyse de l’expression de divers points de contrôles immunitaires par les LT γδ a été faite 

par cytométrie en flux selon le protocole décrit dans le papier. Les résultats présentés ici ont 

été analysés en utilisant le logiciel d’analyse Flow Jo ainsi que les plug-ins proposés par ce 

logiciel (réduction de dimension, clustering,…) 

Résultats  

Étude de la production de cytokines par les LT γδ CD73+ et CD73- infiltrant les tumeurs 

Nous avons étudié, ex vivo par cytométrie en flux, l'expression d'IL-10 et d'IL-8 dans les LT γδ 

infiltrés dans les tumeurs mammaires humaines (n=8 pour les analyses de l'IL-8 et n=7 pour 

les analyses de l'IL-10). Nous avons évalué l'expression de l'IL-10 et de l'IL-8 dans les sous 

population de LT γδ CD73- et CD73+, sans différencier les LT Vγ9Vδ2 et les LT Vδ1. La 

proportion de cellules produisant / exprimant de l’IL-8 et de l’IL-10 est significativement plus 

élevée dans les LT γδ CD73+ comparée aux LT γδ CD73- (20% vs 60% pour l’IL-8 et 37% vs 50% 
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pour l’IL-10 ; figure 1). Ces résultats montrent que des LT γδ CD73+ sont fonctionnels dans les 

tumeurs de sein et présentent bien un phénotype régulateur. 

 

Étude du phénotype des LT γδ CD73+ et CD73- infiltrant les tumeurs  

Afin d’avoir une vue globale des différentes sous-populations de LT γδ infiltrants les tumeurs, 

nous avons identifié par cytométrie en flux l’ensemble des LT γδ présents dans 4 tumeurs 

fraîches de seins. L’étude de la co-expression de multiples marqueurs par une population 

d’intérêt est délicate, surtout quand le nombres de cellules à étudier est réduit, ce qui est le 

cas des LT γδ et des sous-populations CD73+ et CD73-. Une solution pour visualiser ces 

données qualifiées de hautement dimensionnelles en 2D est la réduction de la dimension. 

Plusieurs algorithmes ou fonctions de réduction sont disponibles (PCA, tSNE et UMAP). Dans 

notre cas, nous avons utilisé la visualisation en UMAP.  Nous avons poolé l’ensemble des LT 

γδ et réalisé un clustering basé sur l’expression des points de contrôle immunitaire tels que 

CD39, PD-1, PD-L1, PD-L2, TIGIT, Tim-3. Le clustering ainsi que la représentation en UMAP sont 

présentés en figure 2A. 12 clusters sont identifiés par l’algorithme (figure 2A). La heatmap 

ainsi que les graphiques multiparamétriques présentés en figure 2B représente les niveaux 

d’expression des divers marqueurs observés par chacun des clusters. Enfin, la déconvolution 

Figure 1 : Expression d’IL-10 et d’IL-8 par les TIL γδ dans le cancer du sein. 

Présentation des données cumulatives de patientes atteintes de cancer du sein 

montrant la proportion de cellules exprimant l’IL-8 (n=8) et IL-10 (n=7) ainsi que 

l’intensité moyenne de fluorescence (MFI) pour ces deux paramètres par les TIL γδ 

CD73- et CD73+. *p<0.05; **p<0.005 (t test pairé, Wilcoxon). 
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de ce clustering aux LT γδ CD73+ et LT γδ CD73- permet de voir s’il y a des différences 

d’expression de ces marqueurs entre les LT γδ effecteurs et LT γδ régulateurs (figure 2C). On 

observe des clusters spécifiques aux LT γδ CD73+ caractérisés par l’expression de PD-1, PD-L2, 

TIGIT (cluster 3, 6, 11 et 12). Les autres clusters sont partagés entre les LT γδ CD73- et CD73+, 

bien que les clusters 1, 2, 4 et 5 semblent plus représentés par les LT γδ CD73-. Ceux-ci 

expriment Tim-3 et PD-L1. Enfin, les clusters 7, 9 et 10 ne semblent pas ou peu exprimer les 

marqueurs étudiés. In fine, il semblerait que les LT γδ CD73+ expriment plus de points de 

contrôles immunitaires exprimés que les LT γδ CD73-, suggérant qu’ils pourraient médier 

l’immunosuppression via les divers points de contrôles immunitaires exprimés (PD-L1, PD-L2, 

TIGIT). 
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Figure 2 : Phénotype des TIL γδ dans le cancer du sein. (A) Visualisation des clusters et 

répartition des divers clusters au sein des LT γδ. (B) Heatmap représentant l’expression 

des marqueurs Tim-3, PD-L1, CD39, PD-1, TIGIT, et PD-L2. (C) Déconvolution et 

visualisation des clusters en fonctions de l’expression de CD73 par les LT γδ. 
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1.4  Conclusion 
 

En continuité avec les résultats précédemment obtenus par l’équipe sur les LT Vγ9Vδ2, les 

résultats générés pendant ma thèse montrent que l'IL-21 favorise également l'émergence de 

populations de LT régulatrices V𝛿1. Ces LT γδ régulateurs, qu’ils soient Vγ9Vδ2 ou Vδ1, sont 

caractérisées par l'expression de CD73 et exercent des fonctions régulatrices via la production 

de molécules immunosuppressives, telles que l'adénosine, l'IL-10 et l'IL-8. L'un des principaux 

défis associés à la caractérisation des sous-populations de LT 𝛾𝛿 CD73+ réside dans 

l'évaluation de leur existence in vivo ainsi que de leur pertinence dans les pathologies 

humaines, telles que le cancer. Ici, nous avons démontré qu'une forte infiltration de LT 𝛾𝛿 est 

présente principalement chez les patients présentant un cancer du sein de haut grade. Cette 

observation est en accord avec des études précédentes montrant que la présence de LT 𝛾𝛿 

est associée à un mauvais pronostic dans le cancer du sein. Nous avons observé qu’une 

proportion de ces LT 𝛾𝛿 infiltrant la tumeur exprime CD73 et qu’ils produisent IL-10 et Il-8, ce 

qui soutient l'hypothèse du rôle LT 𝛾𝛿 régulateurs/immunosuppresseurs dans les tumeurs du 

sein et que ces cellules pourraient favoriser le développement tumoral via les mécanismes 

décrits ci-dessus. De plus, l’analyse du phénotype des LT γδ infiltrant les tumeurs montre que 

les LT γδ peuvent exprimés des points de contrôles immunitaires. Les LT γδ CD73+ expriment 

d’ailleurs PD-L2, PD-L1, PD-1 et TIGIT suggérant qu’ils peuvent également médier 

l’immunosuppression via ces divers points de contrôles immunitaires. 
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Chapitre 2 : Étude de l’infiltrat γδ dans divers cancers solides humains 
 

2.1  Résumé des travaux 
 

La présence de LT γδ dans le MET de divers cancers solides, en plus de cancer du sein, a été 

décrite par de nombreuses équipes. Cependant, l’évaluation de leur abondance dans le 

microenvironnement tumoral n’est pas évaluée en routine chez les patients atteints de 

cancer. Ceci est principalement dû au fait qu’il n’y a pas d’outils robustes et reproductibles 

permettant leur détection et leur quantification par IHC. 

Ici, nous avons validé un anticorps anti-TCRδ (H-41) qui permet la détection de toutes les sous-

populations de LT γδ par IHC dans les tissus fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE). Une 

fois l’anticorps validé, nous avons analysé et comparé la densité de LT γδ dans les tissus sains 

et dans le microenvironnement tumoral de différents types de cancer. Pour cela, nous avons 

utilisés des TMA de cancers du sein, du côlon, de l'ovaire et du pancréas, regroupant à la fois 

des échantillons tumoraux et des échantillons de tissus normaux quand ceux-ci étaient 

disponibles. Les résultats obtenus sont regroupés dans la publication présentée ci-après. 
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2.1  Conclusion 
 

Dans cette étude, nous avons validé l'utilisation de l’anticorps monoclonal H-41 ciblant la 

chaine δ du TCR γδ pour l’analyse de la densité des LT γδ dans des tissus normaux et 

pathologiques en IHC. Nous avons d'abord analysé des tissus normaux de sein, côlon, pancréas 

et d’ovaire, et avons observé que la présence et la densité des LT γδ varient en fonction de 

l'organe. 

Ensuite, nous avons étudié l’infiltrat LT γδ dans les tumeurs mammaires, colorectales, 

pancréatiques et ovariennes, et comparé ces résultats à ceux obtenus dans les tissus normaux 

correspondants. Comme dans les tissus normaux, la densité des LT γδ est hétérogène dans 

échantillons tumoraux, mais globalement, on observe une infiltration modérée à forte de LT 

γδ dans les cancer mammaires, colorectaux et ovariens, et à l’inverse, pas ou peu d’infiltration 

dans les cancers pancréatiques. De plus, la densité des LT γδ est plus élevée dans les tumeurs 

du sein et des ovaires par rapport aux tissus normaux. À l'inverse, la densité des LT γδ est 

réduite dans le cancer colorectal par rapport aux échantillons sains. De manière intéressante, 

dans les quatre types de cancer, l'infiltration des cellules T γδ est associée à l'infiltration des 

TIL totaux. Enfin, la densité des LT γδ est faible à la fois dans les échantillons sains et dans les 

échantillons de cancer du pancréas, ce qui est cohérent avec le fait que les tumeurs 

pancréatiques sont considérées comme des tumeurs "froides" (c'est-à-dire des tumeurs 

faiblement infiltrées). Ces observations suggèrent que la présence ou le recrutement des LT 

γδ dans les tissus dépend du contexte (sain ou pathologique) et de l'organe.  

Enfin, la fréquence des lymphocytes T γδ infiltrant les tumeurs est variablement associée au 

stade de la tumeur en fonction des types de cancers étudiés, ce qui suggère que des contextes 

distincts sous-tendent le recrutement des TIL γδ, avec soit le recrutement de TIL γδ régulateurs 

soit leur différenciation en LT γδ régulateurs une fois dans le microenvironnement tumoral. 
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Chapitre 3 : Etude du rôle et de l’écosystème des LT γδ pro-tumoraux 
dans les cancers ovariens humains 
 

Nos données précédentes montrent que l’infiltration de LT  est augmentée dans les stades 

avancés de cancers ovariens. Ayant à notre disposition une cohorte de patientes avec un 

cancer ovarien, nous avons étudié le rôle des LT  régulateurs CD73+ dans le TME. En 

combinant étude par cytométrie en flux, analyses de survie et imagerie par cytométrie de 

masse, nous avons pu décrire l’impact et le rôle des LT  régulateurs CD73+ dans le TME 

ovarien. L’ensemble des résultats sont en cours de compilation en un manuscrit qui sera 

bientôt soumis pour publication. L’article en préparation est présenté dans la suite de ce 

manuscrit de thèse. 
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Introduction  
 

𝛾𝛿 T cells are nonconventional T lymphocytes defined by the expression of a specific T cell 

receptor composed of the V𝛾 and V𝛿 chains. In humans, there are 2 main subtypes of 𝛾𝛿 T 

cells, according to the expressed V𝛿 chain: (i) V𝛿2 T cells, mainly represented by the innate 

V𝛾9V𝛿2 T cell subset are predominant in blood and recognize phosphorylated non-peptide 

Ags called phosphoantigens; and (ii) non-V𝛿2 T mainly represented by the V𝛿1 subset are 

predominant in tissues and recognize stress-induced Ags1–3. Both subsets contribute to the 

immune response against many cancers, notably through their powerful effector functions 

that lead to the elimination of tumor cells and the ability to recruit other immune cells4–6. 

Besides their antitumor functions, 𝛾𝛿 T cells have been recently associated with pro-tumoral 

functions in certain cancers. Specifically, IL-17-producing 𝛾𝛿 T cells have pro-tumoral functions 

in murine breast, ovarian, and hepatocellular cancer models and in human colorectal cancer7–

9. In human breast cancer, 𝛾𝛿 T cell immunosuppressive functions have been described and 
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associated with DC senescence induction10. Moreover, in murine and human pancreatic ductal 

adenocarcinoma, 𝛾𝛿 T cells inhibit 𝛼𝛽 T cell activation and infiltration via PD-L1/PD1 pathway, 

thereby favoring tumor progression11. Similarly, it has been reported that γδ T cells present in 

ovarian cancer patients exert an inhibitory effect on cell proliferation of CD4+ naïve T cells12. 

Overall, these data support the hypothesis that some 𝛾𝛿 T cell subsets can display 

immunosuppressive functions and thus favor tumor progression in certain solid tumors. In 

agreement, we recently identified 𝛾δ T cell subsets (both Vδ2 and Vδ1) that express the 

ectonucleotidase CD73 and produce adenosine, an immunosuppressive molecule13,14. These 

cell subsets also produce IL-10 and IL-8 and inhibit conventional T cell proliferation in a 

CD73/adenosine-dependent manner. The negative impact of CD73+ 𝛾𝛿 T cell on patient 

survival has been deciphered in a cohort of breast cancer patients by Hu et al15. These results 

prompted us into investigating the impact of these regulatory subtypes and their mechanisms 

in other solid cancers. We focused our study on ovarian cancer as we showed, in a previous 

study, that the density of 𝛾δ T cells is higher in ovarian tumor tissue than in normal matched 

ovarian tissue and  tends to be higher in FIGO III/IV tumors (i.e., advanced cancers) compared 

to low grade tumors16. Overall suggesting that γδ T cells can have an impact on ovarian tumors 

progression. 

Ovarian cancer is a devastating disease with a 5-year survival rate lower than 30% as it is 

usually diagnosed at advanced stages (FIGO stage III/IV). This delay in the diagnosis is mainly 

due to a lack of specific symptoms or early diagnosis methods. Moreover, relapse of the 

pathology is observed in 70% of the patients within 5 years, and often patients present a 

resistance to chemotherapy, resulting in death of the patient17–19. Over 90% of ovarian cancers 

are of epithelial origin and include high-grade serous carcinoma (HGSOC), low-grade serous 

carcinoma (LGSOC), endometrioid carcinoma, mucinous carcinoma, and clear cell 

carcinoma19. Non-epithelial ovarian cancers include malignancies of germ cell origin, sex cord-

stromal cell origin, and extremely rare ovarian cancers such as sarcomas and lipoid cell 

tumors20. 

The mechanisms underlying recurrence and metastasis in ovarian cancer are not clear but are 

probably related to the tumor microenvironment (TME), particularly in changes in the immune 

compartment21. The tumor immune microenvironment (TIME) is the immune contexture 

mainly composed of infiltrated immune cells, chemokines and cytokines. TIME can affect, 
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positively or negatively, tumor evolution of solid cancers, including ovarian cancer22. Indeed, 

the infiltration of various immune cell types into the TME is associated with clinical outcomes 

of ovarian cancer patients. For example, infiltration of CD3 and CD8 TILs is associated with a 

better survival in ovarian cancer23,24. On the opposite, the presence of infiltrating regulatory T 

cells predicts poor survival in ovarian cancer. However, little is known about the  T cell 

subset in human ovarian cancer. In this study, we decipher the role, functions and ecosystem 

of the previously described CD73+ regulatory 𝛾δ T cells in ovarian cancer.  

Materials and methods  
 

Tissue sample Collection: Tissue samples were from the biological resources center of 

Montpellier Cancer Institute (ICM) and collected following French laws under the supervision 

of an investigator, and declaration to the French Ministry of Higher Education and Research 

(declaration number DC-2008–695). The study was approved by the ICM Institutional Review 

Board. Clinical data (e.g., age, treatment, TNM, grade) were obtained by reviewing the medical 

files.  

Ovarian Cancer Tumor Microarray: TMAs regrouping 91 ovarian cancer samples were 

constructed for retrospective studies allowing the comparison of long-term vs short-term 

ovarian cancer survivors. For each tumor sample, two cores (1 mm in diameter) were sampled 

from different malignant areas. The main clinicopathological characteristics of this cohort are 

presented in Table S1. 

Immunohistochemistry: 3 µm thin sections of TMA were mounted on Flex microscope slides 

(Agilent, Glostrup, Denmark) and dried overnight at room temperature before IHC. The PTLink 

system (Agilent, Glostrup, Denmark) was used for de-paraffinization and heat-induced antigen 

retrieval in High pH Buffer (Agilent, Glostrup, Denmark) at 95 ◦C for 15 min. IHC was performed 

using the Dako Autostainer Link48 platform (Agilent, Glostrup, Denmark). 

Briefly, after neutralization of endogenous peroxidase, TMA sections were incubated with the 

mouse monoclonal anti-TCR 𝛿 Ab (Clone H-41, Santa Cruz Biotechnology) at room 

temperature for 30 min. This was followed by an amplification step with a mouse linker and 

the standard detection system (Flex, Dako). During this process, 3,30-Diaminobenzidine was 

used as substrate. Sections were counterstained with Flex Hematoxylin (Agilent, Glostrup, 
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Denmark). The NanoZoomer slide scanner system (Hamamatsu Photonics) was used to 

digitalize the stained TMA sections with a ×40 objective. Immunoreactive cells were manually 

identified and counted on the digitalized slides with the NDP.view software. 

Immunofluorescence: After de-paraffinization, TMA sections of the cohort were subjected to 

antigen retrieval using 1X Target Retrieval Solution (Dako, S2367), then incubated in 1X 

Superblock Blocking Buffer (Thermofisher, 37515) for 45 min followed by 1 h incubation in a 

FcBlock solution (Miltenyi Biotech - 130-059-901). After washing, TMA sections were 

incubated with primary antibodies against TCR γδ (H-41, Santa Cruz, 1/25) and CD73 (D7AF9A, 

CST, 1/100) overnight at 4°C and washed. Then, the sections were incubated with secondary 

antibodies: goat anti-Rabbit Alexa Fluor Plus 555 (Thermofisher, A32732) and goat anti-Mouse 

Alexa Fluor 647 (Thermofisher, A21236). Finally, the sections were counterstained with DAPI 

(REF) and imaged with AxioScan (Zeiss) to obtain high-power field images. TMA sections 

analysis have been realized by two observers blinded according to the clinicopathological 

characteristics and patient survival outcomes. 

Survival analysis: For survival analysis, categorical variables were presented as frequency 

distributions and continuous variables as medians and ranges. Categorical variables were 

compared with the Pearson’s chi-square test. OS was defined as the time between the date 

of surgery and the date of death (whatever the cause). Patients lost to follow-up were 

censored at the last documented visit. The Kaplan–Meier method was used to estimate the 

OS. Differences in survival rates were compared using the log–rank test. Multivariate analyses 

were performed using the Cox proportional hazard model. Hazard ratios (HR) are given with 

their 95% confidence interval (95% CI). Statistical analyses were performed with STATA 16.0 

(StatCorp, College Station, TX, USA).  

Tumor dissociation: Freshly resected tumors from ovarian cancer patients were cut into small 

pieces (around 1 mm3), and incubated in RPMI medium with a digestion solution (10 mg/ml 

collagenase IV from Sigma and 10 mg/ml DNase I from Roche) for 30 min at 37°C interspaced 

by two rounds of mechanical dissociation with gentle flushing of the mixture. The obtained 

single-cell suspensions was then filtered and stained for immunophenotyping as described in 

the next section.  
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Flow cytometry analysis: After dissociation, cells were washed in cold PBS and stained with a 

combination of Fc receptor blockade and fluorescent cell viability marker for 15 min at 4°C, to 

minimize nonspecific binding of Abs to Fc receptors. Then primary conjugated antibodies 

against surface markers were added during 25 min at 4°C in PBS-2% FCS (FACS buffer). If no 

intracellular staining was performed, cells were washed and fixed in 1% paraformaldehyde. If 

an intracellular staining was performed, cells were washed then fixed and permeabilized using 

FOXP3 fixation and permeabilization buffer (Thermofisher eBioscience) for 20minutes at RT 

following manufacturer’s protocol. Cells were then washed and incubated with an intracellular 

blocking solution (1X Permeabilization Buffer+20% FCS) for 10 minutes at RT. Intracellular 

staining was performed by incubating the cells during 1 h at 4°C diluted with primary 

conjugated antibodies diluted in permeabilization buffer. Cells were then washed and fixed in 

1% paraformaldehyde. The antibodies used for flow cytometry experiments are listed in Table 

S3. Data were acquired with a Cytoflex cytometer (Beckman-Coulter) and analysed with the 

FlowJo software. 

CAF isolation from tumor samples: After sample dissociation and filtration, the fraction left in 

the filters were collected and cultured in DMEM-F12 with 10% FCS until full adherence. The 

media was changed every 2 or 3 days and the cells were passed once they reach confluence. 

An IF using antibodies targeting αSMA and Vimentin were used to confirm the CAF phenotype 

and then the media is collected for ELISA analysis when cells are at confluence.  

Imaging Mass Cytometry - tissue selection: Five tumors were selected in the short-term 

survivor samples depending on the levels of CD73+ 𝛾δ T cell infiltration. From entire FFPE-

embedded tumor blocs, three slides were cut and one labelled with hematoxylin-eosin-saffron 

(HES) to identify tissue structures, one for TCR𝛾δ visualisation and localization by IHC, and one 

for IMC labelling and analysis. Based on IHC data, 46 regions of interest were selected and 

analysed by IMC. 

Imaging Mass Cytometry - tissue labelling: After de-paraffinization and antigen retrieval 

using Dako Target Retrieval Solution at pH 9 (S236784-2, Agilent technologies) in a water bath 

(96°C for 30min), tissue sections were encircled with a Dako Pen, incubated with Superblock™ 

(37515, Thermofisher Scientific) at room temperature (RT) for 45 min, and then with FcR 

Blocking Reagent (130-092-575, Miltenyi) at RT for 1h. After three washes (8 min/each) in 

PBS/0.2% Triton X-100 (PBS-T), metal-tagged antibodies (list in Table S4) were diluted in 
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PBS/1% BSA buffer. After incubation with the primary antibodies at 4°C overnight, sections 

were washed in PBS-T three times (8min/each) and nuclei were stained with iridium (1:400 in 

PBS; Fluidigm, Standard Biotools), a DNA Intercalator, for 30min at RT. Sections were washed 

in PBS for 5min, then in distilled water for 5min, and dried at RT for 30 min. 

Imaging Mass Cytometry - data acquisition: Images were acquired with the Hyperion Imaging 

System (Fluidigm, Standard Biotools) according to the manufacturer’s instructions. After 

choosing the region of interest (ROI), the ROI was ablated with a UV laser at 200Hz. Data were 

exported as MCD files and visualized using the Fluidigm MCD™ viewer 1.0.560.6. The minimum 

and maximum thresholds were adapted for each marker and tissue for optimal visualization. 

𝛾 was set to 1. 

Imaging Mass Cytometry – data processing:  The data was segmented using the 

ImcSegmentationPipeline. The use of this pipeline combined with Ilastik v1.3.3 and CellProfiler 

v4.1.3 software allowed the generation of a segmentation mask and each tiff files associated 

with the markers and cell nuclei. From the cells identified in the segmentation mask and these 

.tiff files, the centroid position X and Y of each cell and the mean expression values for each 

marker are retrieved using the compute Features function in the R EBImage package. The 

resulting single-cell data was saved in .fcs format using the R package flowCore. 

Imaging Mass Cytometry – data transformation and normalization: The data were analyzed 

from the raw data, the data were not transformed and are based on the average intensity 

measurements extracted for each marker per cell. 

Imaging Mass Cytometry –Generation of neighbors: To extract the neighboring cells, a 

homemade R function was used. Every cell for which we wanted to obtain the neighborhood 

were considered as the center of a circle. Then, the following formula derived from the 

Pythagorean Theorem was used:   

√|𝑥𝐶 − 𝑥𝑂|2 + |𝑦𝐶 − 𝑦𝑂|²  ≤ 𝑅 

With xC and yC the coordinates of the cell centroid of interest, xO and yO the coordinates of 

others cell centroids and R the radius defined at 12µm.  For each ROI, every cell for which the 

equation was true was considered a neighboring cell and exported in fcs format. The radius 
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distance of 12µm was chosen to obtain the cells that are most likely in contact with the cell of 

interest. 

Ovarian cancer cell lines culture: Cells are cultured in DMEM-F12 with 10% FCS. The media is 

changed every 2 or 3 days and the cells are passed once they reach confluence. The 

supernatants of confluent cells is collected for ELISA analysis. 

IL-6 ELISA: IL-6 production in the supernatants of primary cells and cell lines (primary human 

ovarian CAF and 4 different human ovarian cancer cell lines (SKOV3, OVCAR3, OVCAR8, 

Kuramochi) was tested using the Human IL-6 DuoSet ELISA (DY206-05, R&D Systems) following 

the manufacturer’s instructions. 

Statistical analysis: Data are presented as scatter plots showing the mean values with the 

standard error of the mean (SEM). Results were compared using Mann-Whitney t test or 

Wilcoxon t test (specified in figures legend). A P value <0.05 was considered statistically 

significant. Analyses were performed using GraphPad Prism, version 8. * p<0.05; ** p<0.005; 

*** p<0.001; ****p<0.0001 

Results 
 

CD73+ γδ TILs predict worse clinical outcome in ovarian cancer 

We analysed the impact of the density of 𝛾δ T cells on pathological evolution with a cohort of 

91 ovarian cancer patients for which all clinical data have been collected over the years. 

Patients were classified in two groups: long-term (LT) and short-term (ST) survivors, long-term 

being defined as patients still alive 5 years after the diagnosis. We quantified by 

immunofluorescence both total γδ TILs and CD73+ γδ TILs in tumor samples of the 91 ovarian 

cancer patients (figure 1A). We observed significantly higher densities of total γδ TILs (figure 

1B) and CD73+ γδ TILs (figure 1C) in ST patients than in LT patients suggesting that γδ and 

CD73+ γδ T cell presence at the tumor site are associated with a poor prognosis in ovarian 

cancer patients.   

Because tumor-infiltrating γδ T cells were predominant in ST surviving patients, we next 

investigated the association between these cells and clinical outcome of the patients, focusing 

on the overall survival (OS). The median follow-up was 13.44 years (95% CI [11.67–15.47]) and 

the median survival was 5.14 years (95% CI [3.75 – 6.08]). We analyzed total γδ TILs, CD73+ γδ 
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TILs and clinical data from 91 patients. Patients with a low density of γδ T cells at the tumor 

site had significantly longer OS compared with those with a high density of γδ T cells (p=0.028; 

figure S1). This result is even more marked when looking at CD73+ γδ TIL subset. Patients with 

high density of CD73+ γδ T cells had significantly shorter OS compared with patients with a 

low density of CD73+ γδ T cells (p=0.0003, figure 1D). Furthermore, CD73- 𝛾δ TIL did not 

impact the OS of patients (data not shown), reinforcing the idea that the effect seen on the 

global 𝛾δ TIL population is due to CD73+ 𝛾δ TIL. Thus, the presence of CD73+ γδ TILs could be 

a prognosis factor in ovarian cancer. 

Expression of IL-10 and IL-8 in CD73+  TILs 

We previously showed that CD73+ Vδ2 and CD73+ Vδ1 amplified in vitro could display 

immunosuppressive functions through the production of IL-8 and IL-10, among other 

mechanisms such as CD73-dependent adenosine production. By ex vivo flow cytometry 

analysis, we investigated the expression of IL-10 and IL-8 by  TIL from fresh ovarian cancer 

samples. Although we only analysed few samples, we observed that the fraction of CD45-

positive and CD3-positive cells in tumor samples is heterogenous (10% to 30% and 17 to 55% 

respectively), the proportion of γδ T cells among CD3 positive cells is homogenous (around 

7%) and 20% of γδ T cells express CD73 (data not shown). We next compared the expression 

of IL-10 and IL-8 in CD73- and CD73+  T cell subsets (figure 2A and 2B respectively). Around 

10% of CD73-  T cells expressed IL-8 and IL-10 while the proportions of IL-8 and IL-10 positive 

cells are significantly increased in the CD73+  T cell sub-population (55% and 40% 

respectively). Altogether, these results demonstrate that in ovarian tumors, CD73+  T cells 

are the main producers of IL-8 and IL-10 compared to other  T cell subsets.  

Cellular tissue composition of human ovarian tumors and phenotypic analysis of CD73+ and 

CD73- 𝛾δ TILs 

Using an innovative multiplexed imagery technology, we explored the tissue composition of 5 

ovarian tumors selected among the ST patients of the cohort. We selected 41 regions of 

interests (ROI) among those 5 samples based on the 𝛾δ T cell density identified on a serial slice 

by IHC. Using a 34-marker panel (table S3) developed and validated for imaging mass 

cytometry, we identified the cell composition of the ovarian tumor tissue (figure 3A and B; dot 

plots corresponding to the pie charts are presented in figure S2). We observed that 51% of 
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cells in the analyzed tissue samples are composed of tumor cells (identified as Ecadherin+ and 

PanCK+ cells), while fibroblasts and cancer-associated fibroblasts (CAF) (identified using the 

expression of Vimentin+ and α-SMA+) represent around 6% of the tissue cells and 19% of cells 

represent the immune compartment and 9% the vascular compartment (figure 3A and figure 

S2). The remaining cells qualified as “others” on figure 3A correspond to cells presenting a 

nucleus but that could not be identified using the phenotypical markers of the panel. The 

characterization of the immune infiltrate (figure 3B) showed that the myeloid compartment is 

the most represented among immune cells (62% of the total immune infiltrate), followed by 

the lymphoid compartment (37.8%, among which 30.3% are TIL-T and 7.5% are TIL-B).  

The proportion of 𝛾δ T cells is quite heterogeneous among all the ROI and represent about 5% 

of TIL-T (figure 3C). Furthermore, around 17% of the 𝛾δ TILs are CD73+ (figure 3C). These two 

observations are consistent with the flow cytometry experiments realized on fresh tumor 

samples validating the ROI that we selected for IMC. Thus, we studied the expression of 

various markers on 𝛾δ T cells and compared their expression in both CD73- (effector) and 

CD73+ (regulatory) 𝛾δ T cell subsets.  CD73+TILs express more immune checkpoints such as 

PD-1, TIM-3, LAG-3 and PD-L1 compared to their CD73- counterparts (figure 3D). 

This shows the capacity of high-plex IMC to comprehensively describe the main cell 

compartments and their specific cell phenotypes. Importantly, IMC data files can be processed 

to obtain single-cell files, like classical cytometry files, allowing to the analysis of the 𝛾δ TIL 

ecosystem. 

CD73+ and CD73- 𝛾δTILs present phenotypically and functionally different ecosystems 

It is now well admitted that, in addition to the immune composition of the tissues, the spatial 

location and interactions of immune cells within the TME is essential to their functions and 

the impact of the tumor development, as well as the response or resistance to treatments. 

Thanks to IMC technology, we can now study the ecosystem of 𝛾δ TILs and compare effector 

vs regulatory 𝛾δ TIL ecosystems. After the identification and localization of CD73+ and CD73- 

𝛾δ TILs in tissue slices (figure S3), we extract and analyse all the cells in direct contact with 

them as described in the material and method section. CD73- 𝛾δ TILs are preferentially in 

contact with other 𝛾δ T cells and with myeloid cells (figure 4A). Furthermore, looking at the 

myeloid compartment, only macrophages - specifically macrophages M1 (TAM-M1, figure S3) 
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- and dendritic cells are significantly enriched in contact of the CD73- 𝛾δ TILs compared to the 

CD73+ 𝛾δ TILs (figure 4B). CD73+𝛾δ TIL neighbourhood shows an enrichment in CAF and CD4 

T cells (figure 4A). In addition to cell type analysis, we realized a functional analysis of the 

various identified populations. CAF in close contact with CD73+ 𝛾δ TILs express various 

immune checkpoint molecules, including PD-L1, and the ectonucleotidases implicated in the 

adenosine pathway, CD39 and CD73 (figure 5A). Although there is no difference in 

“proportion” of cell-to-cell contact with tumor cells and certain immune cell type such as CD8 

T cells, analysis of functional marker expression shows differences between cells in contact 

with CD73- or CD73+ 𝛾δ TILs. Indeed, tumor cells in contact with CD73+ 𝛾δ TILs express 

immune checkpoints such as CD73, Lag-3 and PD-L1, suggesting that they are able to inhibit 

the functions of anti-tumor immune cells through the immune checkpoint axes. Tumor cells 

in contact with CD73+ 𝛾δ T cells display a migration capacity through the expression of the 

epithelial to mesenchymal transition (EMT) marker, Zeb-1 (figure 5B). Looking at the T cell 

compartment, we observe that CD4 and CD8 T cells display an exhausted phenotype when 

they are in contact with CD73+ 𝛾δ TILs, with the co-expression of CD39, PD-1, Tim-3 or PD-1, 

Tim-3 and Lag-3; while the CD4 and CD8 T cells in contact with effector 𝛾δ TILs present an 

activated state with the expression of PD-1 alone or no expression of any immune checkpoint 

(figure 6A and 6B). Interestingly, the analysis of 𝛾δ T cell compartment shows that effector 𝛾δ 

TILs are close to other CD73- 𝛾δ TILs i.e effector 𝛾δ T cells and close to a cluster of 𝛾δ T cells 

expressing PD-L1, while regulatory 𝛾δ TILs (CD73+) stays together, and express various 

combinations of immune checkpoint as PD-1, Tim-3 and CD39 (figure 6C). 

Altogether, these data suggest that CD73+ 𝛾δ T cells might participate to the establishment of 

an immunosuppressive and exhausted microenvironment within the tumors, thus favouring 

their development. Furthermore, CD73+ 𝛾δ T cells participate to this establishment in a 

differently from Treg, as they display two different neighbourhoods (figure S5). 

Impact of IL-6 produced by ovarian CAF and tumor cells on 𝛾δ TILs 

The functional phenotype of 𝛾δ T cells can be modulated by the presence of soluble factors 

such as cytokines. We previously demonstrated that IL-21 favors the development of a pro-

tumoral 𝛾δ T cell subset characterized by the expression of CD73 and producing various 

immunosuppressive molecules such as adenosine, IL-10 and the chemokine IL-8 is. Another 

study showed that CAF-produced IL-6 in breast cancer environment induced CD73+ 𝛾δ T cells 
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differentiation from paired normal breast tissues and become immunosuppressive T cells. As 

ovarian TME contains high levels of IL-6, we hypothesize that IL-6 could be involved in the 

development of CD73+ 𝛾δ T cell subset within the TME. We isolated primary CAF from freshly 

resected ovarian tumor samples. The staining of the cells by αSMA and vimentin confirmed 

that the isolated cells are indeed CAF (data not shown). In parallel, we also cultured several 

ovarian tumor cell lines. The quantification of IL-6 in the supernatants of the cells, showed 

that both CAF and tumor cells produce IL-6, but CAF produce much higher amounts of IL-6 

compared to tumor cells (1500 pg/mL vs ~70pg/mL) (figure 7). As it has been demonstrated 

by Hu et al., we confirmed that IL-6 favors the development of CD73+ 𝛾δ T cells (data not 

shown). This suggests that an important interplay between CAF and 𝛾δ T cells occurs in the 

TME and favors tumor growth and immune escape, probably through the mechanism 

described in figure 8.  

Discussion 
 

Investigating the presence and functions of suppressive TILs in the TME is essential for the 

development of effective immunotherapy strategies, as the intervention of 

immunosuppressive immune cells usually impairs or abolishes the effects of immunotherapy, 

leading to patient progression or relapse. We described here a new subset of regulatory 𝛾δ T 

cell characterised by the expression of CD73, expressing various inhibitory immune 

checkpoints and producing immunosuppressive molecules such as IL-10 and the angiogenic 

and chemotactic factor IL-8. We also described their phenotype and ecosystem in solid 

tumors. These regulatory 𝛾δ T cells are present within the TME of human ovarian cancer 

patients and are associated with a poor clinical outcome. Furthermore, spatial analysis of their 

location and environment shows that CD73+ 𝛾δ T cells are in close contact with exhausted T 

cells as well as CAF and tumor cells expressing inhibitory immune checkpoints. Tumor cells in 

contact with CD73+ 𝛾δ T cells also present more migrating capacities. 

It is well known that cytokines can promote or inhibit tumor cell differentiation, immune cell 

differentiation and functions and angiogenesis, affecting in fine patients’ response to 

therapy25. Ovarian tumors are associated with many cytokines such as IL-6, IL8 and IL-10, and 

their abnormal expression affects all the component on the TME, as well as patients 

survival26,27. IL-10 is an anti-inflammatory cytokine found in various solid cancers. IL-10 inhibits 
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MHC and co-stimulatory molecules expression on antigen-presenting cells, thus affecting their 

functions. This leads to the induction of immune suppression and/or tolerance. IL-10 also 

downregulates Th1 cytokine expression and favors regulatory T cell functions and the 

polarization of macrophages to the M2 phenotype, thus increasing the immunosuppression 

at the tumor site28. Although CD73+ 𝛾δ TILs produces IL-10, we did not observe an increase of 

TAM-M2 population in the neighbourhood of those cells. On the opposite, we clearly observed 

a decrease of TAM-M1 population. Thus, by reducing pro-inflammatory and anti-tumor 

immune response in TME, IL-10 promotes tumor immune surveillance escape and tumor 

progression.  

IL-8, also known as CXCL8, is a cytokine belonging to the CXC chemokine family. IL-8 was 

originally classified as a chemoattractant for neutrophils and MDSCs. It is now known to play 

other important biological activities in the various solid cancer as the induction/regulation of 

angiogenesis, favoring cancer cell growth and survival and promoting tumor cell migration29,30. 

Ovarian cancer cells express at their surface the IL-8 receptor suggesting that IL-8 may display 

the same activities in this cancer31. Indeed, IL-8 induces epithelial-mesenchymal transition in 

ovarian cancer cell31–33. Thus, this chemokine promotes migration, invasion and metastasis 

formation31–33. Also, IL-8 promotes ovarian cancer growth both in 3D spheroid models34. We 

could not assess MDSC infiltration in our study as we did not have, in the IMC panel used, the 

specific markers to identify them. On the other hand, the tumor cells close to CD73+ 

regulatory 𝛾δ T cells express high levels of Zeb-1, the transpiration factors associated with 

EMT. Furthermore, these cells express higher levels of PD-L1, an inhibitory immune 

checkpoint. Studies have showed that when tumor cells enters in EMT, the expression of EMT 

transcription factors such as SNAIL and Zeb-1 induces the expression of other genes, including 

PD-L135–37. Thus, we hypothesise that CD73+ 𝛾δ T cells participate to patients’ worse survival 

through the inhibition of anti-tumor cell functions via an IL-10 dependent mechanism; and by 

promoting tumor growth and migration through an IL-8 dependant mechanism.  

Daley et al showed in a murine pancreatic cancer model that 𝛾δ infiltrating the tumors display 

strong immunosuppressive functions through PD-1/PD-L1 axis11. Indeed, 50% of infiltrating 𝛾δ 

T cells express PD-L1 and induce exhaustion of αβ T cells. The authors also showed that 𝛾δ T 

cells express high levels of CD39 (ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1) when 

infiltrating these tumors. CD39 is an ectonuleotidase involved in the production of adenosine, 
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an immunosuppressive molecule38. However, the authors did not investigate CD73 expression 

in their study. Adenosine derives from extracellular ATP produced by apoptotic cancer cells. 

Extracellular ATP is a potent immunostimulatory molecule that participates in the 

establishment of an anti-tumor immune response. The ectonucleotidases CD39 and CD73 

catabolize ATP to AMP, and AMP to adenosine respectively. It is not mandatory that both 

ectonucleotidases are expressed by the same cells to generate adenosine, the close proximity 

of cells expressing either CD39 or CD73 is sufficient. Adenosine inhibits DC maturation, 

effector and helper T cell activation and functions, and enhances on the opposition the 

functions of MDSCs, regulatory T cells and M2 macrophages39–43. In our study, regulatory 𝛾δ 

T cell are characterized by the expression of CD73 but they can also express various immune 

checkpoints as PD-L1, CD39 and Lag-3. This suggest that, in addition to the effects mediated 

by IL-10 and IL-8, CD73+ 𝛾δ T cells might mediate immunosuppression and favour cancer 

growth through ICI and adenosine. 

Chronic inflammation is one of the hallmarks of cancer, and thus in involved in tumorigenesis 

as well as in tumor progression. Cytokines mediate chronic inflammation and are involved in 

cancer progression by regulating, for example, immune cells functions. High levels of IL-6 have 

been observed in ovarian cancer patient samples and both cancer cells and CAF secrete it. IL-

6 inhibits the DCs maturation, induces TAMs-M2 polarisation, which in turn compromise T cell 

activation and functions39,40. In addition, IL-6 presence in the TME of ovarian cancer patients 

is associated with a poor-prognosis and an increased tumor progression. Thus, clinical trials 

using monoclonal antibodies targeting IL-6 effect have been conducted on ovarian cancer 

patients. Siltuximab targets and inhibits the cytokine directly (NCT00841191)41, while 

Tocilizumab targets IL-6 receptor (NCT01637532)42. Furthermore, we and others observed 

that CAF are the main IL-6 producers in ovarian tumors and that IL-6 induces CD73 expression 

by 𝛾δ T cells (data not shown and 15). Thus, the proximity observed between CD73+ 𝛾δ T cells 

and CAF by IMC experiments allows to propose a mechanisms where CAF-produced IL-6 leads 

to the recruitment or the polarization of 𝛾δ T cells into CD73+ suppressive 𝛾δ T cells in ovarian 

TME. Then 𝛾δ T cells display their immunosuppressive functions via the production of 

adenosine, IL-10 and IL-8, and in fine promote tumor growth. These findings are consistent 

with the work of Hu et al, who showed that CAF-derived IL6 induced CD73+ 𝛾δ T cell 

differentiation in human breast cancer. CD73+ 𝛾δ TILs in breast cancer produced high levels 



164 
 

of adenosine following the activation of the IL6/STAT3 signaling pathway. They also showed 

that CD73+ 𝛾δ T cells could in turn promote IL6 secretion by CAFs through activating the 

adenosine/A2BR/p38MAPK pathway thereby forming a positive feedback loop15. This 

interplay between CAF and CD73+ 𝛾δ T cells might thus be a general mechanism existing in all 

solid cancers. Our preliminary data show that CD73+ 𝛾δ T cells are present in pancreatic and 

colorectal cancer (data not shown), but the exploration of their ecosystem remains to be 

analyzed.  

Altogether, our study identified CD73+ 𝛾δ T cells as a key mediator of immunosuppression in 

ovarian cancer and a new prognostic factor of human ovarian cancer. Moreover, the 

eradication of these cells might be a potential treatment to remove the immunosuppression 

and restore an effective anti-tumoral response. 
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Figures and legends 
 

 

Figure 1. Impact of CD73+ γδ T-cells on survival of human ovarian cancer. (A) Detection of γδ 

T cells in 91 ovarian tumor samples by immunofluorescence. The figure shows the staining of 

one representative tumor. (B) Scatter plots comparing γδ T-cell density in short-term surviving 

(ST) patients compared to long-term surviving (LT) patients (C) Scatter plots comparing CD73+ 

γδ T-cell density in short-term surviving (ST) patients compared to long-term surviving (LT) 

patients. (D) Overall survival analysis depending on CD73+ γδ T-cell density in patients. Data 

are the mean ± SEM. *** p < 0.001; **** p < 0.0001 (Mann–Whitney test for panels B and C ; 

logrank test for survival analysis) 
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Figure 2. IL-8 and IL10 expression in ovarian CD73- and CD73+ γδ TILs (A) Cumulative data 

presenting the percentage of immune infiltrate (CD45+ cells among the living cells); 

percentage T lymphocytes (CD3+ cells among CD45+); percentage of γδ T cells (among the 

CD3+) and percentage of CD73+ cells among γδ T cells (n=2 or 3). Cumulative data of 3 ovarian 

cancer patients showing the percentage of (B) IL-10 and (C) IL-8 positive cells in CD73- and 

CD73+ γδ TILs. 
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Figure 3. Ovarian tumor tissue description using imaging by mass cytometry. (A) Pie chart 

representing the mean value of each identified cell type in 46 selected ROI (B) Pie charts 

representing the mean value of each identified immune cell type in the selected 46 ROI(B) Dot 

plots representing γδ TILs in CD3 positive cells and CD73 positive γδ cells in γδ TILs (D) Heat 

map representing the expression of various markers by CD73- and CD73+ γδ TILs. 

 



172 
 

 

Figure 4. Comparison of CD73- and CD73+ γδ TILs neighbourhood (frequency). (A) Dot plots 

representing significantly different cell population frequencies in contact with CD73- and 

CD73+ γδ TILs. (B) Dot plots representing macrophage and DC population frequencies in 

contact with CD73- and CD73+ γδ TILs. * p < 0.05 ** p < 0.005 *** p < 0.001 (Wilcoxon paired 

t test). 
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Figure 5. UMAP representing stromal compartment in the neighbourhood of CD73- and 

CD73+ γδ TILs. Clustering of CAF (A) and Tumor cells (B) according to functional marker 

expression in the neighbourhood of whole (left panels), CD73- (medium panels) and CD73+ 

(right panels) γδ TILs. 
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Figure 6. Comparison of markers expression by immune compartment in the neighbourhood 

of CD73- and CD73+ γδ TILs. Clustering of (A) CD4 TILs (B) CD8 TILs and (C) γδ TILs according 

to of functional marker expression in the neighbourhood of whole (left panels), CD73- 

(medium panels) and CD73+ (right panels) γδ TILs. 
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Figure 7. IL-6 production by CAF and ovarian cancer cell lines Dot plot representing the 

quantity of IL-6 produced by primary CAF and 4 different ovarian cancer cell lines  
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Figure 8. Involved mechanisms in the implementation of an immunosuppressive TME in 

ovarian tumor.  Interplay between γδ TILs, CAF, Tumor cells and immune cells. 
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Supplemental materials 
 

Figure S1. Impact of γδ T-cells on survival of human ovarian cancer. Overall survival analysis 

depending on γδ T-cell density in patients. Data are the mean ± SEM. Logrank test was 

performed for survival analysis. 
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 Figure S2. Ovarian tumor tissue description using imaging by mass cytometry. Cumulative 

data of 46 ROI from 5 ovarian cancer patients showing the frequency of each identified cell 

populations 
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Figure S3. Imaging by mass cytometry example of selection and identification of CD73- and 

CD73+ γδ TILs. 
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Figure S4. Comparison of CD73- and CD73+ γδ TILs neighbourhood. Dot plots representing 

cell populations in contact of CD73- and CD73+ γδ TILs. ns: non-significant (Wilcoxon paired t 

test). 
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Figure S5. Comparison of CD73+ γδ TILs and Treg neighbourhood. (A) Pie chart representing 

the mean value of each identified cell type from the 46 ROI studied (B) Dot plots representing 

cell population frequencies in contact of CD73+ γδ TILs and Treg * p < 0.05 ** p < 0.005 

(Wilcoxon paired t test). 
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Figure S6. Visual validation of the neighbors. Visualisation according to phenotypic marker 

expression in the neighbourhood of CD73- (right panels) and CD73+ (left panels) γδ TILs. 

Example of macrophages (CD68) and CAF (Vimentine). The orange square is the zoom of a 

CD73- γδ TIL and its neighbors. The green square is the zoom of a CD73+ γδ TIL and its 

neighbors. 
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Figure S7. Validation of the phenotype of neighbors of CD73+ and CD73- γδ TILs using 

supervised analysis. (A) CAF, (B) Tumor cells, (C) CD4 TILs and (D) CD8 TILs 
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         Table S1. Main clinicopathological characteristics of ovarian cancer patient 
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Table S2. List of antibodies used for flow cytometry experiments 
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      Table S3. List of antibodies used for imaging by mass cytometry experiment 
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Discussion 
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Bien que les LT γδ offrent des perspectives intéressantes pour des applications cliniques en 

immunothérapie cellulaire, il est clair que leurs fonctions pro-tumorales doivent être prises en 

compte. En effet, divers facteurs environnementaux peuvent polariser ou différencier les LT 

γδ, entraînant une perte de leurs fonctions anti-tumorales. De plus, d'importantes avancées 

permettant la compréhension de la biologie des LT γδ ont révélé une grande diversité dans la 

fonctionnalité et les modes d'activation de ces cellules, donnant un nouveau défi à la 

communauté scientifique : mieux caractériser et comprendre le rôle des différents sous-types 

de LT γδ en fonction du contexte biologique/pathologique dans lequel ces cellules 

interviennent.  

C’est autour de cette question que s’est articulée mon travail de thèse : à savoir la 

caractérisation du phénotype, des fonctions et de l’écosystème de LT𝛾δ suppresseurs, 

population précédemment identifiée par mon équipe.  

Dans une étude publiée en 2017, mon équipe a décrit pour la première fois une sous-

population de LT V𝛾9Vδ2 présentant des fonctions immunosuppressives et caractérisée par 

l’expression de l’ectonucléotidase CD73162. En première partie de mon travail de thèse, j’ai 

identifié une sous-population de LT Vδ1 exprimant CD73 et présentant des fonctions 

immunosuppressives. Combinés à l’étude précédente de l’équipe, ces résultats montrent que 

l'IL-21 favorise l'émergence de populations de LT régulatrices 𝛾𝛿 (V𝛾9V𝛿2 ou V𝛿1) 

caractérisées par l'expression de CD73 et ayant des fonctions régulatrices par la production 

de molécules immunosuppressives, telles que l'adénosine, l'IL-10 et l'IL-8.  

L'ATP et l'adénosine extracellulaires sont parmi les modulateurs les plus puissants des cellules 

tumorales et des réponses immunitaires dans les tumeurs. Les cellules apoptotiques libèrent 

de l'ATP qui agit comme un signal majeur pour le recrutement des phagocytes220, et qui est 

essentiel pour l'immunogénicité des cellules cancéreuses apoptotiques221. L'ATP 

extracellulaire favorise le recrutement et la maturation des DC, deux étapes essentielles pour 

l'amorçage de la réponse immunitaire anti-tumorale spécifique222. L'ATP inhibe également la 

prolifération des cellules tumorales, mais pas des cellules saines, et favorise la mort des 

cellules cancéreuses223. À l'inverse, l'adénosine atténue la réponse immunitaire en bloquant 

les fonctions des cellules effectrices et en stabilisant les cellules T régulatrices 

immunosuppressives. Elle inhibe l'activation des DC224, la production de cytokines Th1/Th2, la 

prolifération et l'activation des LT109, l’activation et la cytotoxicité des cellules NK110, et 
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renforce les fonctions suppressives des Treg225 et des TAM-M2226. Ainsi, via leur capacité à 

produire de d'adénosine, les LT 𝛾δ CD73+ participent à l'établissement d'un 

microenvironnement immunosuppressif. Ces données apportent une justification moléculaire 

aux travaux de Hu et al208 qui ont rapporté une importante infiltration de LT 𝛾𝛿 CD39+ dans 

les tissus tumoraux de CCR et ont mis en évidence leur activité régulatrice via la production 

d'adénosine sans pour autant avoir analysé l’expression de CD73 par les LT 𝛾𝛿 CD39+. Le 

niveau élevé d'IL-21 dans le microenvironnement des cancers (en particulier CCR), pourrait 

favoriser le recrutement et/ou l'amplification des LT 𝛾𝛿 CD73-positifs dans le TME comme 

nous l’avons montré in vitro. 

Les LT 𝛾δ CD73+, via leur capacité à produire de l'IL-10, participent aussi à inhiber la réponse 

anti-tumorale. En effet, IL-10 est fréquemment régulée à la hausse dans le TME de divers types 

de cancer227 et affecte de nombreux mécanismes ou acteurs de la réponse anti-tumorale. Elle 

affecte directement les fonctions des CPA en inhibant l'expression du CMH et des molécules 

de co-stimulation, ce qui induit une diminution des fonctions des LT ou une tolérance de ces 

cellules vis-à-vis des cellules cibles. L'IL-10 inhibe également la production des cytokines Th1 

et favorise les fonctions des Treg. En outre, une corrélation directe entre la présence de l'IL-

10 dans le cancer du sein et l'inhibition de l'apoptose des cellules tumorales a été démontrée, 

ce qui suggère qu'en plus de ses fonctions immunosuppressives, l'IL-10 peut favoriser 

directement la croissance tumorale. Bien que le rôle pro-tumoral de l'IL-10 en tant que facteur 

immunosuppresseur soit bien documenté, il pourrait également avoir une fonction anti-

tumorale dans des contextes spécifiques. Par exemple, dans des modèles murins de tumeurs, 

l'IL-10 agit comme une cytokine immunostimulante, entraînant la régression de la tumeur et 

l'inhibition des métastases228,229. Néanmoins, les mécanismes moléculaires de cet effet n'ont 

pas encore été entièrement caractérisés.  

Dans le contexte de mes travaux de recherches, j’ai montré que l'IL-8 fait également partie de 

l'arsenal immunosuppresseur des LT 𝛾δ CD73+. Elle favorise le développement tumoral en 

soutenant l'immunosuppression locale via le recrutement des MDSC et des neutrophiles et en 

favorisant l’angiogenèse, ainsi que la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules 

tumorales205. 

L'un des principaux défis associés à la caractérisation des sous-populations de LT 𝛾𝛿 CD73+ 

réside dans l'évaluation de leur présence in vivo ainsi que de leur pertinence dans les 
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pathologies humaines, telles que le cancer. Nous avons démontré qu'une forte infiltration de 

LT 𝛾𝛿 est présente principalement dans les échantillons de cancer du sein de haut grade 

(chapitre 1 et chapitre 2 des résultats). Ceci est en accord avec de précédentes études 

montrant que la présence de LT 𝛾𝛿 est associée à un mauvais pronostic dans le cancer du 

sein204. De plus, nous avons constaté que 20% des LT 𝛾𝛿 infiltrant la tumeur expriment CD73, 

ce qui soutient l'hypothèse de la présence de LT 𝛾𝛿 régulateurs/immunosuppresseurs dans 

les tumeurs du sein. Nous avons également montré que les LT γδ CD73+ infiltrant les tumeurs 

expriment plus d’IL-10 et d’IL8 et de points de contrôles immunitaires (tels que PD-L1, TIGIT 

et PD-L2) que leurs homologues CD73-. Cela suggère que ces cellules pourraient favoriser le 

développement tumoral via les mécanismes identifiés in vitro et décrits précédemment avec 

en plus une autre corde à leur arc : les points de contrôles immunitaires. A l’inverse, Wu et ses 

collègues ont constaté que dans les échantillons de TNBC (non inclus dans la cohorte de tissus 

frais que nous avons analysée), la présence de LT γδ est associée à un bon pronostic chez les 

patientes230. Ceci suggère qu’en fonction du sous-type de cancer (classification moléculaire 

différente, présence de diverses mutations, localisation…), la présence de LT𝛾δ peut être 

bénéfique ou délétère. De ce fait, des études supplémentaires sont nécessaires pour 

déterminer si les sous-populations de LT 𝛾𝛿 infiltrants les tissus diffèrent selon les sous-types 

de cancer du sein et autres types de cancers ; et pour comprendre le rôle de chaque sous-

population dans l’évolution des pathologies. 

La suite de ma de ma thèse a été focalisé sur l’étude de l’infiltrat T𝛾δ dans les cancers. Nous 

avons d’abord étudié l’infiltrat LT𝛾δ dans 4 cohortes de patients atteints de cancer du sein, 

colorectal, pancréatique et ovarien. Pour cela, nous avons d’abord validé un nouvel outil pour 

étudier les LT𝛾δ sur des coupes de tissus humaines : l’utilisation de l’anticorps H-41 en IHC, un 

anticorps monoclonal anti-TCRδ. Les résultats obtenus suggèrent que la présence ou le 

recrutement des LT γδ dans les tissus dépend du contexte (sain ou pathologique) et de 

l'organe, et est associée à l'infiltration globale des TIL (Résultats, chapitre 2). 

Dans le cancer du sein, la densité des LT γδ est très hétérogène entre les échantillons de 

tumeurs, mais est supérieur dans les tumeurs de haut grades suggérant comme d'autres l'ont 

déjà montré, que la présence de lymphocytes T γδ est associée à un stade tumoral tardif et à 

un mauvais pronostic dans le cancer du sein204. De plus, nous avons constaté que la densité 

des LT γδ a tendance à être plus élevée dans le TNBC que dans les autres types de cancer du 
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sein. Les TNBC sont des tumeurs très hétérogènes231–234: certaines sont très agressives et de 

mauvais pronostic, tandis que d'autres affichent des pronostics similaires ou meilleurs que les 

cancers du sein à récepteurs hormonaux positifs. Cela suggère que d'autres paramètres 

doivent intervenir dans le pronostic et la progression du cancer du sein, comme 

l'environnement immunitaire de la tumeur. Ye et al ont montré que des LT γδ régulateurs sont 

présents dans le MET des tumeurs du sein, soutenant l'idée que leur présence dans le 

microenvironnement tumoral est associée à un mauvais pronostic235. A l'inverse, Hidalgo et 

al236 ont montré la présence de LT γδ dans le TNBC et suggèrent plutôt un rôle anti-tumoral 

de cette sous-population de LT, allant dans le sens des observations de Wu et al. Ces études 

ont été réalisées sur un petit nombre de cas et nous avons donc décidé d’étudier l’impact de 

l’infiltrat γδ dans une cohorte plus importante de patientes atteintes de cancer du sein triple 

négatif. Nous avons étudié les corrélations entre les données clinicopathologiques et l'impact 

pronostique des TIL, en particulier des γδ TIL, chez 162 patientes atteintes d'un cancer du sein 

triple négatif (TNBC). Cette étude, dans laquelle je suis second auteure (annexe 3), révèle 

qu’une densité plus élevée de LT γδ est significativement associée à un âge plus jeune, à un 

grade histologique tumoral plus élevé, à une meilleure réponse aux chimiothérapie adjuvante, 

à la méthylation du promoteur BRCA1, à la densité des TIL et à l'expression de PD-L1 et PD-1. 

Dans les analyses multivariées, l'infiltration des LT γδ est un facteur pronostique indépendant 

de la survie des patientes. Cependant, cet impact pronostique varie en fonction du statut 

mutationnel tumoral PIK3CA. Une forte infiltration de LT γδ est associée à une meilleure survie 

chez les patients présentant des tumeurs non-mutées pour la PIK3CA, et n’impacte pas la 

survie dans le sous-groupe des tumeurs mutées PIK3CA. Dans l'ensemble, ces données 

suggèrent qu'un infiltrat élevé de LT 𝛾δ est corrélé à l'infiltration immunitaire et à une 

meilleure survie des patientes atteintes de TNBC, ce qui est en accord avec les observations 

d’Hidalgo et al et Wu et al. Mais cela conforte également l’idée selon laquelle l’infiltration de 

LT𝛾δ au site tumoral peut être bénéfique ou délétère en fonction des caractéristiques 

moléculaires et des sous-types de cancers. 

La suite des résultats obtenus semble confirmer cette hypothèse puisqu’en fonction du cancer 

étudié, la densité des LT γδ varie et leur présence associée ou non à des stades avancés. 

L’impact des LT𝛾δ dans le développement du cancer colorectal a montré des effets pro- ou 

anti-tumoraux en fonction des études et des auteurs. Wu el al ont montré que les LT γδ 
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participent au maintien de l’inflammation dans le CRC via la production d’IL-17, ce qui favorise 

le développement tumoral205. A l’inverse, Mikulak et al ont montré que les LT Vδ1 présents 

dans les tissus de CRC ont de fortes activités cytotoxiques, et que des fréquences plus élevées 

en LT Vδ1 dans les tissus sains adjacents des tumeurs chez les patients atteints de CRC sont 

corrélées à un risque plus faible de développer des stades de maladie métastatique III/IV237. 

Nos données vont dans le même sens et montrent que la densité des LT γδ est plus faible dans 

les échantillons tumoraux comparé à du tissu sain adjacent, et que la densité de LT γδ est la 

plus faible dans les échantillons de stade IV et métastatiques par rapport aux échantillons 

d'adénomes suggérant un rôle bénéfique des LT γδ. Ces données sont en corrélation avec le 

concept d'Immunoscore, une méthode de classification basée sur la présence et la densité des 

cellules effectrices, notamment des LT CD8, dans le microenvironnement tumoral. De 

nombreuses études ont montré que les patients atteints de cancer du côlon et présentant un 

faible Immunoscore (c'est-à-dire une faible infiltration de LT et de LT CD8 CTL au site tumoral) 

ont un mauvais pronostic, avec des chances de survie réduites. À l'inverse, les patients 

présentant des infiltrats immunitaires élevés dans la tumeur (c'est-à-dire un Immunoscore 

élevé) ont un bon pronostic238,239. L’étude plus poussée des sous-populations de LT γδ (anti- 

versus pro-tumorales) et de leurs fonctions dans le cancer colorectal permettrait d’en faire un 

marqueur renforçant ou complétant l’Immunoscore. 

Le cancer du pancréas est une tumeur dont la malignité, la morbidité et la mortalité sont 

élevées pour plusieurs raisons. Premièrement, son diagnostic est souvent très tardif, les 

tumeurs sont donc déjà à un stade avancé. Ensuite, le cancer du pancréas présente une faible 

immunogénicité, en partie due à son faible taux de mutation, ce qui peut expliquer le manque 

de LT effecteurs infiltrant la tumeur240. En particulier, le nombre de LT CD8, qui est corrélé à 

une bonne réponse clinique à l'immunothérapie, est significativement plus faible dans les 

cancers "non immunogènes", comme le cancer du pancréas, par rapport aux cancers 

"immunogènes", comme le mélanome241. De plus, il a souvent été rapporté que les LT 

effecteurs sont exclus du microenvironnement des tumeurs pancréatiques, notamment grâce 

au stroma du MET (plus particulièrement les CAF) qui viennent entourer les cellules tumorales 

et créent une barrière physique empêchant l’infiltration des cellules de l’immunité242–244. En 

accord avec ces connaissances, nous avons constaté que la densité des LT γδ est faible dans 

les échantillons tumoraux, alors qu'elle est beaucoup plus élevée dans les échantillons de 
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pancréatite épinéoplasique, une zone hautement enflammée riche en cellules immunitaires 

qui peut entourer les tumeurs pancréatiques dans certains cas. Il y a exclusion des cellules 

immunitaires du MET et elles sont relocalisées dans les zones inflammatoires245. De ce fait, 

trouver le moyen d’améliorer l’infiltration des cellules immunitaires en intra-tumoral pourrait 

permettre d’améliorer le pronostic des patients. Cependant, en améliorant l’infiltration des 

LT γδ, on favorise également l’infiltration de cellules à fonctions pro-tumorales. En effet, dans 

un modèle de PDAC, Daley et al ont montré que 40% des LT infiltrant les tumeurs sont des LT 

γδ et que ceux-ci inhibent la prolifération et les fonctions des LT αβ par un mécanisme PD-

1/PD-L1 dépendant. Il faudrait donc améliorer l’infiltration des cellules immunitaires, tout en 

excluant ou inhibant les cellules à fonctions immunosuppressives. 

Le cancer de l'ovaire est un autre cancer dévastateur pour lequel le diagnostic se fait 

malheureusement tardivement. La tumeur est en générale à un stade clinique avancé (III/IV) 

chez plus de 70 % des patientes au diagnostic et plus de 70% des patientes présenteront une 

rechute, et le taux de survie globale à cinq ans est inférieur à 30%246. Dans notre étude, la 

densité des LT γδ est plus élevée dans les échantillons tumoraux (bien qu'hétérogène) par 

rapport aux échantillons de tissus sains. On observe, bien que cela ne soit qu’une tendance, 

que la densité de LT γδ est plus élevée dans les stades avancés du cancer, suggérant que leur 

présence est plutôt délétère pour les patients. Chen et al ont montré LT𝛾δ infiltrants les 

tumeurs d’ovaires humaines sont principalement des LT Vδ1 qui présentent une activité 

cytotoxique réduite et inhibent la prolifération des LT CD4, suggérant que les LT γδ pourraient 

avoir des rôles critiques dans la progression du cancer de l'ovaire209. Une critique est quand 

même à faire sur ce papier, notamment concernant les résultats d’IHC. En effet, les images 

présentées dans ce papier nous amènent à douter de la qualité du marquage. Les LT 𝛾δ étant 

des lymphocytes T, ceux-ci doivent normalement avoir une petite taille, ainsi qu’un 

cytoplasme réduit. Or, sur les images du papier, les cellules présentent un cytoplasme très 

large et une taille cellulaire supérieure à celle d’un LT classique. En se basant sur ces résultats, 

nous avons voulu tester l’anticorps utilisé dans cette étude et valider sa spécificité sur des LT 

Vδ1 purifiés. Les résultats montrent que cet anticorps ne reconnait pas les LT Vδ1, et nous 

amène à douter des résultats et conclusions de cette étude. 

Ayant à notre disposition une cohorte de patientes atteintes de cancer de l’ovaire ainsi que 

leurs données cliniques, nous avons évalué l’impact de la densité de LT γδ CD73+ sur la survie 
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des patientes. Les résultats obtenus montrent que les patientes présentant une densité intra-

tumorale élevée de LT γδ CD73+ ont une survie globale significativement plus courte que les 

patientes avec une faible densité de LT γδ CD73+ suggérant que la fréquence intra-tumorale 

des LT γδ CD73+ pourrait être un facteur de mauvais pronostic des cancers de l’ovaire. Ces 

résultats ont fait l’objet d’un dépôt de brevet (EP20305290 - PCT/EP2021/057050: Method for 

predicting the survival time of patient suffering from a cancer). En accord avec nos résultats, 

Hu et al ont montré que la survie globale des patientes atteintes d'un cancer du sein avec une 

faible densité de LT γδ CD73+ intra-tumoraux était significativement meilleure que celles qui 

avaient une densité élevée LT γδ CD73+. De plus, chez les patientes avec une densité intra-

tumorale élevée de LT γδ CD73+, la présence de LT CD8+ n'est plus associée à un pronostic 

favorable, alors que chez les patients avec une faible densité de LT γδ CD73+, la présence de 

LT CD8+ améliore significativement la survie247. Ces données indiquent que la présence des LT 

γδ CD73+ dans le MET impacte l’activité des LT CD8+ et donc leur facteur pronostique 

renforçant ainsi l’hypothèse principale de ma thèse selon laquelle la présence de LT γδ CD73+ 

pourrait être un marqueur très robuste de pronostic défavorable dans les tumeurs solides. 

Des investigations complémentaires dans divers cancers solides pour valider le caractère 

pronostique des LT γδ CD73+ sont nécessaires afin de pouvoir généraliser ces observations à 

d’autres cancers solides, et peut être proposé un nouvel outil pronostique ou prédictif aux 

cliniciens pour l’évaluation des patients et leur prise en charge.  

La dernière partie de ce travail a été consacrée à la caractérisation approfondie de ces 

populations régulatrices (LT γδ CD73+). Pour cela, nous avons choisi d’analyser leur 

localisation, distribution et interactions cellulaires (écosystème) au sein du MET en les 

comparant aux populations LT γδ effectrices (LT γδ CD73-). Pour étudier la distribution spatiale 

et l’écosystème des LT γδ effecteurs (CD73-) et régulateurs (CD73+), nous avons travaillé en 

collaboration avec la plateforme d’imagerie par cytométrie de masse (IMC) de notre institut. 

Cette technique innovante permet d’analyser sur des coupes fixées de tissus 35 marqueurs 

phénotypiques et fonctionnels en une étape unique grâce à un marquage multiplexé. J’ai 

concentré mes travaux sur le cancer de l’ovaire pour lequel nous avons démontré la présence 

de LT γδ CD73+ fonctionnels dans le MET, ainsi que leur rôle pronostique. Les premières 

observations m’ont permis de voir que les LT γδ suppresseurs (CD73+) et les LT γδ effecteurs 

(CD73-) ont une répartition spatiale et un écosystème différent. En effet, ces deux populations 
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ont des partenaires cellulaires différents, avec, par exemple, plus de CAF à proximité des LT 

γδ suppresseurs, et plus de cellules immunitaires activées à proximité des LT γδ effecteurs. La 

présence des CAF à proximité des LT γδ CD73+ a particulièrement attiré notre attention du 

fait que dans leur étude, Hu et al ont montrent que, dans le cancer du sein, l’IL-6 produite par 

les CAF induit l’expression de CD73 par les LT γδ infiltrant les tumeurs. De plus, ils montrent 

que ces LT γδ régulateurs se retrouvent à proximité des CAF et induisent par un mécanisme 

adénosine dépendant la sécrétion d’IL-6, créant ainsi une boucle de rétroaction positive entre 

ces deux partenaires. Ceci est d’autant plus intéressant, que les LT γδ seuls semblent de bon 

pronostic dans ce type de cancer, mais l’étude de l’impact des LT γδ CD73+ sur la survie des 

patients montre que ceux-ci sont de mauvais pronostic. Nos résultats montrent eux aussi une 

proximité, ou plutôt un contact, entre les LT γδ CD73+ et les CAF, et un impact de la présence 

des LT γδ CD73+ sur la survie des patientes. L’analyse du surnageant de CAF primaires dérivés 

de tumeurs ovariennes de patientes montre qu’ils produisent de fortes quantités d’IL-6. Ceci 

suggère que cette boucle de rétroaction décrite dans le cancer du sein est probablement 

retrouvée dans les cancers ovariens. Cependant, savoir si ce sont les CAF ou les LT γδ CD73+ 

qui initient ce processus reste à déterminer. Récemment, Seifert et al ont montré dans le 

cancer du pancréas que les LT γδ se positionnent principalement à proximité des cellules 

pancréatiques étoilées (PSC, Pancreatic stellate cells) qui sont des cellules fibroblastes-like248. 

Ils montrent également par des expériences de co-culture entre des LT γδ de donneurs sains 

et des PSC dérivés de patients que les LT γδ stimulent la production d’IL-6 par les PSC. Ceci 

nous amène à penser que l’induction de cette boucle de communication entre les LT γδ CD73+ 

et les CAFs se fait à l’initiative des LT γδ, mais cela reste à prouver, d’autant plus que dans le 

microenvironnement tumoral de nombreux autres types cellulaires sont présents, et qu’un 

potentiel troisième partenaire pourrait également intervenir. L’ensemble de ces résultats 

laissent penser que ce mécanisme, présenté en figure 26, peut être généralisé à tous les 

cancers solides, mais des études complémentaires sont nécessaires pour le prouver. 
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Figure 26 : Mécanismes d’immunosuppression proposé. Via l’expression de PD-L1 et la 

production de molécules immunosuppressives telles que l’IL-10 et l’adénosine, les LT γδ CD73+ vont 

inhiber les fonctions anti-tumorales de diverses cellules effectrices. L’IL-10 peut également impacter 

et favoriser les fonctions des Treg et autres cellules immunosuppressives. L’IL-8 produite par les LT γδ 

CD73+ agit en tant de chimioattractant pour les MDSCs, favorise l’angiogenèse (non présenté sur ce 

schéma), et induit la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules tumorales, traduite par 

l’expression de Zeb1 ici. Enfin, l’adénosine produite par les LT γδ CD73+ induit la production d’IL-6 par 

les CAF. L’IL-6 produite agit d’une part sur les LT γδ en augmentant l’expression de CD73 par ces 

derniers, et, d’autre part, sur les cellules tumorales en augmentant l’expression de Zeb1 par celles-ci. 

 

L’ensemble de mes travaux de thèse ont permis 1- de mettre en évidence le rôle néfaste que 

peuvent avoir les LT γδ dans les cancers solides et 2- d’identifier les mécanismes impliqués 

dans cette fonction pro-tumorale. L’ensemble de mes travaux auront un impact aussi bien du 

point de la recherche fondamentale que translationnelle et clinique. En effet, ces résultats 

apportent une meilleure compréhension de la biologie et du rôle des LT γδ humains au cours 

du développement du cancer, avec notamment la caractérisation approfondie d’une nouvelle 

sous-population LT γδ régulatrice, sa localisation et ses fonctions au sein du MET. Ils apportent 

également un potentiel nouvel outil pour les cliniciens avec l’utilisation des LT γδ régulateurs 
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comme marqueur pronostique des cancers solides permettant une meilleure prise en charge 

des patients.  

Compléter la caractérisation de ces populations par l’étude des voies métaboliques utilisées 

par les LT γδ est particulièrement pertinente puisqu’il est maintenant établi que le 

métabolisme des cellules cancéreuses est modifié conduisant à un MET appauvri en 

métabolites énergétiques (appauvrissement en glucose), hypoxie (peu d’oxygène) et acide 

(présence de lactate), impactant ainsi leur environnement. En effet, une compétition pour le 

glucose entre les cellules tumorales et les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TILs) se met en 

place et influence la progression du cancer en impactant les fonctions des TILs effecteurs249. 

Alors que les lymphocytes T effecteurs anti-tumoraux utilisent la glycolyse aérobie avec une 

consommation massive de glucose pour générer leurs fonctions effectrices telles que la 

production de cytokines, les lymphocytes T régulateurs se servent de la phosphorylation 

oxydative mitochondriale, voie métabolique consommant moins de molécules de glucose, 

pour soutenir leur survie, leur différenciation et leurs fonctions250. Ces données suggèrent que 

le programme métabolique des LT γδ pourrait dépendre de leur différenciation en 

lymphocytes effecteurs (CD73-) ou régulateurs (CD73+). Au vu de la difficulté à isoler les LT𝛾δ 

intra-tumoraux et leur faible nombre, l’utilisation de techniques classiques d’analyses du 

métabolisme tel que le Seahorse ne sont pas envisageables. Cependant, de nouvelles 

techniques ont été développées ces dernières années afin d’étudier le programme 

métabolique au niveau de la cellule unique par des analyses en cytométrie en flux (méthode 

SCENITH développée par le Dr Rafael Arguello, CIML)251, ce qui nous permettrait d’étudier les 

voies métaboliques utilisées par les LT γδ CD73- et CD73+ présents dans le TME. Continuer le 

projet dans cette direction pourrait apporter de précieuses et nouvelles informations. 

Pour aller plus loin dans l’étude des lymphocytes T γδ effecteurs et régulateurs et de leurs 

écosystèmes, nous pourrions également réaliser une analyse transcriptomique spatiale, à 

savoir étudier les ARN exprimés par des régions tumorales sélectionnées pour la présence de 

lymphocytes T γδ CD73- ou CD73+ par l’une des nouvelles technologies permettant de faire 

du single-cell spatial transcriptomics. Ceci permettrait de mieux définir les caractéristiques 

moléculaires des cellules tumorales (et autres cellules du MET) au contact des LT γδ 

cytotoxiques ou régulateurs et d’identifier des molécules ou des marqueurs spécifiques 

exprimés par les cellules tumorales qui pourraient être impliqués dans l'évasion immunitaire 
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et/ou la résistance aux thérapies anticancéreuses. De plus, l'analyse des profils 

transcriptomiques des populations de LT γδ pro-tumoraux pourrait permettre l'identification 

de signatures spécifiques utilisables comme marqueurs pronostiques dans l'évolution de la 

maladie ou prédictifs de la réponse au traitement. 

Une meilleure connaissance des caractéristiques et propriétés des LT γδ régulateurs pourrait 

également être très intéressante dans d’autres contextes pathologiques et apporter 

potentiellement de nouvelles pistes de traitements, notamment dans le cas des maladies 

auto-immunes. En effet, le potentiel immunosuppresseur des LT γδ CD73+ pourrait être 

extrêmement bénéfique, de la même manière que les LT γδ17 sont délétères dans le cancer 

et les maladies auto-immunes, mais bénéfiques dans la lutte anti-infectieuse214,252–254. La 

prévalence des maladies auto-immunes dans la population générale est estimée entre 3 et 5 

%255. Parmi celles-ci, près de la moitié sont des maladies rhumatismales auto-immunes. Ce 

groupe d'affections inflammatoires chroniques entraîne souvent une morbidité à vie et une 

mortalité précoce. Les thérapies actuellement disponibles sont loin d'être satisfaisantes, car 

elles ne sont que partiellement efficaces et ne guérissent aucune de ces maladies bien 

qu’atténuant certains de leurs symptômes. De plus, les nouvelles approches thérapeutiques 

biologiques, y compris l'utilisation d'anticorps monoclonaux pour le traitement des maladies 

auto-immunes, sont largement basées sur une immunosuppression non spécifique entraînant 

des effets secondaires importants qui ne peuvent susciter un environnement suppressif 

durable. De ce fait, l’utilisation d’une thérapie cellulaire basée sur le transfert adoptif de LT γδ 

CD73+ serait bénéfique, d’autant plus que la non-toxicité de ces transferts a déjà été prouvée 

dans le cadre d’études sur le cancer. 
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