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Résume

3. Résumé

Le concept d’immunosurveillance établi au début du XX siecle définit un processus
selon lequel le systéme immunitaire serait capable d’identifier et détruire les cellules
tumorales et agirait comme un moyen de défense important contre le développement de
cancer. Récemment, les données obtenues a partir de nombreuses études dans des modéles
murins et chez ’'Homme offrent des preuves convaincantes que les cellules de I’immunité
adaptatives et innées, ceuvrent de concert pour mettre en place des mécanismes suppresseurs
de la tumeur. Toutefois, dans certaines situations, le systeme immunitaire pourrait
promouvoir la progression tumorale. L’équilibre instable entre I’action pro et anti- tumorale
de I'immunité est a 1’origine du concept d’immunoediting. Dans I’'immunité tumorale, alors
que le role des lymphocytes T CD8 (LT CDS) a été largement investit, les données cliniques
expérimentales et humaines démontrent la nécessité d’explorer de maniére plus extensive
celui des lymphocytes T CD4 (LT CD4).

Les LT CD4 peuvent étre considérés comme une grande famille de lymphocytes T
caractérisés par différents phénotypes. Ces sous-populations sont toutes différemment
impliquées dans la régulation des réponses immunes, soit par I’action de cytokines qui vont
contribuer a stimuler ou inhiber d’autres types cellulaires de I’immunité adaptative ou innée,
soit par contacts cellulaires directs conduisant a la co-stimulation ou a la suppression des
cellules immunitaires. Par ces divers mécanismes, les LT CD4 pourraient influer sur
I’immunité tumorale de maniére favorable ou délétére. Ainsi au sein des tumeurs, les LT CD4
« helper » Thl, sont principalement associés a un bon pronostic d’évolution alors que les LT
CD4 régulateur, T-Reg, sont le plus souvent définis, de par leur fonction suppressive, comme
un obstacle majeur a I’immunité anti-tumorale. Aux cotés de ces fonctions « helper » ou
suppressive, des LT CD4 présentant une activité cytotoxique directe en réponse a des agents
pathogénes variés, ont ¢été identifiés chez ’'Homme et la souris. Ces cellules pourraient
potentiellement contribuer au méme titre que les LT CDS8 cytotoxiques, a la surveillance
immune des cancers, en induisant la lyse spécifique des cellules malignes.

Dans une premicre partie, 1’objectif de ce travail a consisté a examiner 1’activité des
différentes sous-populations de LT CD4 sur la progression tumorale. Par divers aspects,
quantitatifs et qualitatifs, il a ét¢ montré que la compréhension des nombreux roles des LT
CD4 au cours de la réponse anti-tumorale spontanée, ¢était fondamentale pour le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques conduisant a établir une immunité
protectrice et durable.

La majeure partie des traitements standards anticancéreux, consiste en I’administration
de chimiothérapies cytotoxiques. L’impact de ces agents chimiques sur les sous-populations
LT CD4 est donc de premicre importance. Récemment, certains de ces agents thérapeutiques
ont été décrits comme pouvant exercer des effets immunostimulants, encourageant le
développement de traitements combinant chimiothérapies et immunothérapie. Dans une
seconde partie, la capacit¢é immuno-modulatrice des chimiothérapies adjuvantes et néo-
adjuvantes, a été étudiée au sein de la tumeur et dans le sang périphérique, dans 1’objectif
d’une meilleure compréhension de I’activit¢ de ces drogues sur les différentes sous-
populations LT CD4. En plus d’induire la lyse de cellules tumorales essentielle a la résolution
de la tumeur, les chimiothérapies contribueraient par le relargage d’antigénes tumoraux a la
stimulation du systéme immunitaire. D’autres facteurs, consécutifs a I’administration de ces
drogues, interviendraient également dans la modulation de I'immunité tumorale. (i) La
lymphopénie, induite par le traitement, permettrait la création d’une niche favorable a
I’expansion de cellules immunes effectrices. (i) La levée de I’immunosuppression par
cytotoxicité sélective sur les cellules régulatrices (ie T-Reg) de certains de ces agents
chimiques, contribuerait a promouvoir la fonction anti-tumorale de cellules immunes. (iii) Les
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modifications environnementales conduisant a la libération de facteurs solubles, pourraient
influer de manicre décisionnelle sur le développement de réponse immune anti-tumorale au
cours de la chimiothérapie

Par ailleurs, dans un contexte tumoral, en présence ou en absence de traitement, les LT
CD4 cytotoxiques pourraient occuper une place importante dans I’immunité anti-tumorale.
Leur capacité¢ a induire des régressions tumorales a ét¢ démontrée chez la souris. Chez
I’Homme, leur fonction dans I’immunité anti-tumorale demeurait jusqu’a présent
hypothétique bien que leur existence et leur réle dans nombre de pathologies chroniques,
virales, bactériennes et auto-immunes aient été mis en évidence.

Notre travail, par I’étude longitudinale de la réponse immune chez des patientes

atteintes de cancer du sein sous traitement en I’absence (chimiothérapie adjuvante : CA) ou en
présence de la tumeur (chimiothérapie néo-adjuvante : CNA), a permis de mettre en évidence,
pour la premicre fois chez I’Homme, une augmentation de LT CD4 aux propriétés
cytotoxiques en lien avec la tumeur. Ces LT CD4 cytotoxiques pourraient jouer un role
déterminant dans la réponse a la CNA et dans 1’établissement d’une réponse immune durable
et protectrice. Cette population effectrice, définie par 1’absence d’expression des récepteurs a
la chaine o de I'IL-2 (CD25) et de I'IL-7 (CD127) détermine une sous-population de
lymphocytes T CD4 chroniquement stimulés, les chCD4. Les chCD4 semblent se différencier
des autres sous-populations LT CD4 effectrices classiquement décrites, a la fois sur le plan
morphologique, phénotypique et fonctionnel.
Cette étude a également contribué¢ a évaluer I'impact de la dynamique tumorale sur les
lymphocytes circulants en dehors de tout traitement soulignant I’importance de
I’immunogénicité¢ des tumeurs dans la réponse immune. Parallélement, elle a permis de
confirmer Deffet différentiel d’agents chimiques sur les différentes sous-populations
lymphocytaires. L’absence de renseignements sur le microenvironnement tumoral et
notamment sur la diversité cellulaire qui le compose, représente néanmoins un obstacle a la
compréhension de la cinétique du développement ou de la recirculation de ces chCD4, en
cours de traitement.

La mise en évidence de LT CD4 cytotoxiques, spécifiques de la tumeur, représente
une nouvelle alternative aux traitements des cancers que ce soit en thérapie cellulaire ou dans
la conception d’immunothérapies.

Mots clés : cancer du sein, chimiothérapie, chCD4, LT CD4 effecteurs cytotoxiques.



Abstract

4. Abstract :

Historically, CD8 positive Cytotoxic T Lymphocytes (CTL) have been associated with
an effector immune response, while T cells with a CD4 phenotype where considered helper T
cells. More recent data suggest that CD4 positive T cells are also capable of a direct cytotoxic
activity.

Through a systematic analysis of the IL-2 (CD25) as well as IL-7 (CD127) receptors o
on the surface of CD4+ CTL in peripheral blood of patients before during and after treatment
we were able to identify a specific CD4+ T cell population devoid of expression for these 2
molecules. These CD4+, CD25CD127, T cells only represent 0,2-2% of the total CD4+ pool
in peripheral blood of healthy donors, while in the presence of a chronic infectious disease
such as HIV or tuberculosis they were increased, representing up to 2-20% of all CD4+ T
cells. Similarly, high numbers of CD4+, CD25°CD127, T cells could be identified in the
circulation in patients with metastatic uveal melanoma (muM) or with breast cancer. These
chronically stimulated T cells (chCD4) demonstrate a memory effector phenotype
(CD45RO"); while the majority shows a terminally differentiated phenotype (CD57"), these T
cells all arbore distinct phenotypic characteristics as defined by the absence of expression of
CD28 together with the presence of a surface expression of integrin CD11b and of the NK
receptor, 2B4.

The presence of cytoplasmic granules concentrating granzyme B and perforin, known
to be responsible for T cell cytotoxicity, were identified in effector chCD4 while they were
absent in conventional CD4+ T cells as well as in Tregs. This cytotoxic potential was
demonstrated through redirected cytotoxicity assays that functionally confirm this feature of
these chronically activated CD4+ T cells. The secretory cytokine profile showed absent IL-17
levels and a Th1 orientation, asking questions as regards to the lineage of this particular T cell
population. Ki67 expression, a marker of cell proliferation, was absent, suggestive of their
ability to persist quiescently in patients. However in muM patients we were able to
demonstrate a vast oligoclonal increase in chCD4+ T cells, which correlated positively with
CD8+ T cells. We were able to detect a high frequency of T cells responding against a
specific tumor antigen among these CD8+ T cells.

We furthermore studied the effects of chemotherapy on peripheral lymphocyte
populations. In breast cancer patients who had been treated with preoperative (neoadjuvant)
chemotherapy we detected high levels of effector chCD4 in 17/22 patients. Of particular
interest was the fact that this increase through a course of chemotherapy treatment was
strongly correlated to the percentage of regression of the original tumor. Together, these
results cast new light on the role and function of CD4+ T cells in tumor immunity. Our
observations show that CD4+ cytotoxic T lymphocytes do exist and suggest for the first time
in human that they may have an important role in response to treatment and in particular in
the establishment of a durable protective immune response.

Keywords : breast cancer, chemotherapy, chCD4, cytotoxic effector CD4 T cells.
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5. Introduction générale : systtme immunitaire et cancers

5.1.Concepts : de I’immunosurveillance a I’immunoediting

La contribution du systéme immunitaire, a la résolution et/ou au controle des tumeurs a
été suggérée des les années 1890, par les observations de William B. Cooley, qui ont permis
de mettre en évidence une corrélation entre régression tumorale et infection. La survenue
d’érésipeles, infections a streptocoque, post-opératoire chez des patients atteints de sarcomes
s’est avérée déterminante pour 1’obtention de réponses completes sans récidives. Ces données
cliniques ont permis d’établir I’hypothése selon laquelle une réaction inflammatoire
secondaire a une infection contribuerait au controle de la progression tumorale. Elles sont
¢galement a I’origine des premiéres immunothérapies anti-tumorales par 1’injection de toxines
bactériennes (toxines de Cooley) dans I’objectif de stimuler le systtme immunitaire et
d’induire des régressions tumorales.

En 1909, partant du postulat que les transformations tumorales survenaient
naturellement avec une fréquence élevée, Paul Erhlich, suggéra que I’occurrence modérée des
tumeurs, chez I’Homme, résultait de la capacit¢ du systéme immunitaire a endiguer le
développement tumoral. I introduisait pour la premiére fois, le concept
d’immunosurveillance des tumeurs. Ce concept, selon lequel le systéme immunitaire était en
alerte perpétuelle contre les cellules transformées, a été repris et adapté, dans les années 1950,
par Frank Macfarlane Burnet et Lewis Thomas : « sentinel thymus dependent cells of the body
constantly surveyed host tissues for nascent transformed cells» suggérant que les
lymphocytes T joueraient un role central dans I’immunité anti-tumorale. Cette théorie était
soutenue par des modeles expérimentaux utilisant des souris syngéniques, tendant a
démontrer I’implication de lymphocytes spécifiques d’antigenes associés a la tumeur dans le
controle de la progression tumorale. L immunisation de souris par des cellules tumorales
irradiées préalablement a I’implantation de tumeur syngénique, induisait leur rejet. De méme,
le transfert de lymphocytes isolés des souris ayant rejeté la tumeur conférait a 1’hote une
résistance au développement de la greffe de tumeurs (Burnet, 1970).

Par la suite, I’augmentation de la fréquence des tumeurs n’ayant pu étre mise en
¢évidence entre souris thymectomisées et souris sauvages, le concept d’immunosurveillance
est devenu sujet a controverse. Il n’a été réinvesti que dans les années 1990, ou il a été
clairement démontré que chez les souris immunocompétentes, I’I[FNy jouait un role critique
dans I’apparition de cancers (Kaplan et al., 1998). La neutralisation de I’I[FNy ou de son
récepteur entrainait effectivement une augmentation de la susceptibilité des souris au
méthylcholantrhréne (MCA), puissant agent carcinogéne. En 2001, Shankaran et al. ont
montré que le systéme immunitaire était capable d’influer non seulement sur le
développement de la tumeur mais également sur son immunogénicité (Shankaran et al.,
2001). En effet, une proportion importante de tumeurs, soit 40%, dérivant de souris
immunodéficientes (Rag2™) traitées par MCA étaient spontanément rejetées lorsqu’elles
¢taient transférées dans des hotes naifs immunocompétents. Ces résultats ont permis de mettre
en avant le role du systtme immunitaire sur le remodelage des tumeurs par la pression de
sélection qu’il exercerait et d’introduire un nouveau concept : I’'immunoediting (Dunn et al.,
2002).

L’immunoediting serait un processus dynamique comprenant trois phases distinctes : (i)
I’élimination, (ii) I’équilibre, (iii) I’échappement figure 1. La phase d’¢élimination reprend le
concept d’immunosurveillance, dans lequel I’immunité adaptative et innée coopereraient pour
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déceler des transformations malignes précoces et les éliminer. Cette étape constituerait une fin
en soi lorsqu’elle aboutirait & 1’éradication de tumeurs naissantes. La phase d’équilibre,
suppose la persistance de cellules tumorales. Pendant cette phase, la croissance tumorale
serait controlée par les cellules de I'immunité. Enfin, 1’échappement conduisant a la
progression tumorale, serait consécutif a une rupture de I’équilibre préalablement établi entre
tumeur et cellules immunes. Cette derni¢re étape résulterait de 1’émergence de variants
tumoraux immunorésistants, sous 1’effet de la pression de sélection constante exercée par le
systéme immunitaire (Koebel et al., 2007).

5.2.L’immunosurveillance anti-tumorale chez ’Homme

De nombreux arguments ¢émanant d’études épidémiologiques, cliniques ou
histologiques sont en faveur d’un réle du systéme immunitaire dans I’immunosurveillance des
cancers chez ’Homme. Cependant, dans la majorité des cas, la réponse immune anti-tumorale
apparait inefficace ou insuffisante a la résolution des cancers. Le concept d’immunoediting
précédemment énoncé serait en faveur d’une subversion du systéme immunitaire par la
tumeur. Les relations entre tumeur et immunité chez 1’Homme, ne sont que partiellement
¢lucidées et nécessitent plus amples explorations pour envisager une action thérapeutique
visant a inverser le cours du développement tumoral et stimuler la réponse immune anti-
tumorale.

5.2.1. Immunodéficience et cancer

Chez ’Homme, le concept d’immunosurveillance avait ét¢ initialement mis en évidence
par le constat d’une incidence plus importante des cancers chez les patients atteints de
syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) (Boshoff and Weiss, 2002). La plus part des
tumeurs identifiés chez ces patients étaient associées a des virus : lymphomes (Epstein Barr
virus), sarcome de Kaposi (virus de I’Herpes) ou cancers urogénitaux (Papillomavirus
humain). Ces observations suggéraient que la recrudescence des cancers, dans ce contexte
spécifique, serait non pas liée a une diminution de I’immunosurveillance mais la conséquence
d’une rupture de I’immunité antivirale. Cependant, I’augmentation de la fréquence des
cancers, chez les sujets transplantés ou I’administration d’immunosuppresseurs préalable a la
transplantation d’organe pourrait compromettre I’immunité, tend a soutenir 1’existence d’une
surveillance immunologique des cancers chez ’Homme (Chapman et al., 2013; Vajdic et al.,
2006). Par conséquent, ’intensité, la durée et la nature du traitement immunosuppresseur
constitueraient des facteurs pouvant moduler le risque de survenue de cancers chez les sujets
greffés.

5.2.2. Réponses anti-tumorales naturelles et cancer

Dans les cancers, |’établissement de réponses anti-tumorales naturelles et par
conséquent, le potentiel immunogenique des tumeurs, ont été initialement mis en évidence par
I’identification d’anticorps spécifiques d’antigénes tumoraux dans le sérum de patients. La
diversité des anticorps détectés et le faible taux de recouvrement entre ces anticorps dans les
différents types de cancer, suggéraient que les réponses immune anti-tumorales étaient
dépendantes des mutations propres a chaque tumeur (Reuschenbach et al., 2009).

Par ailleurs, la régression spontanée de mélanomes, coordonnée a I’expansion clonale de
lymphocytes T intra-tumoraux (TILs) spécifiques d’antigénes associés a la tumeur, corrobore
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la capacit¢ du systtme immunitaire a ¢éliminer les cellules transformées et renforce
I’hypothese d’une veille immunologique a I’encontre des tumeurs chez I’Homme (Mackensen
etal., 1993; Zorn and Hercend, 1999).

5.2.3. Environnement tumoral et évolution de la maladie

La présence d’infiltrat lymphoide au niveau de tumeurs d’origine histologique diverse
constitue un argument supplémentaire confortant [’hypothése d’une surveillance
immunologique des cancers. En effet, ’augmentation de la survie globale ou de la survie sans
récidives des patients, a pu étre corrélée a la densité des lymphocytes infiltrant la tumeur dans
certain cancer (Clark et al., 1989). Outre cet aspect quantitatif, la nature de I’infiltrat
lymphoide serait également déterminante dans 1’évolution de la maladie. La relation entre le
stade de la tumeur et les populations lymphocytaires T intra-tumorales dominantes ou le ratio
entre cellules répondeuses et suppressives infiltrant la tumeur, pourrait définir 1’état du
systéme immunitaire au cours du développement tumorale. Elle permettrait de discriminer un
contexte immuno-stimulateur d’un contexte immuno-subversif, en d’autres termes
différencier 1’état d’équilibre de la phase d’échappement, a la base du concept
d’immunoediting (Fridman et al., 2012; Galon et al., 2006).

L’ensemble de ces résultats contribue a démontrer que le systéme immunitaire n’est
pas inerte face au développement de tumeurs. Nonobstant ce constat, la régression compléte
et spontanée de cancers établis n’est observée que dans de trés rares cas. L’échec de la
résolution des cancers par le systétme immunitaire pourrait résulter de la conjonction de
plusieurs facteurs : (i) une réponse immune inadéquate liée au manque d’immunogénicité des
tumeurs, (ii) I’incompétence du systeme immuntaire consécutif a des immunodéficiences
acquises ou induites (iii) la sélection de variants tumoraux immuno-résistant sous la pression
du systéeme immunitaire pendant la phase de dormance. La compréhension des mécanismes
par lesquels les cellules tumorales deviennent réfractaires a I’action effectrice du systéme
immunitaire constitue un véritable enjeu thérapeutique.

5.2.4. Leslymphocytes T et 'immunité anti-tumorale chez
I’Homme

Les observations précédemment énoncées attestaient du role majeur des lymphocytes
T dans le controle de la prolifération tumorale. Les réponses cliniques observées apres
immunothérapie adoptive, ont permis de le démontrer. Le transfert adoptif de TILs
autologues, préalablement expandus in vitro, en combinaison avec I’IL-2, avait permis
d’obtenir chez les patients atteints de mélanomes métastatiques un taux de réponse supérieur a
celui observé chez les patients traités par II-2 seul (Rosenberg et al., 1988). Par la suite,
Rosenberg et al. ont montré que le « conditionnement » des patients avant transfert adoptif,
par un traitement immunosuppresseur, permettait d’améliorer considérablement la réponse
clinique. Les auteurs suggéraient que la lymphodéplétion induite par la chimiothérapie avant
transfert des TILs, favorisait 1’expansion de clones spécifiques de la tumeur (Dudley et al.,
2002).

Traditionnellement, les lymphocytes T CD4 (LT CD4) sont considérés comme des
auxiliaires ou des régulateurs de la réponse immune adaptative, alors que les lymphocytes T
CDS8 (LT CDS8) matérialisent la phase effectrice par leur activité cytotoxique directe. Cette
dichotomie fonctionnelle entre LT CD8 et CD4, a conduit les chercheurs a concentrer la
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majorité de leurs efforts a 1’identification et a la stimulation des LT CD8 spécifiques de la
tumeur dans 1’objectif d’établir des réponses immunes anti-tumorales efficientes (June, 2007).
La notion selon laquelle, les tumeurs n’expriment pas de molécules du Complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH) classe II et ne peuvent donc pas étre reconnues directement par
les LT CDA4, renforgait I’hypothése que les CD8 cytotoxiques étaient les acteurs principaux de
la veille immunologique anti-tumorale.

Au cours de la derni¢re décennie, le spectre des sous-populations de lymphocytes T
CD4 c’est considérablement ¢largi. La diversité de ces sous-populations effectrices révele
I’ensemble des activités que peuvent exercer les LT CD4 dans leur fonction de « help »
(fonction auxiliaire). Parallélement, leur capacité a acquérir une activité cytotoxique et a
¢liminer directement les cellules infectées dans un contexte de CMH classe II préalablement
¢tablie, représente un potentiel clinique important dans le traitement des tumeurs. Elle
suggererait, que les LT CD4, au méme titre que les LT CDS, pourraient jouer un role direct
dans la réponse immune anti-tumorale et constituer une nouvelle cible thérapeutique ou
vaccinale.

Dans le traitement des cancers, 1’émergence des immunothérapies, envisagées comme
alternative ou adjuvant des chimiothérapies classiques, nécessite pour optimiser leur
efficacité, de déterminer ’impact des diverses sous-populations qui composent les LT CD4
dans I’initiation des réponses immunes naturelles.
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6. Lymphocytes T CD4 et immunité anti-tumorale naturelle

6.1.Introduction générale : les lymphocytes T CD4, une population
hétérogéne aux propriétés multiples

La reconnaissance d’antigénes spécifiques présentés dans un contexte de Complexe
Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) classe II par les cellules présentatrices de 1’antigéne
(CPAs) conduit a la prolifération des lymphocytes T CD4 (LT CD4) naifs et en leur
différenciation en cellules effectrices initialement définies comme « lymphocytes helper »
sous les désignations de Thl et Th2. Cette classification premiere est fonction de 1’implication
de ces cellules effectrices dans la réponse immune contre des pathogénes intra (Th1) ou extra
(Th2) cellulaires et du profil cytokinique qui leur est associé. L’identification subséquente
d’autres lignages a conduit a la révision du paradigme Th1/Th2 et a élargir 1’éventail des
sous-populations de LT CD4 aux sous-populations T régulatrices (T-Reg), T helper 17 (Th17)
et T follicular helper (Trn). La polarisation de LT CD4 effecteurs en 1’'un de ces lignages
distincts est déterminée au cours de 1’activation par les facteurs solubles caractéristiques d’un
contexte environnemental donné. Cette polarisation est orchestrée par un panel singulier de
facteurs de transcription. Au c6té des Thl et Th2, ces sous-populations désormais bien
caractérisées, tant sur le plan génotypique que fonctionnel figure 2, vont influer différemment
sur le développement tumoral.

6.2.Lymphocytes T CD4 « helper » 1 et 2

6.2.1. Introduction : le concept de help, concept multidirectionnel

Le concept de « help » des LT CD4 est né dans les années 1970 avec la description
du « carrier effect» démontrant que D’activation des lymphocytes B conduisant a la
production d’anticorps spécifiques de haute affinité requérait deux signaux: (i) la
reconnaissance de 1’antigéne par les immunoglobulines de surface; (ii) I’interaction avec les
LT CD4 partageant la méme spécificité antigénique (Mitchison, 1971).

Dix ans plus tard, la capacité des LT CD4 a consolider la réponse immune adaptative a
été élargie aux lymphocytes T CD8 (LT CDS) cytotoxiques (Keene and Forman, 1982). La
fonction « helper » des LT CD4 envers les LT CD8 est désormais bien établie et revét
plusieurs aspects. Lors de la réponse primaire, ’activation et I’expansion des LT CDS8 ont été
montrées comme dépendantes d’interactions directes entre les molécules CD40 exprimées par
les LTCDS et leurs ligands, CD40L, présents a la surface des LT CD4 activés (Bourgeois et
al., 2002). Cette notion contraste avec les acquis précédents qui impliquaient la
reconnaissance de manicre antigene spécifique par une méme CPA de LT CD4 et de LT CDS.
La sécrétion d’IL2 par les LT CD4, au voisinage des LT CD8, fournit alors un « help »
conduisant a la différenciation des LT CD8 en effecteurs fonctionnels (Keene and Forman,
1982). Bien que divergents, ces deux mécanismes ne sont pas pour autant exclusifs. Les LT
CD4 peuvent également conditionner les CPAs en induisant la production de cytokines,
I’expression de molécules de co-stimulation et la présentation croisée d’antigénes tumoraux.
Ces étapes sont indispensables a 1’établissement d’une réponse LT CD8 effectrice (Ridge et
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al., 1998). Parallelement au développement de LT CDS8 cytotoxiques, les LT CD4
interviennent aussi dans le maintien de la fonctionnalité et de la durée de vie des LT CDS8
mémoires générés (Sun and Bevan, 2003), qui seront protecteurs lors d’une réponse
secondaire.

L’orchestration de la réponse immune par les LT CD4 « helper » ne se limite pas aux
seules cellules de 'immunité adaptative, ils agissent également en amont. Les LT CD4
« helper » Thl et Th2 ont en effet, la capacité d’activer I'immunité innée anti-tumorale. La
sécrétion d’IFNy par les Thl favorise le recrutement au sein de la tumeur de macrophages et
I’augmentation de leur production en especes réactives oxygénées et azotées impliquées dans
la lyse des cellules tumorales. Les LT CD4 Th2 vont eux permettre le recrutement de
polynucléaires €osinophiles et la production par ces derniers d’Eosinophil Cationic Protein
(ECP) et de Major Basic Protein (MBP) (Hung et al., 1998). Par ailleurs, les LT CD4
antigeénes spécifiques pourraient jouer un role dans I’initiation de I’activation des cellules NK.
Bihl et al., dans un modéle murin d’infection par leishmania, suggerent qu’au sein des
ganglions ’activation des cellules NK serait directement liée a la sécrétion d’IL2 par les CD4
(Bihl et al., 2010).

L’¢largissement du concept de régulation des LT CDS8 cytotoxiques par la fonction
« helper » des LT CD4, a ’immunité tumorale repose sur la description d’antigénes tumoraux
pouvant étre reconnus a la fois par des LT CD4 et LT CD8 (Topalian et al., 1994). Un
antigéne tumoral donné est donc susceptible d’induire une réponse anti-tumorale effectrice en
conjuguant 1’action cytotoxique des LT CDS8 au «help» fournie par les LT CDA4.
L’identification d’antigénes tumoraux apparait alors cruciale pour évaluer quantitativement et
qualitativement, dans le sang périphérique comme dans la tumeur, les LT CD4 « helper »
spécifiques des tumeurs pouvant étre générés spontanément au cours du développement
tumoral (Vigneron et al., 2013).

6.2.2. Th1/Th2 et immunité anti-tumorale

6.2.2.1. LT CD4 spécifiques de la tumeur, population de fréquence faible

La détection de LT CD4 spécifiques des tumeurs, dans les tissus néoplasiques comme
dans le sang périphérique de sujets atteints de cancer, a permis d’évaluer leur fréquence et
leur fonctionnalité dans différentes pathologies. En I’absence de toute thérapie, la fréquence
des LT CD4 spécifiques de la tumeur s’avére souvent trés faible voire inférieure au seuil de
détection des techniques employées. La quantification de ces LT CD4 impose dans ce cas une
étape préalable d’amplification in vitro par cycles de re-stimulation. Ce procédé peut
malheureusement conduire a une mésestimation de la diversité de ces cellules (Coulie et al.,
1992). Dans ce systéme, la détection de LT CD4 spécifiques de la tumeur se limite
effectivement a la détection des LT CD4 répondeurs ayant une capacité d’expansion in vitro
dans un contexte défini, entre autres, par le milieu de culture, I’apport en cytokines ou encore
la nature des CPAs (Marturano et al., 2008). Par ailleurs, la différenciation et I’amplification
de précurseurs naifs, initialement présents, peuvent également introduire un biais dans
I’estimation de ces cellules. En effet, des LT CD4 dirigés contre des antigénes définis comme
propres a la tumeur peuvent étre détectable dans le sang périphérique de donneurs sains
(Godefroy et al., 2007; Valmori et al., 2005b).
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6.2.2.2. Valeur pronostique des Th1 et Th2 spécifiques de la tumeur

La recherche d’une corrélation entre la présence de LT CD4 spécifiques de la tumeur et
I’évolution de la maladie a pour objet de définir leur valeur pronostique. Un déséquilibre du
rapport Th1/Th2 en faveur de Th2 serait une caractéristique commune des cancers et pourrait
résulter soit d’un dysfonctionnement des Thl, soit d’une activation plus spécifique des Th2,
ou une combinaison des deux phénomenes.

En périphérie, I’expansion de LT CD4 de profil Thl spécifiques de la tumeur est

généralement observée aux stades précoces de la maladie. Celle de LT CD4 de profil Th2
spécifiques de la tumeur semble au contraire concorder avec des stades plus avancés
(Marturano et al., 2008; Slager et al., 2003; Tatsumi et al., 2002) ou étre associée a des
tumeurs agressives (Shimato et al., 2012).
L’étude des infiltrats tumoraux a permis de confirmer les données obtenues en périphérie.
L’augmentation du nombre de LT CD4 de profil Thl infiltrant la tumeur est effectivement
associée a un bon pronostic (Fridman et al., 2012). L’influence sur 1’évolution de la maladie
des LT CD4 de profil Th2 présents au sein de la tumeur, semble moins évidente et suggererait
dans certaines circonstances un role protecteur des LT CD4 Th2, probablement par
I’induction d’anticorps (Schreck et al., 2009; Yoon et al., 2010). De maniére générale, les
lymphocytes intra-tumoraux (TILs) sont directement exposés aux facteurs environnementaux
inhérents a la composition de «I’écosystéme » tumoral. L’établissement d’un lien direct entre
TILs de profil Thl et évolution de la maladie, constitue donc une preuve de concept quant a
I’activité anti-tumorale de ces cellules. Or, nombre de travaux mettant en évidence cette
relation ne tiennent pas compte de la spécificité antigénique de ces LT CD4 intra-tumoraux.
La corrélation des données entre sang périphérique et tumeur nécessite de considérer les LT
CD4 spécifiques de la tumeur, simultanément dans ces deux compartiments. Certaines études
se sont attachées a cet aspect de la reconnaissance antigénique de la tumeur par les LT CD4,
en 1’absence de traitement. La compréhension du role des LT CD4 « helpers » dans le
contrble de la progression tumorale est indispensable au développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques, notamment des immunothérapies.

Exemple dans le cancer du col de ['utérus :

Chez des patientes atteintes de cancer du col induit par le Papillomavirus humain 18
(HPV-18) et présentant des lésions de haut grade, les LT CD4 circulants spécifiques de
I’onco-protéine E6 sont capables de produire des cytokines associées aussi bien a un profil
Thl qu’a un profil Th2. En dehors de cette considération, la quantité d’IFNy sécrétée par les
LT CD4 circulants spécifiques de la tumeur constituerait un facteur pronostique influant sur la
persistance de I’infection et/ou la rechute apres chirurgie. Dans la tumeur, la présence d’un
nombre important de LT CD4 T-bet" ¢’est-a-dire exprimant un facteur de transcription liée a
la polarisation Thl, serait également associée a un meilleur pronostic. Ces résultats laissent
supposer que des LT CD4 spécifiques d’E6 et produisant de I’'IFNy seraient, d’une part,
générés en réponse a I’infection par HPV18 , et d’autre part, préférentiellement recrutés au
sein de la tumeur pour y imprimer une immunité protectrice (Seresini et al., 2007).

Exemple dans le cancer du pancréas :
Dans un autre mod¢le de cancer, le cancer du pancréas, maladie définie comme tres

agressive, Tassi et al. ont observé que 1’orientation de la réponse LT CD4 anti-tumorale vers
un profil Th2 était dépendante de la tumeur. Les auteurs ont d’abord constaté que la réponse
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antivirale relative aux LT CD4 spécifiques d’un antigéne viral donné se caractérisait par la
sécrétion de cytokines type Thl, indifféremment du contexte tumoral ou non tumoral, c’est a
dire chez les patients comme chez les donneurs sains. Les auteurs ont ensuite montré que les
LT CD4 dirigés contre 1I’Antigene Carcino Embryonnaire (ACE), antigéne surexprimé dans
les tumeurs pancréatiques, étaient de profil Th2 uniquement chez les patients. La détection de
LT CD4 intra-tumoraux majoritairement GATA-3", facteur de transcription liée a la
polarisation Th2, chez ces mémes patients, suggere que la différenciation des LT CD4
spécifiques de la tumeur en effecteurs de profil Th2, pourrait étre influencée par le
microenvironnement tumoral (Tassi et al., 2008).

Dans ces deux exemples, la spécificité antigénique des CD4 intra-tumoraux est
extrapolée a partir des caractéristiques des LT CD4 répondeurs étudiés en périphérie,
¢tablissant indirectement, la capacité de ces derniers a gagner le site de la tumeur. Tres
récemment, dans les tumeurs ovariennes, Ayyoub et al. ont démontré pour la premicre fois, la
présence ex vivo de LT CD4 spécifiques d’un antigéne tumoral, NY-ESO-1, au sein de la
tumeur. L’utilisation de tetramers NY-ESO-1 CMH classe II a permis dans cette étude, la
quantification et I’isolation de ces LT CD4 a partir non seulement du sang périphérique mais
¢galement du liquide d’ascite et de la tumeur de patientes ayant développé une réponse
immune spontanée a NY-ESO-1. Des travaux antérieurs ont effectivement montré que les LT
CD4 spécifiques de NY-ESO-1 n’étaient présents que dans le sang périphérique de patients
ou une réponse anticorps spontanée a 1’antigéne était décelable (Redjimi et al., 2011). Les
auteurs ont montré que la proportion de LT CD4 spécifiques de NY-ESO-1 parmi les LT CD4
totaux, était variable en fonction des compartiments explorés, révélant une accumulation
prépondérante de ces cellules au sein de la tumeur figure 3. Les caractéristiques
fonctionnelles de ces cellules dans le liquide d’ascite comme dans la tumeur seraient celles
d’effecteurs Thl. Cette étude permet d’établir une réelle corrélation entre le sang périphérique
et la tumeur. Elle suggérait de plus, que les cellules circulantes seraient en partie, le reflet de
I’immunité intra-tumorale.

Ces quelques exemples mettent clairement en évidence la capacité¢ du systéme
immunitaire a reconnaitre la tumeur et a générer des LT CD4 de nature Thl et/ou Th2,
spécifiques d’antigénes tumoraux. Cette capacité ne serait pas restreinte aux seules tumeurs
viro-induites supposées plus immunogenes. Cependant, le role exact de ces LT CD4 Thl ou
Th2 dans la progression de la maladie reste a clarifier, leur présence n’étant pas toujours
associée a un pronostic prédéfini. L’évolution de la progression tumorale est t-elle a I’origine
du recrutement préférentielle de sous-populations lymphocytaires ou est-ce 1’infiltrat
lymphoide qui détermine I’évolution de la maladie. A ce jour, nous ne disposons pas
d’¢léments suffisants pour trancher entre cause ou conséquence. Le microenvironnement
tumoral est un lieu d’interactions complexes entre la tumeur et les différents acteurs de la
réponse immune, la part et la séquence des événements aboutissant a une activité pro ou anti
tumoral demeure 1’objet de recherches intensives.
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6.3.Lymphocytes T CD4 « helper » 17

6.3.1. Introduction

6.3.1.1. Découverte des LT CD4 Th17

Les lymphocytes T « helper» 17 (Th17) ont été récemment identifiés comme une
nouvelle sous-population de lymphocytes T « helper » au coté des Thl et Th2 classiques.
L’idée que des LT CD4 produisant de I’interleukine 17 (IL-17) constituaient une population
distincte, différente des Thl et Th2, a été suggérée par Infante-Duarte et al., en 2000. Dans un
modele murin d’infection par Borrelia burgdorferi, 1’agent bactérien responsable de la
maladie de Lyme, les auteurs ont défini des LT CD4 co-exprimant I’IL-17 et le TNFa, et ne
se révélant Etre affiliés ni aux Thl, ni aux Th2. Ces cellules seraient soumises a un
programme de différentiation différent. Parallélement, ces auteurs ont mis en évidence la
présence de LT CD4 présentant ces mémes caractéristiques dans les liquides synoviaux de
patients atteints d’« arthrite de Lyme ». La sécrétion simultanée de TNFa et d’IL-17 observée
chez ’Homme et la souris, suggérait le role de 1I’IL-17 dans les infections conduisant & une
réponse inflammatoire exacerbée (Infante-Duarte et al., 2000).

6.3.1.2. Origine des LT CD4 Th17

L’origine de ces cellules chez I’homme serait exclusivement rattachée a une sous-
population de précurseurs LT CD4 exprimant a leur surface le CD161 (Cosmi et al., 2008).
En effet, alors que I’'IL-23 et I'IL-1B semblent pouvoir induire le développement de Thl a
partir des LT CD4 naifs CD161" et CD161" issus de sang de cordon, les Th17 ne peuvent étre
générés qu’a partir de la fraction CD161" figure 4.

6.3.1.3. Mécanismes régulateurs de la différentiation des LT CD4 Th17

La génération de LT CD4 produisant de I’IL-17 a partir de précurseurs LT CD4 naifs au
cours de réponses immunes indépendamment des cytokines et des facteurs de transcription
conduisant au développement et au maintien des Th1 et Th2, a été confirmée par des études in
vitro et in vivo chez la souris (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005). L’IL-23, interleukine
de la famille de IL-12 combinant la chaine IL-12RB1 de IL-12 (chaine p40) avec une sous
unité unique IL-23R (chaine p19), jouerait un réle fondamental dans la production d’IL-17 et
I’expansion de ces Th17 (Langrish et al., 2005). L’expression du facteur de transcription
Orphan nuclear receptor (RORyt) serait également requise pour 1’établissement de ce lignage
figure 5. Ivanov et al. ont montré que les Thl7 étaient absentes de la lamina propria
intestinale des souris déficientes pour le géne RORyt. Or, chez les souris sauvages elles y sont
constitutivement présentes et expriment RORyt (Ivanov et al., 2006).

Chez I’homme, les mécanismes régulant la différenciation des Th17 ont été étudiés in
vitro, par 1’addition de cytokines aux LT CD4 naifs dérivés du sang de cordon. L.’association
de I'IL-23 a ’'IL-1PB seule (Wilson et al., 2007) ou a I’[L-1p combinée au TGFp et a I’'ll-6
(Volpe et al., 2009), seraient responsables de la différentiation des LT CD4 en Th17. L’IL-23
et ’IL-1p auraient une action synergique sur I’induction de I’expression de RORyt, d’IL23R
et IL12RP1 ainsi que sur la production d’IL-17 chez les LT CD4 naifs. Au-dela de I’initiation
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de I’engagement des LT CD4 dans la voie de différenciation Th17, I’IL-23 constituerait
¢galement un élément essentiel dans la stabilisation des LT CD4 Th17 (Romagnani et al.,
2009).

6.3.1.4. LT CD4 Th17 et maladies inflammatoires

Les maladies auto-immunes et les réactions inflammatoires ont longtemps été associées a une
réponse de type Thl excessive et non contrdlée par le systétme immunitaire. De nombreuses
¢tudes ont montré depuis que certaines de ces pathologies pouvaient résulter en 1’activation de
la voie Th17. Dans la sclérose en plaque, les lymphocytes Th17 péri-vasculaires localisés au
niveau de lésions cérébrales sont plus abondants dans les formes actives que dans les formes
quiescentes de la maladie (Tzartos et al., 2008). De méme, les patients atteints de rectocolite
hémorragique ou de maladie de Crohn, (deux syndromes inflammatoires chroniques de
I’intestin), présentent une augmentation du niveau d’expression d’IL-17 (Fujino et al., 2003).
Dans I’arthrite rhumatoide (RA), IL-17 serait moteur du développement de la maladie dans
les stades précoces et les atteintes articulaires (Kirkham et al., 2006; Lubberts, 2008). Les LT
CD4 Th17 ont également été décrits comme augmentés dans le psoriasis (Teunissen et al.,
1998), une maladie chronique inflammatoire cutanée. Des études cliniques de phase II,
utilisant des anticorps monoclonaux neutralisants dirigés contre IL-17, dans le traitement de
psoriasis ont démontré leur efficacité. Plus de 80% des patients traités réduisaient d’au moins
75% 1’index de sévérit¢ de la maladie, par comparaison a des sujets traités par placébo
(Brown et al., 2014). Ces résultats confirment I’implication des Th17 dans les maladies auto-
immunes et inflammatoires et le role délétere qu’elles y joueraient. Cependant, au regard de
ces observations, les LT CD4 Thl7 pourraient constituer a I’inverse un facteur favorable a
I’établissement de I’immunité anti-tumorale. L’ immunothérapie anti-tumorale a en effet pour
objectif, que ce soit par manipulation du systéme immunitaire ou/et modulation de certaines
fonctions immunes, d’établir des réponses dirigées essentiellement contre la tumeur
assimilable en partie au « soi ».

6.3.2. Thl17 et immunité anti-tumorale

6.3.2.1. Introduction

Comme explicité ci-dessus, les LT CD4 Th17 constituent une composante importante
de la réponse inflammatoire et leur role dans le développement les maladies auto-immunes a
¢été clairement défini. Leur présence au sein du microenvironnement tumoral dans différentes
pathologies cancéreuses (Fridman et al., 2012; Zou and Restifo, 2010), souléve nombre
d’interrogations quant a leur contribution a I’immunité anti-tumorale et leur potentiel
thérapeutique.

La caractérisation des LT CD4 Th17 intra-tumoraux issus de cancers du cdlon, du foie,
du pancréas, du rein, de I’ovaire et de mélanomes confirme qu’il s’agit de lymphocytes
effecteurs tant par I’expression de marqueurs de surface que par la production de cytokines
(Kryczek et al., 2009). La fonction effectrice de ces cellules serait déterminée par 1’absence
de la molécule CCR7, absence caractéristique des effecteurs, et la production d’IFNy, d’IL2 et
de TNFa. Les marqueurs de « homing » (migration) tels que CCR6 et CXCR4 permettraient
aux LT CD4 Thl7 de gagner la tumeur en réponse a leurs ligands respectifs CXCL12 et
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CCL20 sécrétés par les cellules tumorales. L’accumulation de LT CD4 Th17 au sein de la
tumeur par comparaison au sang périphérique et aux organes lymphoides secondaires
(ganglions), suggére en effet un recrutement préférentiel ou actif de ces cellules au sein de la
tumeur figure 6.

6.3.2.2. Activité anti-tumorale des Th17

L’activité anti-tumorale des Th17 tiendrait en leur capacité a recruter secondairement
d’autres cellules effectrices de I’immunité, incluant les LT CDS8, les cellules NK et
potentiellement les LT CD4 Thl (Kryczek et al., 2008). Le pourcentage de LT CD4 Thl7,
déterminé dans des tumeurs ovariennes, est étroitement corrélé a celui de ces différents types
cellulaires en association avec leur production d’IFNy figure 7. Le mécanisme conduisant a
faciliter I’acces a la tumeur des cellules de I'immunité adaptative et innée serait dépendant des
LT CD4 Thl7. Les cellules tumorales sous I’influence de I’IL-17 et I’'IFNy secrétées par les
LT CD4 Thl7 libereraient les chimio-attractants CXCL10 et CXCL9 permettant le
recrutement de cellules immunes effectrices au site de la tumeur (Kryczek et al., 2009).
L’effet anti-tumoral des LT CD4 Th17 serait en effet d’ordre indirect, ’absence de granzyme
B et de perforine écartant I’éventualité d’une action cytotoxique directe de ces cellules sur les
cellules tumorales. Parallélement, dans ce méme environnement, une relation inverse a été
déterminée entre les T-Reg et les LT CD4 Th17, suggérant la mise en place d’une réponse
anti-tumorale protectrice par les LT CD4 Thl7 figure 7. La corrélation positive entre le
niveau d’IL-17 détecté dans le liquide d’ascite des patientes atteintes d’un cancer du col de
I’utérus et a la survie de ces patientes, conforte cette derniere I’hypothése (Kryczek et al.,
2009).

L’accumulation de LT CD4 Thl7 associée a une meilleure survie, a également été
observée dans le liquide pleural de patients diagnostiqués pour des cancers pulmonaires au
stade métastatique (Ye et al., 2010). Dans cette méme pathologie, Hamai et al. ont décrit, pour
la premiere fois, la présence de LT CD4 Thl7 spécifiques d’antigénes tumoraux. La
spécificité anti-tumorale de ces LT CD4 Thl17 intra-tumoraux démontre leur implication au
sein du microenvironnement tumoral. Dans cette étude, la sécrétion différentielle d’IFNy et
d’IL-17 observée en fonction du stade de différenciation indiquerait que les LT CD4 Thl7
seraient, apreés stimulation antigénique, convertis en cellules effectrices produisant
essentiellement de ’IFNy. Ce modele de différenciation proposé par les auteurs suggere une
voie alternative a I’action anti-tumorale de ces cellules précédemment évoquée (Hamai et al.,
2012).

6.3.2.3. Activité pro-tumorale des LT CD4 Th17

Le potentiel anti-tumoral de ces cellules reste cependant controversé, en raison des
travaux établissant une corrélation négative entre la présence de cellules sécrétrices d’IL-17
au site de la tumeur et la survie des patients (Chen et al., 2010; Tosolini et al., 2011).
L’origine cellulaire incertaine de 1’'Il-17 quantifiée dans le milieu tumoral pourrait expliquer
en partie cette divergence. D’autres types cellulaires peuvent effectivement étre conduits a
secréter de L’IL-17 (Wu et al., 2013) figure 8 . En dehors de cette considération, les LT CD4
Th17 pourraient promouvoir la progression tumorale en favorisant I’angiogenése. Plusieurs
mécanismes contribuant a la néo-vascularisation des tumeurs ont été décrits dans des modeles
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murins (Numasaki et al., 2003; Numasaki et al., 2005). Chez I’homme, I’importance de
I’infiltrat tumoral en LT CD4 Th17 a ét¢ montré comme positivement corrélée a la densité de
micro-vaisseaux des hépatocarcinomes, (Zhang et al., 2009). Dans les cancers colorectaux, la
quantité d’IL-17 produite par les macrophages et/ou les LT CD4 est également associée a la
micro-vascularisation qui serait la conséquence de la libération de VEGF par les cellules
tumorales en réponse a I’IL-17 (Liu et al., 2011). La stimulation des cellules tumorales par Il-
17 conduirait également au relargage d’IL-6 et d’IL-8 qui faciliteraient I’angiogenése (Tartour
et al., 1999). L’IL-6 induite indirectement par I’IL-17 participerait également a ’activation de
la voie de signalisation Stat3 et par conséquent a I’expression de génes impliqués dans la
survie des cellules tumorales (Wang et al., 2009).

6.3.2.4. Equilibre LT CD4 Th17 et lymphocytes T CD4 régulateurs

Un autre aspect important est 1’équilibre entre LT CD4 Th17 et T-Reg dans la tumeur.
Chez les patients atteints de tumeurs gastriques, I’accumulation de LT CD4 Th17 au site de la
tumeur semble se produire de maniére concomitante a I’accumulation de T-Reg au niveau des
stades précoces. L’¢évolution de la maladie conduit cependant a une diminution graduelle des
LT CD4 Thl7 coordonnée a une augmentation des T-Reg (Maruyama et al., 2010b). Une
possible différenciation des T-Reg FoxP3" naifs en Th17, avait été mise en évidence par
Valmori et al. (Valmori et al., 2010), posant la question d’une plasticité réciproque entre LT
CD4 Th17 et T-Reg. La conversion de LT CD4 Th17 en T-Reg Foxp3" ayant des capacités
suppressives pourrait effectivement intervenir a la suite de stimulations répétitives du
récepteur cellulaire T (TCR) (Ye et al., 2011). D’autres facteurs comme 1’IL-2, indispensable
a la survie et prolifération des T-Reg, semble inversement étre défavorable au développement
des LT CD4 Th17 (Kryczek et al., 2007b).

Un effort substantiel d’intégration des différents facteurs micro-environnementaux est
mené afin d’établir le réle exact de ces cellules dans le développement tumoral. La
détermination d’une activité anti versus pro tumorale en fonction du stade, du type de
tumeurs, et du contexte nécessite une caractérisation précise et distincte de ces cellules.
L’expression de CD161 a leur surface, consistante avec ’origine probable de ces cellules,
évoquée dans I’introduction, ainsi que I’ensemble des marqueurs explorés ne sont pas
restreints aux seuls LT CD4 Th17, tout comme la sécrétion d’IL-17. La mise en évidence de
marqueurs différentiels est indispensable a I’étude fonctionnelle de toute population
cellulaire.
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6.4.Les lymphocytes T CD4 folliculaires « helper »

6.4.1. Introduction

6.4.1.1. Découverte et caractérisation des LT CD4 folliculaires « helper »

Les Try, LT CD4 folliculaires « helper », jouent un réle primordial dans I’'immunité
humorale. Identifiés chez I’ Homme en 2000, dans le sang périphériques et dans un organe
lymphoide secondaire : les amygdales, ils ont été initialement définis comme une sous-
population de LT CD4 exprimant le récepteur de chimiokines CXCRS (Breitfeld et al., 2000).
Dans le sang périphérique, les cellules CXCR5" co-exprimaient CD45RO et CCR7, traduisant
un phénotype mémoire, alors que dans le tissu amygdalien elles exprimaient uniquement
CD45RO. La perte d’expression de CCR7 suggérait leur différenciation en cellules effectrices
dans les tissus lymphoides. Ce changement de phénotype s’accompagnait de I’acquisition des
molécules de co-stimulation CD40L et ICOS. Dans cette méme étude, les auteurs ont
démontré qu’in vitro, seules les cellules CXCRS" provenant du tissu amygdalien étaient
capables d’induire la production d’IgA et d’IgG chez les lymphocytes B (LB) du méme tissu.
L’expression de CXCRS confererait aux cellules la capacité de migrer préférentiellement vers
les zones folliculaires des organes lymphoides secondaires riches en CXCL13 ligand de
CXCRS. La, elles contribueraient de maniére antigéne spécifique a la différenciation des LB
en cellules mémoires et/ou plasmocytaires (Schaerli et al., 2000).

Par la suite chez la souris, I’expression du facteur de transcription Bcl6 a été identifiée
comme essentielle a la différenciation des CD4 naifs en Try (Nurieva et al., 2009; Yu et al.,
2009). Ce processus impliquerait une succession d’interactions spatio-temporelles avec
différentes populations de CPAs figure 9. Dans la zone T des organes lymphoides
secondaires, la présentation de 1’antigéne par les cellules dendritiques aux LT CD4 naifs,
concomitante a I’engagement de la molécule de co-stimulation ICOS (Inducible T cell
COStimulator), induirait 1’expression de Bcl6 et consécutivement celle de CXCRS. Ces
modifications moléculaires permettraient la différenciation des LT CD4 en Try et la migration
de ceux-ci au niveau de la bordure T/B des organes lymphoides. Au niveau de cette bordure,
I’interaction antigéne spécifique avec les LB, toujours dépendante de 1’engagement d’ICOS
(Choi et al., 2011) permettrait le maintien de 1’expression de Bcl6 dans les Ty et ’acquisition
par ces cellules de caractéristiques phénotypiques spécifiques des effecteurs Try présents dans
les centres germinatifs (ou germinatif center, GC) des ganglions lymphatiques. La
différenciation terminale des Try conduirait alors a la formation de GCs ou s’opére la
maturation des LB par commutation de classe et hyper-mutations somatiques. Au sein des
GCs, les Tey effecteurs vont permettre le développement de plasmocytes pérennes de haute
affinité, et la génération de LB mémoires. Cette dernicre étape serait conditionnée par la
liaison de I’intégrine membranaire SAP présente sur les Try avec son récepteur exprimé a la
surface des LB (Cannons et al., 2010).

Chez I’homme, la caractérisation phénotypique des Try valide la modélisation du
processus de différenciation décrit précédemment chez la souris figure 10. Comme chez la
souris, deux populations de Try exprimant Bcl6 ont pu étre identifiées phénotypiquement et
fonctionnellement: les Try mémoires et les Try effecteurs présents dans les GCs (Tr GC). La
distinction entre ces deux stades de différenciation s’effectuerait essentiellement par un
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niveau d’expression des marqueurs classiques plus intense chez les Tryg GC : CXCRS, Bcl6,
ICOS, PD-1, CXCL13, CD200, et IL-21. Cependant, de méme que la perte de CCR7 qui
traduit le phénotype effecteur de ces cellules, I’expression de SAP constituerait une
caractéristique propre aux Trgy GC (Rasheed et al., 2006). Chez I’homme, les mutations
inactivatrices de SAP rencontrées dans les syndromes lymphoprolifératifs liés au chromosome
X, se traduisent par un déficit en immunoglobuline et 1’absence de CGs ainsi qu’un
dysfonctionnement des LT CD4 (Chaganti et al., 2008; Ma et al., 2005; Ma et al., 2000),
renforcant le role primordial des Try dans la réponse humorale.

6.4.1.2. Fonction des Try

Le discernement du role fonctionnel des Try requiert la compréhension de I’intégration
collaborative des diverses voies de signalisation mise en jeu au cours de ces interactions T-B,
impliquant les facteurs solubles (IL-21, IL-4 et CXCL13), les protéines de surface (CD40L,
PD-1, ICOS, SAP et CXCRY) et le facteur de transcription Bcl6 figure 11.

* CD40L-CDA40 :

CDA40L est I’'unique ligand de CD40. Chez ’Homme, la liaison CD40L/CD40 conduit
a une diminution rapide de I’expression de CD40L a la surface des Trn de manicre
concomitante a son internalisation. Ce mécanisme contribuerait a la modulation de
I’activation des LB (Yellin et al., 1994). La régulation de son expression complexifie la
détermination de son rdle dans les interactions LT-LB chez I’Homme. Cependant, chez la
souris, la perturbation des interactions CD40L/CD40 par I’administration d’un anticorps anti
CDA40L se traduisant par I’absence de centres germinatifs, démontre son implication dans le
dialogue Trp/LB (Foy et al., 1994).

L’analyse du profil transcriptionnel des LB des centres germinatifs (ou LB GC)
montrait que ces cellules étaient caractérisées par 1’expression de geénes pro-apoptotiques
(Klein et al., 2003). Des signaux de survie sont donc indispensables pour assurer le maintien
des LB GC. L’engagement CD40L/CD40 serait critique dans le processus séquentiel
permettant la survie des LB GC. En effet, chez les LB, I’engagement CD40L/CD40
conditionne a la fois I’expression de Bclx, molécule anti-apoptotique, et celle de Fas,
molécule pro-apoptotique. A un stade précoce, la liaison de CD40 a CD40L induirait
I’augmentation de Bclx, rendant ainsi les LB résistant a ’apoptose liée aux interactions
Fas/FasL entre LB et Try. Par la suite, I’absence concomitante de reconnaissance appropriée
de I’antigéne par les LB activés conduirait & une diminution du niveau de Bclx et a la mort
des LB par susceptibilité Fas/FasL (Zhang et al., 1996).

e JL-21:

11-21 produite par les Try serait déterminante pour la différenciation des LB en plasmocytes
mais son role est complexe. La fixation de L’IL-21 sur son récepteur a la surface des LB
induit la phosphorylation de STAT3 (Signal Transducter and Activator of Transcription 3), ce
qui active I’expression du facteur de transcription Blimp-1 (Martins and Calame, 2008). Chez
I’Homme, la présence de mutations abolissant 1’expression de STAT3, empéche 1’induction
de Blimp-1 et donc la différenciation des LB en plasmocytes, et ce malgré une
supplémentation in vitro en IL-21 (Avery et al., 2010). Mais, I’'IL-21 sécrétée par les Trn
permet également d’augmenter 1’expression de de Bcl6. Cette derniére propriété conférait a
I’IL-21 un rdle dans la prolifération des LB par I’intermédiaire de STATS, permettant le
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maintien et/ou 1’induction de Bcl6 (Scheeren et al., 2005). IL-21 par ce mécanisme agirait de
concert avec CD40L.

Par ailleurs, IL-4 pourrait circonvenir aux fonctions de I’ll-21, démontrant
I’interconnexion entre les différentes voies de signalisation engagées par les interactions Trp-
LB GC. Chez la souris, le déficit conjoint en IL-21R et IL-4R semble étre plus lourd de
conséquences que 1’inactivation de I’IL-21R seul, confirmant 1’importance de voies alternes
dans la médiation de signaux (Ozaki et al., 2002).

* PD-1/PDL-1:

PD-1 est fortement exprimé a la surface des Trg GC. Un tel niveau d’expression
pourrait refléter en partie les interactions de nature antigéne spécifique qui se produisent de
maniére répétée entre LB et LT au sein des centres germinatifs et qui conduisent a une
stimulation chronique du TCR. L’expression de PD-1 chez les lymphocytes T soumis a une
stimulation antigénique constante en rapport avec une infection chronique, a en effet été
décrite (Day et al., 2006; Wherry et al., 2007).

Cependant, 1’expression intense de PD-1 pourrait également refléter I’implication des
Trn dans des mécanismes de contrdle du développement de la réponse humorale. Comme
énoncé précédemment (section mise en évidence et caractérisation), le niveau d’expression de
PD-1 permettrait de discriminer les Try des autres populations T « helper », mais également
de déterminer le stade de différenciation des Try en corrélation avec 1’expression de CCR7.
Chez I’'Homme, Wang et al., en utilisant une méthode de tri par billes magnétiques basées sur
le niveau d’expression de PD1, ont pu isoler a partir d’un organe lymphoide secondaire, les
amygdales, trois populations de LT CD4 avec des intensit¢ de PDI1 différentes soit les
CD4'PD-1", CD4 ' PD-1"" ou CD4"PD-1"". Ils ont démontré que seules les cellules CD4 PD-
1™ étaient capables d’une part, de produire de 1’'TL-21 et du CXCL13, et d’autre part,
d’induire la production d’immunoglobulines par les LB isolés de ces mémes tissus.
Néanmoins, dans cette méme étude, ’activation de PD-1 par ’addition de PDL-2 in vitro
conduisait a la réduction notable de la sécrétion d’immunoglobuline, suggérant que PD-1
pourrait jouer un réle modulateur de la réponse humorale (Wang et al., 2011).

La mise en évidence d’une population de Try régulateurs (Tgr) : CXCRS5 Bcl6 FoxP3"
chez ’'Homme et la souris, figure 12 (Chung et al., 2011) a conduit a la révision du rdle de
PDI1 dans la réponse humorale. L’existence de telles cellules chez ’'Homme avait été
suggérée par le fait que chez les sujets atteints de syndrome Immunedysregulation,
Polyendocrinopathy, autoimmune Enteropathy, X-linked (IPEX), syndrome lié a des
mutations inactivatrices du géne FoxP3, une réponse humorale incontrdlée est observée.

Par ailleurs, en ’absence de détection de LT CXCR5'Bcl6 FoxP3" (Tgr) dans le
thymus de souris, Chung et al. avaient émis ["hypotheése que ces cellules pourraient dériver de
précurseurs T-Reg naturels CXCRS™ provenant de la périphérie (Chung et al., 2011). Dans
cette méme étude, des expériences de transfert adoptif réalisées dans des souris TCRS” ont
permis de démontrer la capacité des LT CD4 Tgr a controler la réponse humorale. En effet, le
transfert de LT CD4 naifs de souris sauvage en présence de T-Reg issus soit de souris
déficientes pour le géne Bcl6, soit de souris sauvages, dans des hotes TCRA”, suivi d’une
immunisation avec la protéine KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) conduisait a une
augmentation remarquable du pourcentage de plasmocytes et du titre d’anticorps spécifiques
de cette protéine, uniquement lorsque les T-Reg provenaient des donneurs Bcl6” (Chung et
al., 2011).

Enfin, Sage et al. ont montré que I’interaction PD-1/PDL-1 affectait plus
spécifiquement les Tgg, en diminuant leur nombre. L’engagement de PD-1 par son ligand
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permettrait le controle de I’inhibition des Try par les Trr qui tentent normalement a limiter
leur différenciation et leur fonction (Hams et al., 2011).

e SAPetICOS:

Les interactions ICOS/ICOSL affecterait plus la différenciation des Try que leur
fonction stricto sensu (section mise en évidence et caractérisation).

La signalisation conduite par SAP, quant a elle, contribuerait a stabiliser les contacts des
Trn avec les LB GC, contacts nécessaires a leur différenciation en plasmocytes et/ou LB
mémoires (Cannons et al., 2010). Cependant, SAP pourrait également étre impliqué dans les
mécanismes moléculaires conduisant a la production par les Try d’IL-4 (Yusuf et al., 2010),
qui aurait pour rdle, tout comme I’II-21, de promouvoir la survie des LB GC (Ozaki et al.,
2002).

* CXCRS5/CXCL13:

L’expression du récepteur CXCRS par les Try est acquise au cours des stades précoces
de différenciation des T « helper » en Try (section mise en évidence et caractérisation). Le
role de ce récepteur est essentiel a la migration des Try vers les follicules des organes
lymphoides secondaires riches en CXCL13 ligand sécrété par les LB GC.

L’expression de CXCL13 constitue une caractéristique singuliére des Try humains
mais son role reste a définir. La sécrétion de CXCL13 par les Ty pourrait conditionner le
recrutement des LB vers les follicules et la migration intra-folliculaire des LB GC vers les
zones claires des follicules riches en Try et cellules dendritiques folliculaires. Parallélement,
au sein des centres germinatifs, la liaison de CXCL13 a CXCRS5 a la surface des LB GC
pourrait induire 1’expression de LTalB2, lymphotoxine dont I’engagement avec son récepteur
a la surface des cellules non hématopoiétiques du stroma est impliquée dans la maturation des
cellules dendritiques folliculaires (Ansel et al., 2000). CXCL13 de maniére générale serait
primordiale pour définir I’architecture fonctionnelle des centres germinatifs. Les Try qui
constituent une source importante de CXCL13 au sein des centres germinatifs (Gu-Trantien et
al., 2013), participeraient par ce biais au maintien actif de ces structures.

6.4.2. Les Tyy et Pimmunité anti-tumorale

6.4.2.1. Introduction

Si un lien entre la présence de Tpy et certains cancers est clairement établi, la
contribution de ces cellules a la réponse immune anti-tumorale reste encore a définir. Les Ty
associés aux cancers peuvent &tre séparés en deux catégories: celle ou les cellules
néoplasiques sont des cellules d’origine lymphocytaire et arborent elles-mémes un phénotype
de type Tru et celle ou les cellules tumorales sont distinctes des Try mais dans lesquelles les
Tru semblent jouer un role prépondérant.

Les lymphocytes T néoplasiques d’aspect Try ont été essentiellement décrits dans les
lymphomes T dits angio-immunoblastiques (LTAI). Dans cette pathologie, la localisation
préférentielle de ces cellules de type CD4 au niveau des follicules de la zone B des ganglions,
aux stades précoce de la maladie, évoquait une origine Try. L’analyse phénotypique de ces
cellules malignes a permis de démontrer qu’elles exprimaient effectivement un certain
nombre de marqueurs de Try, dont CXCL13, CXCRS, SAP, ICOS et Bcel6 (de Leval et al.,
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2007; Krenacs et al., 2006). Parall¢lement, les LTAIs sont souvent associés a un
dysfonctionnement des LB se manifestant par une expansion de ces cellules accompagnée
d’une hypergammaglobulinémie et de la présence d’auto-anticorps (de Leval et al., 2010).
Dans leur ensemble, ces observations indiquent que ces cellules T malignes possédent les
caractéristiques non seulement phénotypiques mais également fonctionnelles des Try. La
présence de ces cellules a également ¢té¢ mise en évidence dans d’autres types de lymphomes
T, les lymphomes T dits non-spécifiés (Meyerson et al., 2013; Rodriguez Pinilla et al., 2009).

Le role dans le développement tumoral des Try, non pas en tant que cellules malignes
mais comme cellules associées a la tumeur a été également décrit. Ahearne et al. ont montré
que les patients atteints de leucémies lymphoides chroniques (LLC) présentaient une
augmentation dans le sang périphérique de CD4'CXCRS". In vitro, 1a supplémentation en IL-
4, IL-21 et CD40L, molécules affiliées aux Try, favorisait la prolifération et la survie des
cellules leucémiques (Ahearne et al., 2013). Enfin, I’implication des Try dans les tumeurs
solides non hématologiques, était indirectement suggérée par I’infiltration de plasmocytes au
sein de la tumeur, le développement de plasmocytes étant dépendant des Try. La présence de
LB définis comme cellules CD20", associée a une meilleure survie dans certains cancers,
cancer du poumon non a petites cellules (Lohr et al., 2013) cancers ovariens (Nielsen et al.,
2012), mélanomes (Ladanyi et al., 2011) cancers du sein présentant une activité proliférative
intense (Schmidt et al., 2008), indiquait que les Try pourraient constituer un facteur
pronostique de la progression tumorale.

6.4.2.2. Implication directe des Tyy dans ’'immunité anti-tumorale

Ce n’est que trés récemment, par les travaux de Gu-Trantien et al., que le rdle direct de
Tru dans la réponse anti-tumorale a pu étre mis en évidence. Cette étude a été menée chez des
patientes atteintes de cancer du sein non préalablement traitées. Le profil d’expression
génique des LT CD4 a ¢été établi a partir de ’analyse simultanée des tumeurs, des organes
lymphoides secondaires (ganglions axillaires) et du sang périphérique de ces patientes.
L’objectif était de déterminer la composition de ces différents compartiments en termes de
sous-populations LT CD4. Une relation directe entre la densité de I’infiltrat lymphocytaire et
la présence de structures lymphoides tertiaires (SLT) a ét¢ mise en évidence. En effet, une
forte proportion de lymphocytes intra-tumoraux était associée a un grand nombre de SLTs
adjacents a la tumeur. L’architecture de ces SLTs était comparable a celle de ganglions,
comprenant une zone T enrichie en CD3", cotoyant des ilots assimilables aux follicules
ganglionnaires, concentrant lymphocytes B (cellules CD20"), cellules dendritiques
folliculaires (cellules CD23"), Trr (CD4 ' CXCL13") et excluant les lymphocytes CDS". Ces
follicules incluaient également des centres germinatifs circonscrits par la co-localisation de
cellules CD4", BCL6', et CXCL13" (Tey GC) et I’expression exclusive de Ki67 traduisant
I’activité proliférative des LB (LB GC) figure 13. La production de CXCL13 apparaissait
parfaitement corrélée a I’expression d’autres marqueurs de Try tel que PD1 et CD200 figure
14 et était proportionnelle a la fréquence des cellules CD45+ dans le stroma comme dans la
tumeur, suggérant que les TILs Try pouvaient étre a I’origine de la formation de ces structures
tertiaires. L’analyse transcriptionnelle comparative entre les tumeurs fortement et faiblement
infiltrées (statut déterminé par marquage immunohistochimique des lymphocytes CD4'CD3"
intra-tumoraux), a permis d’établir une signature génétique Try de 8 génes préférentiellement
surexprimés dans les tumeurs infiltrés (CD200, CXCL13, PD-1, ICOS, SAP, SGPP2:
sphingosine 1phosphatase phosphatase 2, VSTM3: V-set and immunoglobulin domain
containing 9 et FLF37440 : hypothetical protein). En extrayant les génes spécifiques de Thl
et Try, différentiellement exprimés en fonction de I’importance de ’infiltrat lymphocytaire,
les auteurs ont évalué I’impact de ces signatures sur le taux de survie sans récidive a 10 ans de
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patientes atteintes de cancer du sein n’ayant re¢u aucun traitement, ni hormonothérapie, ni
chimiothérapie, avant et apres chirurgie. Cette étude a permis de démontrer clairement que la
signature génique Try précédemment établie était associée a une meilleure survie chez
I’ensemble des patientes alors qu’un bon pronostic de la signature Thl était restreint aux
patientes dont la tumeur était de sous type HER" figure 15.

La valeur pronostique de CXCLI13 seule était en parfaite concordance avec celle de la
signature Try, confirmant que I’expression de CXCL13 dans la tumeur était étroitement li¢e
aux Trp. De méme, les auteurs ont montré que la signature Try et CXCL13, identifiées a
partir de biopsies tumorales, constituaient une valeur prédictive de la réponse a une
chimiothérapie préopératoire, puisque associée a un taux de réponses complétes plus
important chez les patientes, spécifiquement chez celles porteuses de tumeurs de sous-type
HER' figure 16. Au vu de ces résultats, les Tgy intra-tumoraux se révéleraient étre a la fois un
facteur prédictif de la réponse au traitement et pronostique de I’évolution de la maladie. Par
extrapolation, il pourrait en étre de méme pour les structures lymphoides tertiaires qui ont
déja été décrites dans les cancers du poumon (de Chaisemartin et al., 2011) et les cancers
colorectaux (de Chaisemartin et al., 2011) comme étant de bon pronostic et affiliés a une
signature génique caractéristique comprenant des génes codant pour des chimiokines et leurs
récepteurs. Dans 1’étude menée par Gu-Trantien et al., la présence de structures lymphoides
tertiaires adjacentes a la tumeur était corrélée a 1I’accumulation de Ty sécrétant CXCL13. Ces
structures pourraient étre essentielles a la mise en place d’une réponse anti-tumorale durable.
Les cellules de 'immunité temporairement consignée dans un environnement protecteur : les
SLTs pourraient devenir opérationnelles a la suite de modifications environnementales.

Si les Try jouent un role fonctionnel direct sur 1’inhibition de la croissance tumorale ou
si leur présence refléte simplement la formation de structures lymphoides tertiaires et une
meilleure réponse immune de manicre générale, reste cependant & démontrer.
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6.5.Les Lymphocytes T régulateurs

6.5.1. Mise en évidence et caractérisation

Les lymphocytes T régulateurs (T-Reg) jouent un rdle primordial dans le maintien de
la tolérance périphérique. Identifiés en 1995 chez la souris par Sakaguchi et al, ils ont été
caractérisés chez 1’homme en 2001 comme des lymphocytes T CD4  exprimant
constitutivement et fortement la chaine alpha du récepteur a l’interleukine 2, le CD25.
(Baecher-Allan et al., 2001; Sakaguchi et al., 1995). Par la suite, la stabilité d’expression du
facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box3) liée a la déméthylation sélective du domaine
hautement conservé TSDR (T-Reg specific demethylated region) localis¢ a I'intérieur du
locus FoxP3, a ét¢ montrée comme propre aux T-Reg et déterminante pour leur
développement ainsi que leur fonction suppressive (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003;
Polansky et al., 2008; Roncador et al., 2005). Chez ’homme, les mutations aboutissant a la
perte de fonction du gene FoxP3 définissent le syndrome IPEX (Immunedysrégulation,
Polyendocrinopathy, autoimmune Enteropathy, X-linked) se traduisant par des atteintes poly-
endocriniennes et des entéropathies séveres ainsi que des allergies alimentaires multiples
(Bennett et al., 2001). Dans le sang périphérique, le niveau d’expression intermédiaire de la
chaine alpha du récepteur a I’interleukine 7, le CD127, coordonné a une forte expression de
CD25, sont corrélés avec I’expression de Foxp3 et définissent les T-Reg comme des
lymphocytes CD4'CD127™CD25"" (Seddiki et al., 2006) figure 17.

Deux populations de T-reg ont été définis en fonction de leur origine : les T-Reg
naturelles (nT-Reg) générées au cours du développement des lymphocytes T dans le thymus
et les T-Reg adaptatifs ou inductibles (iTreg) issus de la conversion de lymphocytes T CD4+
conventionnels naifs en situation tolérogene. L’expression du facteur de transcription
HELIOS qui semble restreinte aux seuls nT-Reg, permettrait la différenciation de ces deux
populations (Thornton et al., 2010).

6.5.2. Meécanismes de suppression

Si les mécanismes cellulaires et moléculaires précis par lesquels les T-Reg exercent
leur fonction régulatrice de la réponse immune restent a préciser chez ’homme, les études
menées chez la souris ont permis d’identifier nombre d’entre eux figure 18.

L’action suppressive sur les cellules effectrices de I’immunité peut étre liée a une
cytotoxicité directe des T-Reg par I’intermédiaire de la voie Perforine/Granzyme ou Fas/FasL.
Elle peut aussi s’exercer de maniére indirecte, les T-Reg induisant le dysfonctionnement des
cellules présentatrices de 1’antigéne (CPAs) aprés engagement des molécules inhibitrices
CTLA-4 et/ou LAG3 exprimées a leur surface avec leurs ligands respectifs : CD80/CD86 et
CMH classe II, présents a la surface des CPAs. Dans ces deux cas, un contact cellulaire direct
entre T-Reg et cellules cibles est requis.

Parallélement, la carence en IL-2, un facteur de survie, inférée par la consommation
compétitive des T-Reg, 100 fois plus affins pour cette cytokine que les LT CD4
conventionnels, joue un role majeur dans I’établissement de la suppression.

Des facteurs solubles sont également associés a la fonction suppressive des T-Reg :
I’IL-10 et le TGFB produits directement par les T-Reg mais aussi ’Indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) dont la sécrétion par les CPAs serait conditionnée par les T-Reg.

Plus récemment, d’autres mécanismes immuno-modulateurs impliquant les T-Reg via
les molécules co-inhibitrices Programmed Death-1/Programmed Death-1 Ligand (PD1:PDL-
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1) et B7-H4 ont été décrits. Classiquement, au cours de I’activation, I’engagement de PD1 par
son ligand PDL-1 concomitant a la transduction d’un signal TCR serait a ’origine de
I’épuisement des cellules T effectrices. Ce phénomeéne d’ « exhaustion » permettrait la
régulation négative de leur expansion et de leurs fonctions effectrices afin de limiter la
réponse immune. L’interaction PDI/PDL-1 pourrait également étre impliquée dans
I’induction et la maintenance de la tolérance, 1’absence d’expression de PD1 chez les souris
déficientes pour ce gene conduisant au développement de maladies auto-immunes (Nishimura
et al., 1999). Si la molécule PDL-1 est constitutivement exprimée par les CPAs, elle peut tout
comme PD1 étre induite a la surface d’un grand nombre de types cellulaires, notamment en
réponse aux cytokines pro-inflammatoires tel que I’interferon. Les T-Reg peuvent co-
exprimer ces deux molécules et ainsi influencer le triumvirat CPAs/Effecteur/Régulateurs en
faveur de la suppression. En plus d’une action inhibitrice directe par liaison de PDL-1 avec
les molécules PD1 présentes a la surface des effecteurs T (Zhou et al., 2010) ou B (Gotot et
al., 2012), les T-Reg permettraient d’induire la conversion en iTRegs de lymphocytes CD4
conventionnels et de maintenir la fonction suppressive de ces cellules nouvellement induites
(Francisco et al., 2009). Par ailleurs, I’axe PD-1/PDL-1 pourrait étre impliqué dans
I’expansion de T-Regs. Ce processus a ét¢ décrit comme un mécanisme participant au non-
rejet du greffon au cours de la transplantation (Krupnick et al., 2005). Kruprick et al. ont
montré in vitro que les cellules endothéliales du greffon qui persistent apres transplantation,
¢taient capable d’induire apres activation, la prolifération de T-Regs allogéniques et que cette
expansion était dépendante de PDL-1. L’interaction de PDL-1 avec la molécule B7.1 (CD80)
nouvellement identifiée comme second récepteur de PDL-1, pourrait également conduire a
I’expansion des T-Regs. Dans un modele murin de réaction du greffon contre I’héte (GVHD),
I’engagement de PDL-1 a la surface d’APCs avec le récepteur B7.1 présent sur les T-Regs
conditionnait la survie et I’expansion des T-Regs du donneur (Yi et al., 2011).

L’inhibition des lymphocytes T activés liée a la molécule B7H4 serait, quant a elle, en
partie imputable aux T-Reg. Les T-Reg infiltrant la tumeur favoriseraient la production d’IL-
10 et d’IL-6 par les macrophages environnants. Ces cytokines, par une action autocrine et
paracrine, stimuleraient I’expression de B7H4 a la surface des cellules my¢loides (cellules
dendritiques, monocytes et macrophages) qui lors de leurs interactions avec les lymphocytes
T activés, vont induire par le biais de cette molécule I'arrét de la prolifération et de la
sécrétion de cytokines des cellules en contact (Kryczek et al., 2007a; Sica et al., 2003).

6.5.3. T régulateurs et immunité anti-tumorale

6.5.3.1. Introduction

Les T-Reg, garants de la tolérance périphérique, sont présentés comme un obstacle
majeur a D'immunité anti-tumorale, qu’elle soit de nature intrinséque, en permettant
I’échappement aux mécanismes d’immunosurveillance, ou qu’elle soit extrinséque, en
prévenant les effets des immunothérapies. En effet, les cellules cancéreuses expriment des
auto-antigénes (antigénes de différenciation) et/ou des antigénes associés a la tumeur
(antigénes mutés ou antigénes onco testis) qui pourrait en théorie étre a I’origine de
développement d’éventuelles auto-immunités impliquant I’intervention des T-Reg.

Plus qu’une rupture de 1’équilibre entre cellules effectrices et suppressives, ce serait la
diligence des T-Reg a accéder au site de la tumeur qui serait déterminante pour imprimer une
dominante suppressive favorable au développement des tumeurs (Darrasse-Jeze et al., 2009).
La déplétion en T-Reg représente par conséquent une approche attractive dans le traitement
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des cancers. Cependant, son manque de spécificité pourrait conduire au développement de
pathologies auto-immunes et serait favorable a la conversion des cellules T CD4
conventionnels en cellules régulatrices ayant pour conséquence d’élargir le répertoire
« suppresseur ». Une action plus ciblée sur les mécanismes conduisant a altérer le
recrutement, la différenciation, la fonctionnalité ou encore la signalétique des T-regs est donc
préférentiellement envisagée comme stratégie thérapeutique. Le contrdle de la fonction de ces
cellules suppressives dans le microenvironnement tumoral sans compromettre la tolérance
périphérique représente donc le véritable enjeu.

6.5.3.2. T-Reg et évolution tumorale

Etant donné que la fréquence des cancers semble augmenter avec 1’age, la question de
I’évolution quantitative (fréquence a l'intérieur des différents compartiments) et qualitative
(spécificité¢ et fonctionnalité) des T-Reg en fonction de 1’dge, se pose naturellement
(DeGregori, 2013). Chez ’Homme, en raison de I’acces restreint aux tissus, la fréquence des
T-Reg en fonction de 1’age est déterminée dans le sang périphérique. Les études menées, si
elles ne mettent pas en évidence d’augmentation majeure de la fréquence des T-Regs
proportionnellement a 1’age, soulignent la stabilité fonctionnelle de ces cellules au cours du
temps. La population T-Reg subit néanmoins un remodelage phénotypique qui suit le
processus de différenciation des cellules naives en cellules mémoires/effectrices (Santner-
Nanan et al., 2008; Valmori et al., 2005a). Cette évolution s’accompagne d’une modification
adaptative du répertoire TCR relative aux conditions de stimulation environnementale
(Miyara et al., 2009; Vukmanovic-Stejic et al., 2006). Il est pour le moment impossible de
déterminer dans quelle mesure ces variations modifient I’occurrence des tumeurs. Dans le
contexte tumoral, 1I’évolution des T-Regs n’est évaluable que sous traitement ou comparée
aux valeurs mesurées chez les sujets sains.

La caractérisation des populations T infiltrant la tumeur (TILs) constitue un élément
pronostique de 1’évolution de la maladie. Cette évaluation concerne non seulement le nombre
de cellules T infiltrant mais le ratio entre les différentes sous-populations a I’intérieur de la
tumeur (Fridman et al., 2012). Si pour les lymphocytes T CDS la corrélation entre densité de
l'infiltrat et pronostic clinique favorable semble claire, pour les T-Reg, les données sont plus
controversées. L’analyse des caractéristiques du répertoire des TILs en termes de diversité et
d’antigene spécificité serait des plus informatives (Linnemann et al., 2014).

6.5.3.3. Recrutement préférentiel

L’augmentation du nombre de T-Regs au sein du microenvironnement tumoral est
présentée comme un obstacle a I’'immunité anti-tumorale. Pour exercer leur action
suppressive, les T-Reg sont dépendants de leur capacité a migrer aux sites d’intéréts pour y
établir des interactions cellulaires. De maniere générale, ce sont les petites molécules chimio-
attractantes, les chimiokines, qui régulent le trafic des différentes sous-populations de cellules
T en fonction de I’expression conditionnelle de récepteurs appropriés a leur surface. Les T-
Reg expriment majoritairement CCR4 mais également CCRS a leur surface et peuvent ainsi
étre recrutés spécifiquement en réponse a la production des ligands CCL22 et CCL17 propre a
CCR4 et CCL1 pour CCRS.

La production physiologique de CCL22 au niveau luminal par les cellules épithéliales
des acini de la glande mammaire participerait au contrdle de I’inflammation dépendante du
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cycle menstruel (Jones et al., 2005). Dans le microenvironnement tumoral, cette sécrétion
peut étre le fait des cellules dendritiques et des macrophages infiltrant la tumeur, comme des
cellules épithéliales (Gobert et al., 2009). Le remaniement tissulaire accompagnant le
processus de transformation conduit a une sécrétion diffuse non polarisée, favorisant la
migration des T-Reg au site de la tumeur et 1’établissement d’un environnement tolérogéne
figure 19 (Curiel et al., 2004; Maruyama et al., 2010a; Mizukami et al., 2008). La sécrétion
de CCL22 par les cellules tumorales s’effectuerait en réponse aux signaux de 1’inflammation :
IL1-B, TNFe ou encore IFNy, produits par les cellules de 'immunité innée (Natural Killer et
macrophages), senseurs précoces de la tumeur (Faget et al., 2011).

Récemment, 1’utilisation d’un anticorps dirigé contre CCR4, le Mogamulizumab, dans le
traitement des leucémies a cellules T de 1’adulte (ATL/L) induites par le virus T-lymphotrope
humain de type I (HTLV-1) (Ishida et al., 2012), a permis d’établir que la proportion de
CD4 FoxP3'CD45RA- incluant les cellules leucémiques mais également les effecteurs T-
Regs (Miyara et al., 2009), était fortement réduite dans le sang périphérique des patients
traités (Sugiyama et al., 2013). Parallélement, les auteurs ont montré qu’a partir de PBMCs
(Peripheral Blood Mononuclear Cells) issus de sujets atteints de mélanomes, la déplétion ex
vivo des cellules CCR4" induisait aprés stimulation in vitro 1’expansion de LT CD4 et de LT
CDS8 spécifiques de I’antigéne tumoral NY-ESO-1. Ces résultats démontrent que la déplétion
sélective des effecteurs T-Reg contribuerait a instaurer ou a restaurer 1’immunité anti-
tumorale. Cette stratégie présenterait un intérét majeur, en affectant préférentiellement les T-
Reg effecteurs, elle réduirait les risques de compromettre la tolérance périphérique et
I’apparition d’auto-immunité. Elle permet également d’envisager I’inversion d’un état
suppresseur vers un état pro-actif anti-tumoral dans les tumeurs établies (Darrasse-Jeze et al.,
2009).

Récemment, la sécrétion de CCL17 par les polynucléaires neutrophiles associés a la
tumeur (TANSs) a été défini comme une voie alterne ou complémentaire au recrutement des T-
Regs au site de la tumeur (Mishalian et al., 2014). CCL28, chimiokine étroitement liée a
I’hypoxie, sous I’action directe de HIF-1a (Hypoxia inductible factor-1a) pourrait également
jouer un rdle dans la migration des T-Reg vers la tumeur. La croissance tumorale étant
dépendante de I’apport en oxygeéne et en nutriments, I’activation de I’angiogenese constitue
un facteur essentiel a I’expansion tumorale. L’apoptose et la nécrose tumorales consécutives a
I’hypoxie n’engendrent cependant pas la mise en place d’une réponse immune anti-tumorale
escomptée. Facciabene et al. ont montré que dans les cancers ovariens, la co-expression de
CCL28 et d” HIF-1a dans la tumeur était associée a une diminution de la survie des patientes.
La sécrétion de CCL2S, induite par 1’hypoxie, conditionnerait le recrutement de T-Reg
exprimant CCR10, ligand de CCL28, et serait indirectement responsable de 1’établissement
d’un microenvironnement tolérogene. Les T-Regs ainsi recrutés stimuleraient I’angiogenése
par la libération de VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A) en réponse a I’hypoxie
(Facciabene et al., 2011).

Les mécanismes contribuant au recrutement préférentiel des T-Reg au sein des tumeurs
apparaissent multiples et variés. Le recours a un chimio-attractant précis serait directement 1ié
au type de tumeur (présence d’acini), au stade tumoral (hypoxie) et également a la
composition de I’infiltrat tumoral (présence de TAMs et TANSs). Ces ¢léments sont a prendre
en considération dans les stratégies visant a bloquer I’acces des T-Reg a la tumeur.
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6.5.3.4. T-Reg et développement tumoral : action pro ou anti-tumorale ?

Alors que les TILs exprimant des marqueurs de cytotoxicité sont généralement associés
a un bon pronostic, les TILs identifiés comme suppresseurs (T-Reg), ont été initialement
corrélés a une évolution défavorable de la tumeur. Ces résultats concordent avec 1’idée
générale que les T-Reg exercent une action suppressive de la réponse anti-tumorale par divers
mécanismes explicités précédemment. Paradoxalement, des études ont déterminé que la
présence de T-Reg dans le microenvironnement tumoral pouvait étre également associée a un
pronostic d’évolution favorable. La divergence entre ces résultats souléve nombre
d’interrogations quant au réle exact de ces cellules dans I'immunité tumorale. L’analyse
détaillée de 58 publications relatant ’impact des T-Regs dans différentes pathologies
cancéreuses, a permis d’apporter certains éléments de réponse (deLeeuw et al., 2012).

La définition phénotypique de T-Reg et une standardisation des techniques paraissent
indispensables a 1’évaluation de 1’impact des T-Reg et plus particulierement des T-Reg intra-
tumoraux sur I’évolution de la maladie. L’expression de Foxp3 est admise de maniere
consensuelle comme caractéristique et discriminante de la population T-Reg. Or, en dehors
des différences en termes de sensibilité et de spécificité liées au clone des anticorps utilisés
pour la détection, FoxP3 peut étre transitoirement exprimé au cours de ’activation des CD4
non suppresseurs (Allan et al., 2007; Wang et al., 2007). La combinaison avec d’autres
marqueurs pertinents, tel Helios (Thornton et al., 2010) ou CCR4 (Baatar et al., 2007), ou
encore 1’étude de la méthylation de Dl’intron 1 de FoxP3 (Polansky et al., 2008),
contribueraient a définir avec plus d’exactitude les relations établies entre 1’abondance des T-
Reg et I’évolution de la maladie. A titre d’exemple, dans les cancers de 1’oropharynx, alors
que les cellules FoxP3" dans leur ensemble n’ont pas de valeur pronostique, les
CCR4 FoxP3" sont significativement associés a une meilleure survie (Watanabe et al., 2010).
Dans le cancer du rein, la co-expression d’Helios et de FoxP3 a la surface des CD4+
périphériques a permis d’attribuer 1I’expansion des T-Regs observée a une origine thymique et
non a un processus de conversion des CD4" dits conventionnels (Elkord et al., 2011). La
détermination de I’origine des T-Regs constitue un aspect important dans la compréhension
des mécanismes de tolérance mis en place lors du développement tumoral. Par ailleurs, il est
nécessaire de prendre en considération que les CD4 FoxP3" peuvent constituer une
population hétérogene comprenant des cellules aux propriétés suppressives comme des
cellules ayant perdu cette fonctionnalité (Miyara et al., 2009). En effet, Miyara et al. ont
clairement démontré que les CD4 FoxP3" pouvaient étre classés en trois sous-populations :
(1) les T-Regs non activés, naifs CD45RAFoxP3"°, (2) les T-Regs activés,
mémoires/effecteurs CD45RAFoxP3™, ces deux sous-populations présentant toutes deux des
fonctions suppressives, et enfin (3) les T-Regs CD45RAFoxP3", effecteurs non suppresseurs
capables de sécréter de ’IFNy, de I’IL-2 et potentiellement de I’IL-17. La définition de cette
derniére population n’est pas sans rappeler la plasticité des T-Reg et leur possible conversion
en Th17 évoquée dans la section Th17. Cette distinction de fonction a I’intérieur méme des
CD4'FoxP3" est étayée par I’augmentation relative d’effecteurs CD45RAFoxP3" observée
dans des formes actives de lupus érythémateux disséminé, maladie auto-immune systémique,
en comparaison avec la sarcoidose, maladie inflammatoire, et aux donneurs sains figure 20.
En conclusion, cette étude montre que la fonctionnalité des T-Reg est sujette aux variations
environnementales, et dépendante du contexte pathologique rencontré.

Dans cette perspective, le site de la tumeur, ses caractéristiques histologiques et
moléculaires constitueraient des facteurs importants, pouvant orienter I’impact des T-reg sur
le pronostic clinique. Dans les cancers colorectaux, Ladoire et al ont émis I’hypothése que
I’effet bénéfique des T-Regs constaté pourrait résulter du contréle de 1’inflammation
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chronique promue par la translocation vers la tumeur de bactéries de la flore intestinale,
translocation due a une probable augmentation de la perméabilit¢ au niveau des jonctions
serrées occasionnés par la nécrose ou 'ulcération a la surface de la tumeur (Ladoire et al.,
2011a). Dans d’autres types de cancers, comme les carcinomes hépatocellulaires, la présence
de T-regs semble unanimement associée a un mauvais pronostic (deLeeuw et al., 2012). Du
reste, le cancer ne constitue pas une pathologie remarquable en soi mais doit étre percue
comme un ensemble de maladies hétérogénes avec des profils génétiques et des altérations
épigénétiques propres (Ogino et al.,, 2011). Les variations du retentissement des T-regs
observées sur I’évolution d’un méme type de tumeur pourraient par conséquent étre attribuées
a une hétérogénéité moléculaire intrinseéque. Cette hypothese est confortée par les résultats
obtenus dans les cancers colorectaux ou I’augmentation de la fréquence de T-Regs infiltrant la
tumeur est associée a une meilleure survie et constituerait un facteur prédictif indépendant
uniquement chez les patients dont la machinerie de réparation des mésappariements est
fonctionnelle (Frey et al., 2010). De méme, dans les cancers du sein, la stratification des
tumeurs en fonction de leur statut hormonal permettrait de distinguer des sous types ou
I’influence des T-Regs serait plus déterminante. Les patientes dont les tumeurs du sein
expriment le récepteur a I’estrogeéne présentent un taux de T-Regs intra-tumoraux important
qui définit un risque élevé de récidive (Bates et al., 2000) figure 21.

L’analyse des études précédemment citées, révelent que la détection d’un nombre élevé de
cellules CD4 FoxP3" assimilés aux T-Regs, au sein de la tumeur, n’est pas univoque. Par
conséquent, les stratégies thérapeutiques visant a effectuer une déplétion des T-Reg dans un
contexte tumoral peuvent avoir un effet aussi bien bénéfique que délétére. Une meilleure
caractérisation des T-Regs et une analyse systématique des paramétres environnementaux
sont indispensables a la compréhension de leur role dans I’'immunité tumorale. Au-dela d’une
vision statique, 1’étude du dynamisme de ces cellules au cours de la maladie permettrait de
mieux comprendre leur implication dans 1’évolution des cancers. Dans cette optique, le lien
entre périphérie et tumeur semble incontournable, I’acces au site tumoral n’étant envisageable
que lors d’exéreses chirurgicales. Un suivi longitudinal de leur évolution quantitative et
qualitative, prenant en considération leur profile cytokinique, 1’état de méthylation de FoxP3,
la diversité de leur répertoire, ainsi que leur spécificité antigénique, constituerait une réelle
avancée pour la prise en charge thérapeutique des patients.
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6.6.Les lymphocytes T CD4 cytotoxiques

6.6.1. Introduction

Les lymphocytes T CD4 jouent un role prépondérant dans I’orientation de I’immunité
anti-tumorale. Comme « helpers », ils vont contribuer a I’induction et au maintien d’une
réponse immune adaptative effectrice, alors qu’en tant que régulateurs ils vont constituer une
entrave a I’'immunité anti-tumorale. Ce rdle de pivot ne se limite pas a ces deux facettes. En
effet, I’identification de LT CD4 dotés d’un potentiel cytotoxique direct (CD4 CTL) est
source d’un intérét tout particulier depuis ces derniéres années. La présence dans le
microenvironnement tumoral de CD4 CTL constitue un nouvel enjeu thérapeutique.

La capacité de certains LT CD4 effecteurs a présenter une activité cytotoxique dans un
contexte antigénique CMH classe II restreint a été observé dans les années 1970 (Billings et
al., 1977). Tout d’abord, cette nouvelle fonctionnalité fut considérée comme un artéfact, les
clones CD4 a activité cytolytique étant issus de culture in vitro au long court (Jacobson et al.,
1984) ou générés in vivo chez des souris déficientes en CD8 (Muller et al., 1992). Par la suite,
I’identification de CD4 CTL ex vivo dans le sang périphérique de patients infectés de manicre
chronique par des virus divers tels que le Cytomegalovirus (CMV), le virus d’Epstein Barr
(EBV), ou le virus de I’immuno-déficience humaine (VIH) a prouvé 1’existence réelle de ces
cellules (Appay et al., 2002; Casazza et al., 2006; Sun et al., 2002). La présence de ces
dernieres a ¢ét¢ également mise en évidence dans d’autres pathologies, dans certaines
infections bactériennes (Klucar et al., 2008), dans des maladies inflammatoires et également
dans des pathologies auto-immunes (Namekawa et al., 1998). La génération de CD4 CTL ne
semble donc pas liée a 1’origine endogeéne ou exogéne de la pathologie. En revanche, la
présence de CD4 CTL apparait liée a la chronicité de la maladie. Ces LT CD4 aux propriétés
cytotoxiques sont d’ailleurs décrits comme présentant un phénotype de cellules
« terminalement » différenciées, ce qui est caractéristique d’une stimulation antigénique
chronique figure 22.

La fonction physiologique exacte des CD4 CTL humains reste cependant a déterminer.
L’¢étude des CD4 CTL chez 'Homme est compliquée par le nombre limité d’€pitopes
restreints au CMH classe I identifiés a ce jour. Il existe donc peu d’outils d’analyse de type
tétramers classe II.

A T’heure actuelle, les hypothéses qui ont été formulées sont purement spéculatives.
Les CD4 CTL pourraient intervenir dans différents processus visant a renforcer 1’action du
systéme immunitaire : (i) en limitant I’extension des infections virales ayant pour cible les
cellules exprimant les molécules du CMH de classe II; (ii) en circonvenant a la perte
d’expression des molécules du CMH classe I induite par certain pathogénes pour échapper a
la réponse CD8 spécifique. Ce dernier mécanisme impliquerait un glissement préférentiel vers
la présentation des antigénes classe II. Les CD4 CTL pourraient également constituer une
sous-population de CD4 a part entiére, dont la différenciation serait conditionnée par un
contexte inflammatoire et d’activation définis ou encore représenter un stade de
différenciation terminale de certains lymphocytes T « helper ».
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6.6.2. Les CD4 CTL et Pimmunité anti-tumorale

6.6.2.1. Introduction

La caractérisation d’épitopes classe II dérivés d’antigénes tumoraux chez I’Homme a
permis d’isoler des clones de LT CD4 spécifiques de tumeurs capables de lyser des cellules
tumorales dans un contexte CMH restreint in vitro (Manici et al., 1999; Schultz et al., 2000).
La pertinence de leur role dans I’immunité anti-tumorale a été établie par induction d’une
réponse anti-tumorale compléte et durable, apres réalisation, chez un patient atteint de
mélanome, d’un transfert adoptif de lymphocytes T CD4 autologues spécifiques d’un antigéne
associ¢ a la tumeur (Hunder et al., 2008) figure 23. Ces LT CD4 avaient été obtenus par
expansion in vitro d’un clone spécifique d’un épitope de NY-ESO-1 reconnu dans un contexte
CMH I restreint, DP04. NY-ESO-1 fait partie de la famille des « cancer testis antigens »,
exprimés dans un grand nombre de tumeurs d’origine histologique variée et absent des tissus
sains, a ’exception des cellules germinales des testicules qui n’expriment pas de molécules du
CMH. Bien que les mécanismes cellulaires conduisant au rejet de la tumeur restent non
¢lucidés, une action cytotoxique directe des CD4 transférés ou générées lors du relargage
d’antigeénes par les corps apoptotiques au cours de la lyse tumorale ne peut étre exclue. En
effet, I’induction de réponses immunes contre des antigénes autres que ceux ciblés par
I’immunothérapie a été précédemment démontrée par les travaux de Carnasco et al. (Carrasco
et al., 2008). Hunder et al. ont montré, dans cette étude de cas, que le transfert adoptif de CD4
spécifiques de NY-ESO-1 ne modifiait pas le titre, déterminé avant traitement, des anticorps
anti NY-ESO-1. Ils n’ont également pas mis en évidence d’immunoglobulines spécifique des
antigénes tumoraux MART-1 et MAGE-3 a la suite de I’injection de ces LT CD4 autologues.
Cependant, une réponse T de nature non déterminée, dirigée contre ces deux derniers
antigénes associés a la tumeur, a été détectée dans le sang périphérique du patient apres
transfert adoptif. Ces ¢léments suggerent que I’action des LT CD4 transférées serait de nature
cytotoxique et donc que leur effet « helper » serait minime.

6.6.2.2. Caractérisation des CD4 CTL

* Chez la souris :

Trés récemment, 1’action tumoricide directe des CD4 a été mise en évidence dans
différents modeles murins.

Dans un modele murin de mélanome induit, Xie et al. ont montré que le transfert adoptif
dans un héte irradi¢, d’un faible nombre de CD4 naifs, TCR transgénique pour I’antigéne de
différenciation associ¢ au mélanome : Trpl, entrainait la régression de tumeurs établies ainsi
qu’une dépigmentation des souris (Xie et al., 2010). Ces CD4 Trpl® transférés étaient
capables d’induire la régression tumorale en 1’absence d’un apport exogeéne en cytokine ou de
I’intervention d’autres cellules de 1I’immunité telles que les CD8", B ou NK, confirmant le
role cytotoxique de ces cellules.

Quezada et al. ont obtenus des résultats similaires qu’ils ont pu confirmer dans un
second modele murin de souris développant des mélanomes spontanés (Quezada et al., 2010).
De maniére semblable au modéle précédent, les auteurs ont démontré 1’action cytotoxique de
ces LT CD4 Trpl” capables de s’expandre, in vivo et de s’accumuler au site de la tumeur.
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Aprés activation et différenciation, ces LT CD4 Trpl” induisaient la lyse de la tumeur de
manicre antigéne spécifique dans un contexte CMH classe II restreint. Dans ce modele,
’action anti-tumorale de ces LT CD4 cytotoxiques produisant de I’'IFNy, du TNFa de I’IL-2
ainsi que du granzyme B, était fortement potentialisée par I’administration concomitante
d’anti CTL-A4, molécule de co-stimulation exprimée majoritairement a la surface les T-Reg
induisant le dysfonctionnement des cellules dendritiques figure 24.

Le pouvoir cytotoxique des LT CD4 Trpl" a été confirmé dans un troisiéme modéle de
lymphopénie induite par une chimiothérapie de type cyclophosphamide. Le transfert adoptif
de LT CD4 Trpl’, était réalisé en combinaison avec un agoniste de la molécule de co-
stimulation OX40 dans I’objectif de potentialiser la réponse effectrice (Hirschhorn-
Cymerman et al., 2012). Cette approche a permis d’obtenir des réponses complétes et
durables chez des souris porteuses de tumeurs avancées. L’accumulation dans le
microenvironnement tumoral des LT CD4 Trpl" s’accompagne d’une augmentation du ratio
Teff/T-Reg, déséquilibre décrit comme favorable a 1’établissement d’une réponse immune
anti-tumorale (Darrasse-Jeze et al., 2009). Ces LT CD4 Trpl" effecteurs présentent un
phénotype de cellules dites « terminalement différenciées », déterminé par 1’expression de
KLRG1". Leur activation serait dépendante de la voie de signalisation OX40. Leur fonction
cytotoxique, caractérisée comme dans les études précédemment citées par la production de
granzyme B, serait elle, sous le contrdle du facteur de transcription eomesodermin. Dans cette
méme ¢étude, des réponses analogues a celles observées chez les souris porteuses de tumeurs
homogenes pour 1’expression de Trpl ont été obtenues chez des souris porteuses de tumeurs
chimeres résultant de la co-injection au méme site de lignées tumorales exprimant et
n’exprimant pas Trpl® figure 25. L’induction locale par I’action anti-tumorale des CD4
spécifiques de Trpl®, d’un environnement inflammatoire propice au recrutement de cellules
de I’'immunité innée serait a I’origine de I’élimination des cellules ne présentant pas la méme
spécificité antigénique. Ces résultats ne sont pas sans rappeler ceux obtenus précédemment
chez ’'Homme par Hunder et al. . De méme, ils n’excluent pas la génération de LT CD4
cytotoxiques endogénes consécutive au relargage d’antigénes tumoraux de spécificité autre
lors de la lyse tumorale conduite par les CD4 Trpl". La mise en évidence de CD4
cytotoxiques spécifiques de la tumeur d’origine endogene permettrait d’affirmer clairement la
pertinence de ces cellules et démontreraient leur potentiel thérapeutique. Pour élucider ce
point il aurait été intéressant, d’une part d’étudier I’expression antigénique des tumeurs
chimeres non rejetées figure 25 et d’autre part d’observer la réponse immune dirigée contre
ces mémes tumeurs dans des hotes Rag™".

Le potentiel cytotoxique de CD4 ' KLRG1" a également été corroboré dans un modéle
murin de mélanomes induits trait¢ par 1’administration de cellules tumorales irradiées
transduites par FIt3L : vaccin Fvax, en association avec un agoniste de 4-1BB (Curran et al.,
2013). L’expression a la surface des cellules tumorales de FtI3L, facteur de croissance
activateur des cellules my¢loides favorisant le recrutement des DCs, joue ici le rdle
d’adjuvant. La production de perforine ainsi que d’un grand nombre de sous types de
granzyme par les cellules CD4 KLRGI1" leur conféreraient un pouvoir cytotoxique élargi. La
polarisation de ces LT CD4" en puissants effecteurs, médiateurs de la réponse anti-tumorale
serait, comme suggéré dans I’étude précédente, déterminée par le facteur de transcription
Eomesodermin. La mise en jeu de ce facteur de transcription serait conditionnée par la voie de
signalisation 4-1BB. Ce membre de la famille des récepteurs aux TNF est exprimé apres
activation non seulement a la surface des lymphocytes mais aussi des cellules myéloides.
Dans cette ¢tude, les auteurs suggerent que 1’induction probable par la chimiothérapie d’un
environnement cytokinique favorable a I’expansion de ces LT CD4 cytotoxiques, serait
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potentialisé par I’engagement de 4-1BB a la surface des cellules myeloides. Cet engagement
conduirait notamment a la sécrétion d’IL-27. La production d’IL-27 au co6té d’autres
cytokines apparait déterminante pour le développement de ces cellules. Par ailleurs, Curran et
al. ont montré par leur travaux que le spectre d’action de ces cellules pourrait étre étendu a
I’immunité antivirale, établissant ainsi que la génération des LT CD4 cytotoxiques n’est pas
dépendante de I’origine de la pathologie. Cette derniere observation permet d’¢élargir le champ
thérapeutique de ces cellules.

¢ Chez ’homme :

Comme évoqué précédemment, I’étude des CD4 CTL chez 1’homme reste complexe.
Le nombre limité d’épitopes spécifiques de tumeurs restreints au CMH classe II identifiés a ce
jour et I’absence d’outils adéquats permettant leur caractérisation ex vivo tant sur le plan
quantitatif que qualitatif, constitue un obstacle a la compréhension de leur développement et
de leur mode d’action. La capacité des LT CD4 a acquérir des fonctions cytotoxiques
semblent cependant constituer une réalité, que ce soit dans un contexte d’infections virales ou
bactériennes persistantes, dans des maladies inflammatoires ou encore dans des pathologies
auto-immunes. Les cancers partageant nombre de critéres avec les pathologies évoquées ci-
dessus : chronicité, inflammation ou encore auto-réactivité, nous nous attacherons dans ce
paragraphe a identifier les caractéristiques phénotypiques pertinentes établies dans ces
différents environnements afin de cibler plus spécifiquement les CD4 CTL et d’entrevoir les
mécanismes moléculaires et cellulaires potentiellement impliqués dans leur développement.

La stimulation des lymphocytes CD4 induit leur différenciation en cellules effectrices
présentant des caractéristiques phénotypiques singulieres associées a des propriétés
fonctionnelles distinctes (Sallusto et al., 2004). L’expression différentielle de CD45RA,
CD45R0O, CCR7 et CD27 a la surface des cellules permet la distinction entre le compartiment
naif et le compartiment « antigen experienced » soit les cellules mémoires/effectrices. De
maniére générale, les profils d’expression CD45RA'CD45ROCCR7'CD27', CD45RA
CD45RO'CCR7'CD27" et CD45RA"CD45RO'CCR7'CD27 déterminent respectivement les
phénotypes naif, mémoire et effecteur des lymphocytes T. Classiquement, 1’exposition a une
stimulation chronique se traduit par I’accumulation de LT CD4 arborant un phénotype de
cellules effectrices incluant les marqueurs de sénescence : KLRG1 et CD57. Elles ont alors
¢té¢ définies comme des cellules « terminalement différenciées » aux capacités réplicatives
réduites (Strioga et al., 2011). Cependant, la caractérisation phénotypique de ces cellules
effectrices telle qu’elle a ¢été initialement établie apparait plus complexe. En effet, la
réexpression de CD45RA dans le compartiment CD27" délimiterait une sous-population de
LT CD4 effecteurs dont I’activité télomérase serait inhibée en comparaison aux cellules
CD45RA’, amenant a reconsidérer le caracteére « exhausted » de ces LT CD4 effecteurs (Di
Mitri et al., 2011). Chez des sujets infectés par le cytomégalovirus, infection persistente, la
réexpression de CD45RA dans les effecteurs CD27 est coordonnée a une diminution du
niveau d’expression de CD28, molécule de co-stimulation et de CD127, chaine o du récepteur
a I’IL-7 figure 26. Ces effecteurs, fonctionnels puisque sans restriction apparente de réactivité
a d’autres antigenes, présentent un fort potentiel cytotoxique révélé par 1’augmentation de la
production accrue de Granzyme B et de perforine (Libri et al., 2011).

La perte d’expression de CDI27, évoquée précédemment, associée a 1’absence
d’expression de CD25, chaine a du récepteur a I’IL-2, pourrait également déterminer une
sous-population de LT CD4 aux propriétés cytotoxiques. L’expression différentielle au sein
de la population CD4 de ces deux marqueurs, chez des patients infectés par le VIH avec une
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charge virale détectable mais asymptomatiques, comme chez les donneurs sains, a permis de
mettre en évidence trois sous-populations : (1) les CD127 CD25""" sous-population incluant
des CD4 de phénotype naif, mémoire et effecteurs (2) les CD127°CD25  sous-population
caractérisée par une forte proportion de cellules effectrices et (3) les CD127°¥CD25"" sous-
population définissant les cellules T-Reg exprimant FoxP3 (Dunham et al., 2008).
Indépendamment du statut viral, sujets infectés ou donneurs sains, la majorité des LT CD4,
CDI127°CD25" semblait présenter des caractéristiques communes, alliant la perte de CD28 et
I’expression de perforine. Les auteurs suggéraient par la trés relative corrélation observée
entre I’expansion de cette population et I’augmentation de la charge virale, que ces cellules
pouvaient étre un indicateur de la progression de la maladie. Or, en ’absence d’une
corrélation inverse directe entre la fréquence des CD4'CD127°CD25 et le développement
d’un syndrome d’immunodéficience acquise, I’éventualité que 1’expansion de ces cellules
refléte une réponse antivirale active permettant de contenir efficacement la maladie a un stade
asymptomatique ne peut étre exclue.

Les maladies auto-immunes, telles que la sclérose en plaque et la polyarthrite
rhumatoide, représentent des pathologies dans lesquelles les lymphocytes T et notamment les
CD4 jouent un role clé dans le déterminisme de la maladie. Les connaissances acquises sur la
fonction de ces LT CD4 capables d’orchestrer une réponse immune auto-réactive échappant
aux mécanismes de tolérance périphérique pourraient €tre transposées aux réponses anti-
tumorales liées aux LT CD4 cytotoxiques. La perte d’expression de CD28, molécule de co-
stimulation constitutivement exprimée a la surface des CD4 semble une caractéristique
majeure des CD4 auto-réactifs. Classiquement, I’activation des CD4 entraine une diminution
transitoire de 1’expression de CD28 a leur surface. Chez les patients atteints de sclérose en
plaque et de polyarthrite rhumatoide présentant un pourcentage de lymphocytes CD4 CD28§"
circulants trés augmenté, I’absence d’expression de CD28 semble pérenne et limitée a la
population CD4 effectrice. Au-dela de la conséquence d’une stimulation chronique, cette
perte d’expression suggérait ['utilisation de voies de co-stimulation alternes. Leur mise en jeu
pourrait conduire a I’acquisition de propriétés fonctionnelles singuliéres. Dans cette
perspective, plusieurs auteurs ont mis en évidence ’acquisition de marqueurs originels des
cellules NK 4 la surface des lymphocytes CD4'CD28" (Fasth et al., 2010; Pinto-Medel et al.,
2012). Fasth et al. ont montré que 2B4, molécule de co-stimulation, était préférentiellement
exprimée a la surface des CD4'CD28 figure 27. L’expression de 2B4 est généralement
associée a l’acquisition d’un phénotype effecteur et a des fonctions cytotoxiques. Elle
contribuerait au maintien de I’activation et a la prolifération des lymphocytes T (Altvater et
al., 2009). L’amplification du signal TCR liée a I’engagement de 2B4 permettrait de palier a
des conditions d’activation suboptimales.

Antérieurement, 1’augmentation de CD4'CD28™ a également été constatée chez un
faible nombre de donneurs sains (Morishita et al., 1986; Morishita et al., 1989). Les auteurs
ont montré que le répertoire de ces CD4'CD28™ qui co-expriment par ailleurs le CD11b,
chaine a de I’intégrine B2, était restreint, traduisant 1’expansion oligoclonale de ces cellules.
La caractérisation sur le plan morphologique de ces cellules révele la présence d’un grand
nombre de granules cytoplasmiques. Ces deux éléments laissent a penser que les CD4" CD2§’
CD11b" décrits chez les donneurs sains par Morishita et al., sont des CD4 effecteur/mémoires
potentiellement cytotoxiques.

Plus récemment, I’induction de CD11b coordonnée a la perte de CD28 dans les CD4 a
¢été décrite au cours d’infections bactériennes persistantes consécutives a I’implantation de
prothéses (Kotsougiani et al., 2010). Selon les auteurs, par analogie avec les CD8 activés
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CDI11b" (Nielsen et al., 1994), le CD11b permettrait le recrutement de CD4 activés dans les
tissus non lymphoides, expliquant I’accumulation de CD4'CD28CDI11b" au site de
I’infection.

Le syndrome coronarien aigu induit également une augmentation de lymphocytes
CD4'CD28". L’accumulation préférentielle de ces cellules au niveau des plaques d’athérome
serait a I’origine des instabilités entrainant leurs ruptures. Dimitriu et al. ont montré que ces
CD4'CD28 exprimaient & leur surface les molécules de co-stimulation OX40 et 4-1BB. En
I’absence de CD28, le signal d’activation serait transmis par I’engagement de 4-1BB et
0X40. La transduction du signal via OX40 et 4-1BB permettrait la régulation de la fonction
effectrice de ces cellules, se traduisant par la sécrétion des cytokines inflammatoires IFNy et
TNFa et par la production de molécules liées a la cytotoxicité, perforine et granzyme B.
L’activation de ces lymphocytes CD4 in vitro par un anti-CD3 entraine une diminution du
niveau de granzyme B et de perforine corrélée a I’expression de CD107a, protéine
lysosomiale associée a la membrane. Cette observation démontre la capacité de ces cellules a
relarguer leur granules, pré-requis indispensable a la cytolyse. La combinaison d’un anti-CD3
avec un anticorps bloquant dirigé contre les molécules OX40 ou 4-1BB va inhiber
I’expression de Cd107a tout en restaurant le niveau de production de granzyme B et de
perforine démontrant 1’implication de ces molécules de co-stimulation dans la fonction
cytotoxique de ces CD4 et notamment dans I’induction de la dégranulation figure 28 et 29.
Les ligands respectifs d’OX40 et de 4-1BB exprimés a la surface des monocytes et des
cellules composant les plaques d’athérome pourraient étre responsables de la lyse spécifique
des plaques en déclenchant la dégranulation des CD4'CD28".

Ces résultats établissent un lien entre les CD4 cytotoxiques caractérisés chez les souris
(Hirschhorn-Cymerman et al., 2012; Quezada et al., 2010) dans un contexte tumoral et les
CD4 cytotoxiques identifiés chez ’Homme, et mettent en avant certains mécanismes
moléculaires. Cependant se pose la question de ’antigéne spécificité de ces cellules, méme si
I’activité lytique de ces cellules semble nécessiter une stimulation du TCR. L’intégration de
ces données permet de mieux discerner les particularités phénotypiques des CD4 cytotoxiques
chez ’'Homme et la diversité de leur champ d’action table 1. Elle permet également de
concilier, en partie, les caractéristiques émanant de 1’é¢tude des LT CD4 aprés transferts
adoptifs dans un contexte tumoral chez la souris, et celles observées chez I’Homme, dans des
situations pathologiques diverses. Ces caractéristiques comprennent: (i) 1’expression
d’0X40, de 4-1BB et de la présence de molécules directement cytotoxiques (granzyme,
perforine) ; (ii) un phénotype effecteurs évoquant un stade de différenciation terminale.
Cependant, de nombreuses interrogations subsistent quant aux mécanismes conduisant a la
différenciation de CD4 cytotoxiques chez I’Homme. Chez la souris, le facteur de transcription
eomesodermin semble jouer un rdle critique dans I’établissement et/ou la fonction de CD4
aux propriétés cytotoxiques. Chez I’Homme, son implication dans la polarisation des CD4
n’est que suggérée, l’induction d’eomesodermin ayant été observée qu’in vitro aprés
stimulation de clones CD4 spécifiques de NY-ESO-1 par OX40 (Hirschhorn-Cymerman et
al., 2012). Le contrdle de la différenciation en CTL des lymphocytes CD4 par la modulation
de facteurs de transcription reste a définir et sera discuter dans la section discussion et
perspectives. De méme, la signification de la perte ou de la non-expression de certains
marqueurs (CD28, CD127, CD25) et inversement, de 1’expression ou la ré-expression
spécifiques de certaines molécules (2B4, CD11b, CD45RA) reste a définir. Sont-elles une
cause ou une conséquence du processus de différenciation ? Par exemple, la perte de CD28
identifi¢e dans des conditions de stimulation chronique, pourrait étre percue comme un
mécanisme compensatoire et/ou protecteur, reflétant une adaptation aux variations

39



Lymphocytes T CD4 et immunité anti-tumorale naturelle

environnementales mais aussi comme une prédisposition de certains LT CD4 a développer
des caractéristiques cytotoxiques.

Table 1

Marqueurs Fonctions putatives suggérées

CD45RO'CD27 CCR7 Définition d’un phénotype effecteur

KLRG1'CD57" ? Définition d’effecteurs différenciés de manicre terminale
CD45RA" (réexpression) | Maintien et survie lié a une réduction de I’activité télomérase
CD28%& (1)Caractéristique des effecteurs différenciés de maniere terminale

(2)Réponse a une stimulation chronique

(3)Réponse a un déficit de la voie classique d’activation 1i€¢ a un
défaut de maturation des CPAs

(4)Inhibition coordonnée a la mise en place de voies de co-
stimulation alternes orchestrée par un facteur de transcription ou
autre mécanisme régulateurs ?

0X40"4-1BB"

(1)Voies de co-stimulation alternes
(2)Initiateur de la cytotoxicité

2B4" Maintien du signal TCR en réponse a une activation suboptimale
CD127CD25FoxP3" Délinéament d’effecteurs cytotoxiques
CDI11b+ (1)Migration vers les tissus non lymphoides

(2)Marqueur d’activation récente

Perforine, Granzyme B et
granules cytotoxiques

Cytotoxicité directe
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6.7.Conclusion : les LT CD4 et Pimmunité anti-tumorale naturelle

6.7.1. Les LT CD4 : populations plurifonctionnelles adaptatives

L’¢étude de I’immunité anti-tumorale naturelle dépendante des LT CD4 souligne le role
plurifonctionnel de ces cellules dans le développement tumoral. La tumeur constitue un tissu
ou les LT CD4 aux cotés des autres cellules de I’immunité adaptative et innée, vont exercer
leurs propriétés pro ou anti-tumorales. La nature opposée de ces actions résulte en partie, en la
capacité adaptative de ces cellules, dotées d’une plasticité fonctionnelle leur permettant de
répondre aux facteurs environnementaux. L’analyse des infiltrats tumoraux et du sang
périphérique indique clairement que la diversité qualitative et quantitative des LT CD4 est
dépendante du type de tumeur et de son stade d’évolution. Les préceptes selon lesquels les
LT CD4 seraient limités a un réle de soutien de la réponse immune, par leur aide au
développement et a I’instauration d’une mémoire CDS8 spécifique, ainsi que par leur
participation a la maturation des cellules dendritiques et a la différenciation des LB en
plasmocytes, ont été transcend¢ par la mise en évidence de sous-populations distinctes des
Thl et Th2: les Thl7, Trn et T-Reg. Les T-Regs naturels sont considérés comme une
population a part entiere du fait de leur origine thymique et de I’expression stable du facteur
de transcription FoxP3 contrairement aux autres sous-populations, Th1, Th2, Th17 et Try qui
résultent de la différenciation en périphérie de précurseurs naifs : LT CD4 Th0. L’acquisition
de propriétés fonctionnelles singulieres dépendraient d’une succession d’étapes conduisant les
cellules d’un état instable vers un état stable (Knosp and Johnston, 2012; Oestreich and
Weinmann, 2012) figure 30.

6.7.1.1. Stabilité des facteurs de transcription

Le circuit transcriptionnel qui contribue a renforcer ou a déstabiliser 1’expression de
facteurs de transcription spécifiques d’une sous-population pourrait étre a [’origine de
déséquilibres conditionnant I’activité pro ou anti-tumorale des sous-populations LT CD4. La
conversion entre sous-populations dépendrait de la stabilité des facteurs de transcription. La
génération de T-Regs induits a partir de CD4 naifs ou la conversion de Th17 en Th17 Foxp3+
en sont des exemples.

6.7.1.2. Influence de I’environnement

La polarisation des LT CD4 en une population distincte est déterminée par les
composantes moléculaires et cellulaires du microenvironnement dans lequel ces cellules se
trouvent. Cytokines et molécules de co-stimulations sont des facteurs essentiels a la
différenciation des sous-populations de LT CD4 en effecteurs aux propriétés singulieres. En
effet, la sécrétion de cytokines est modulée par les voies de signalisation mise en jeu lors des
interactions entre LT CD4 et CPAs, impliquant les molécules de co-stimulation exprimées a
la surface de ces deux types cellulaires. Par exemple, I’IL2 et ’expression d’ICOS pourrait
étre déterminants dans 1’engagement vers la voie Thl ou Try (Oestreich et al., 2012) figure
31. Le microenvironnement tumoral jouerait un réle majeur dans le déterminisme des
populations présentes au sein de la tumeur. Il pourrait influencer la différenciation des LT
CD4 des structures lymphoides tertiaires adjacentes a la tumeur.
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La composition de I'infiltrat lymphoide dans la tumeur pourrait également étre régulée par
d’autres facteurs solubles, les chimiokines, qui conditionneraient le recrutement préférentiel
d’une sous-population particuliere. En effet, la sécrétion de CCL20 et CXCL12 par les
cellules tumorales, favoriserait le recrutement des Th17 (Bell et al., 1999; Kryczek et al.,
2005). De méme, CCL22, CCL17 ou encore CCL28 sont déterminants pour la migration de
T-Regs au sein de la tumeur (Facciabene et al., 2011; Faget et al., 2011; Mishalian et al.,
2014). Le trafic des Thl vers la tumeur est principalement conduit par CXCL9, lui-méme
inductible par la sécrétion d’IL-17 par les Th17 (Kryczek et al., 2009). Derni¢rement,
CXCL13, chimioattractant des Try, a été¢ défini comme un facteur pronostique de 1’évolution
des cancers du sein (Gu-Trantien et al., 2013).

6.7.2. Les lymphocytes T CD4 dans les cancers

Dans cette premiere partie le role des LT CD4 dans I’immunité tumorale a été mis en
lumiére. Cependant, a I’exception des Thl (Fridman et al., 2012), P’activité pro ou anti-
tumorale de chacune des sous-populations de LT CD4, n’est pas complétement élucidée et
parfois soumise a controverse. Dans le sang périphérique, la variation quantitative des sous-
populations lymphocytaires au cours de la maladie n’est mesurable que sous traitement. La
corrélation entre I’évolution de la maladie et les lymphocytes circulants ou intra-tumoraux, est
¢tablie en fonction du grade de la tumeur. En raison de ces contraintes, la détermination du
role des sous-populations de LT CD4 dans la progression tumorale est souvent parcellaire,
mais permet néanmoins de souligner les ¢éléments essentiels a une meilleure compréhension
de la séquence des évenements pouvant influer sur le développement tumoral.

6.7.2.1. Distribution

L’analyse coordonnée des sous-populations dans les différents compartiments, sang
périphérique, tumeurs et ganglions lymphatiques, permet de définir la répartition des LT CD4.
L’accumulation ou la diminution dans I’'un ou 1’autre de ces compartiments en fonction du
stade de la tumeur, renseigne sur la capacité de certaines sous-populations a gagner plus
spécifiquement la tumeur et ainsi leur concours dans 1’évolution de la maladie. Curiel et al.,
en caractérisant les T-reg dans la tumeur, P’ascite et le sang périphérique des patientes
atteintes de cancer de I’ovaire, ont pu montrer une accumulation de T-Reg dans la tumeur en
fonction de son grade. La proportion de T-Reg était inversement proportionnelle entre
tumeurs et ganglions, suggérant que le recrutement des T-regs, potentiellement expandus dans
les ganglions, serait un événement majeur contribuant a I’immunosuppression, favorable au
développement de la tumeur (Curiel et al., 2004).

6.7.2.2. Coopération

La coopération entre les différentes sous-populations lymphocytaires constitue
¢galement un facteur important dans 1’établissement de I’immunité anti-tumorale. La
variation du ratio entre les différents sous-populations ou I’accumulation concomitante de
populations définissant une activité pro ou anti-tumorale, permettent de discerner les relations
entre sous-types lymphocytaires. Dans les tumeurs de I’ovaire, Krycek et al., ont montré que
la présence de Thl7 dans I’environnement tumorale était étroitement corrélée a
I’augmentation de LT CD4 et CD8 produisant de I'IFNy, et inversement proportionnel au

42



Lymphocytes T CD4 et immunité anti-tumorale naturelle

pourcentage de T-Regs infiltrant la tumeur, suggérant le role coopératif des Th17 dans le
recrutement de LT CD4 et CD8 effecteurs au sein de la tumeur (Kryczek et al., 2009).

6.7.2.3. Spécificité antigénique

L’identification de LT CD4 spécifiques de la tumeur permet d’établir un lien direct
entre I’expansion d’une sous-population et la tumeur. Le manque d’outils (tétramers classe II)
et la faible fréquence de cellules répondeuses, en 1’absence de traitement, limitent
considérablement leur mise en évidence. Cependant, dans les cancers ovariens, Ayyoub et al.,
ont pu montrer, pour la premicre fois, dans 1’ascite et la tumeur des patientes en comparaison
au sang périphérique, une accumulation de LT CD4 de profile Thl, spécifiques de I’antigene
tumoral NY-ESO-1. Cette étude, souligne clairement que des LT CD4 spécifiques de la
tumeur peuvent étre générés au cours du développement tumorale et joindre la tumeur.

6.7.2.4. Structures lymphoides associées a la tumeur

L’architecture de la tumeur définie par I’intensité de D’infiltrat lymphocytaire et la
présence de structures lymphoides tertiaires (SLT) associée, constitue une composante
important de I’immunité tumorale. Dans les cancers du sein, Gu-Trantien et al., ont mis en
¢vidence la corrélation entre densité de I’infiltrat lymphocytaire et de SLTs. Ces observations
¢taient en relation avec 1’évolution de la maladie. En effet, dans cette étude, la présence de
Trn qui représentent un constituant cellulaire majeur des SLTs puisqu’a 1’origine du
développement de centres germinatifs, définissait un facteur de bon pronostic (Gu-Trantien et
al., 2013).

L’ensemble de ces informations souligne le role fondamental des LT CD4 dans
I’orchestration de la réponse immune anti-tumorale. Un déséquilibre entre les différentes
populations qui les composent, serait décisif quant a I’évolution de la maladie.

6.7.3. CD4 cytotoxiques parmi les autres sous-populations

Les mécanismes conduisant a la différenciation de LT CD4 cytotoxiques chez ’Homme

ne sont pas connus et de nombreuses questions restent encore en suspens : (i) Cette population
représente-t-elle un stade de différenciation terminale des Thl ou bien une voie de
différenciation distincte des LT CD4 ? (ii) L’acquisition de propriétés cytotoxiques implique-
t-elle une modulation ou une expression spécifique de certains facteurs de transcription? Si le
facteur de transcription eomesodermin semble jouer un rdle critique dans 1’établissement
et/ou la fonction de ces LT CD4, les mécanismes moléculaires conduisant a son expression ne
sont pas définis (Curran et al., 2013; Hirschhorn-Cymerman et al., 2012).
La synthése des études ou les LT CD4 cytotoxiques sont impliquées, a permis de sélectionner
des marqueurs d’intéréts pouvant potentiellement permettent de les distinguer des autres
populations de LT CD4. Ces caractéristiques phénotypiques permettront de mieux définir ces
cellules et d’en évaluer le rdle dans les cancers, ce qui constitue 1’objectif de ce travail. Leur
présence dans nombre de pathologies chroniques, suggere qu’elles pourraient jouer un role
décisif dans I’évolution des cancers. Leur capacité a induire la régression de tumeurs a été
démontrée chez la souris mais, chez I’ Homme, leur fonction dans I’immunité anti-tumorale
demeure hypothétique.
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7. Chimiothérapie et LT CD4 effecteurs : modulation de
IPimmunité anti-tumorale naturelle

L’objectif de ce travail était également d’évaluer I’impact de la chimiothérapie sur le
systtme immunitaire. Ce chapitre permettra d’extraire de la littérature les informations
relatives aux interactions d’un traitement par des agents chimiques avec I’immunité anti-
tumorale.

7.1.Introduction

L’analyse des différentes sous-populations de lymphocytes CD4 effecteurs « pro-
inflammatoires » ou directement cytotoxiques dans un contexte tumoral, démontre le rdle
crucial de ces cellules dans la réponse immune anti-tumorale effectrice. Parallélement, les
propriétés immuno-stimulatrices des chimiothérapies conventionnelles mises en exergue ces
derniéres années, montrent que certains de ces agents antinéoplasiques constituent une
composante importante dans la stimulation de I’immunité anti-tumorale naturelle figure 32.
L’intégration de ces informations pourrait concourir a mieux définir les mécanismes
moléculaires et cellulaires contribuant a 1’activité anti-tumorale du systéeme immunitaire. Une
immunité protectrice et durable permettrait d’assurer le contrdle de la progression tumorale
et/ou la prévention de récidives, parallelement aux effets de la chimiothérapie. La maitrise de
ces ¢léments est essentielle a I’¢élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques combinant
immunothérapies et chimiothérapies. Dans cette optique, nous tenterons de déterminer
I’impact des chimiothérapies sur le phénotype et la fonction des LT CDA4.

7.2.Les mécanismes de modulation de la réponse immune par les
chimiothérapies

7.2.1. Induction d’une mort dite immunogénique des cellules
tumorales

La majorité des chimiothérapies dites « classiques » ou « conventionnelles » ont pour
principe actif des molécules antimitotiques qui vont cibler préférentiellement les cellules
néoplasiques présentant un fort taux de prolifération, induisant ainsi leur destruction. Certains
agents antinéoplasiques ont été décrits comme pouvant induire une mort « immunogénique »
des cellules tumorales (ICD : Immunogenic Cell Death)(Vacchelli et al., 2012a). La mort
immunogénique des cellules tumorales est caractérisée par I’émission de signaux suivant une
séquence spatio-temporelle définie. Reconnus par le syst¢eme immunitaire, ils pourront initier
une réponse anti-tumorale active figure 33. L’exposition de protéines intracellulaires a la
surface des cellules tumorales au stade pré-apoptotique augmenterait la capacité de
phagocytose des corps apoptotiques par des cellules dendritiques. Les protéines impliquées
dans ce mécanisme sont la Calreticuline et I’ERp57 (Obeid, 2008; Obeid et al., 2007),
protéines chaperonnes du réticulum endoplasmique, et les protéines de choc thermique :
HsP90, HsP70 (Fucikova et al., 2011). Pendant la phase précoce du processus d’apoptose, les
cellules tumorales vont libérer de I’ATP qui va interagir avec le récepteur purinergique
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P2RX7 des cellules dendritiques. Cette interaction permet I’activation et 1’oligomérisation de
la protéine NIRP3 en inflammasome. L’activité protéolytique du complexe caspase-1 des
inflammasomes NIRP3 formés permettra le clivage de la forme inactive de I’'IL-1f : la pro-IL-
1B, en forme active, I’'IL-1fB qui sera sécrétée. L’IL-1p, cytokine pro-inflammatoire, va alors
conduire a la production d’IFNy essentielle a I’activation du systéme immunitaire (Aymeric et
al., 2010; Elliott et al., 2009). Plus tardivement, 1’initiation du processus d’apprétement et de
présentation croisée des antigénes tumoraux de maniere efficiente par les cellules dendritiques
sera conditionner par la fixation sur leurs Toll Like Receptor de type 4 de la molécule
HMGBI1 (High Mobility Group Box 1), relarguée par les cellules tumorales post-apoptotiques
(Apetoh et al., 2007). La plupart de ces mécanismes décrits, ont été établis a partir de modeles
murins ou d’essais in vitro utilisant des lignées cellulaires. Des études chez I’Homme, tendent
cependant a confirmer I’effet de certaines chimiothérapies dans 1’établissement d’une réponse
immune anti-tumorale par I’induction d’une mort immunogénique des cellules tumorales. La
perte de fonction de TLR-4 et P2RX7 li¢ au polymorphisme est associée a un risque accru de
récidives métastatiques chez les patientes atteintes de cancer du sein traitées par une
chimiothérapie adjuvante (post-chirurgicale) a base d’anthracycline (Apetoh et al., 2007;
Ghiringhelli et al., 2009). De méme, dans des stades avancés de cancer du colon traité par
oxaliplatine, la survie sans progression ainsi que la survie globale étaient diminuées chez les
patients présentant une fonction de TLR-4 altérée en comparaison aux patients ou cette
fonction était conservée (Tesniere et al., 2010). En revanche, dans les cancers du poumon non
a petites cellules traités par cisplatine, cette perte de fonction allélique ne semble pas affecter
I’évolution clinique des patients (Vacchelli et al., 2012b). Ces résultats suggerent que
I’induction de la mort immunogénique par la chimiothérapie pourrait étre dépendante de la
chimiothérapie et/ou du type de tumeur.

7.2.2. Augmentation de ’immunogénicité des cellules tumorales

D’autres mécanismes ancillaires liés aux drogues antinéoplasiques peuvent également
stimuler I’'immunogénicité des cellules tumorales. En effet, la chimiothérapie peut conduire a
I’augmentation de 1’expression d’antigénes tumoraux et de molécules du CMH classe 1. In
vitro, des essais de compétition mélangeant des cellules tumorales issus de lignées de cancer
du sein ou du poumon traitées ou non par le 5-fluorouracile, et marquées au chrome
radioactif, ont permis de démontrer que la lyse des cellules tumorales par des clones T
spécifiques était dépendante de 1’expression de I’antigeéne a la surface des cellules tumorales
et que cette dernicre était conditionnée par le 5-fluorouracile (Correale et al., 2003). La
chimiothérapie peut également moduler 1’expression a la surface des cellules tumorales de
molécules inhibitrices, telle que PDL-1 récepteur de la molécule PD1 impliquée dans
I’inhibition des lymphocytes T. Ghebeh et al ont montrés qu’in vitro, le traitement par la
doxorubicine de cellules tumorales issues de lignée de cancer du sein, induisait une
diminution de I’expression de PDL-1 a leur surface. Ils ont confirmé ces résultats dans un
modele de xénogreffe chez la souris. Les auteurs ont montré que 1’effet de la doxorubicine
conduisait en réalité a une redistribution de I’expression de PDL-1 qui se trouvait augmentée
dans le noyau des cellules tumorales apres traitement. Cette localisation nucléaire entrainait
I’apoptose spontanée des cellules tumorales et accroissait leur sensibilité a la doxorubicine.
La sensibilité des cellules tumorales a la doxorubicine favoriserait I’activation et 1’action des
cellules de I’immunité en modulant 1’expression de PDL-1. Ces données suggérent un lien
entre la chimiorésistance et I’immuno-résistance des cellules tumorales. (Ghebeh et al., 2010).
Enfin, la chimiothérapie pourrait aussi augmenter la sensibilité des cellules tumorales a la lyse
par des clones T spécifiques de faible affinité selon des mécanismes dépendant de FAS et du
couple perforine/granzyme B. In vitro, le 5-fluorouracile conduirait a 1’expression de FASL,
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le récepteur de FAS, a la surface de cellules tumorales, les rendant ainsi plus sensibles a la
lyse par des lymphocytes T spécifiques présentant un TCR de faible affinité pour I’antigéne
(Yang and Haluska, 2004).

7.2.3. La modulation de ’immunosuppression

Pour échapper a I’'immunosurveillance naturelle ou a 1’action d’immunothérapies, la
tumeur peut mettre en place des dispositifs qui vont contribuer a atténuer la réponse immune
anti-tumorale. La subversion du systéme immunitaire par la tumeur peut impliquer des
mécanismes passifs tels que la perte d’expression a la surface des cellules tumorales de
molécules du CMH classe I, ou d’antigénes tumoraux. L’induction et/ou le recrutement
préférentiel de cellules immunitaires a vocation immunosuppressive comme les T-Regs ou les
cellules my¢loides suppressives (MDSC) constituent également un moyen d’atténuer
activement la réponse anti-tumorale (Hanahan and Weinberg, 2011). Certaines
chimiothérapies peuvent potentialiser I’immunité anti-tumorale en inhibant 1’activité¢ des
cellules immunosuppressives.

L’effet des chimiothérapies sur les MDSC est controversé et les données de la littérature
tendant & montrer la capacité de certaines drogues antinéoplasiques a éliminer ces cellules
immunosuppressives ou a favoriser leur polarisation vers un phénotype « Ml-like »
(phénotype des macrophages de type 1 aux propriétés anti-tumorales a I’inverse des
macrophages de type 2 « M2-like » contribuant a la progression tumorale) sont uniquement
issues d’¢tudes de modéles murins (Kodumudi et al., 2010; Nakahara et al., 2010; Vincent et
al., 2010).

L’inhibition de [I’activité suppressive des T-regs par de faibles doses de
cyclophosphamide a été suggérée dans les années 1980 par les travaux de North et al.
(Awwad and North, 1988; North, 1982). La sensibilit¢ des T-Regs au cyclophosphamide
serait li¢é a I’expression plus importante de molécules pro-apoptotiques a leur surface, en
comparaison aux autres types de lymphocytes T (Kasprowicz et al., 2005) et a leur capacité
de renouvelement élevée (Miyara et al., 2009), rendant ainsi les T-Reg plus susceptibles a
I’apoptose.

Chez I’homme, 1’administration de faibles doses de cyclophosphamide a intervalles réguliers,
schéma thérapeutique qualifi¢ de métronomique, a montré 1’efficacité de cette molécule dans
le traitement de cancers métastatiques (Samaritani et al., 2007). Son effet immunomodulateur
sur les T-Regs a été démontré par ’immunomonitoring phénotypique et fonctionnel des T-
Regs chez 9 patients porteurs de tumeurs métastatiques avancées, d’origines diverses, et
traités par I’administration métronomique de cyclophosphamide. Dans le sang périphérique de
ces patients, le nombre de T-Regs ainsi que leur fonction inhibitrice étaient considérablement
diminués aprés un mois de traitement. Parallelement, la capacité¢ proliférative des
lymphocytes T et les propriétés cytotoxiques des cellules NK apparaissaient stimulées
(Ghiringhelli et al., 2007). Dans cette étude, la dose de cyclophosphamide administrée s’est
révélée déterminante pour la déplétion sélective de T-Regs. A des doses plus élevées, le
cyclophosphamide entrainait une lymphopénie touchant indistinctement les populations
lymphocytaires CD4 et CD8. D’autres chimiothérapies ont été identifiées comme ayant un
effet inhibiteur sur les T-Regs. Dans les leucémies lymphoides chroniques, une diminution
significative de la fréquence et de la fonction des T-Regs a été observée chez les patients
traités par fludarabine en comparaison aux patients non traités (Beyer et al., 2005). Le
paclitaxel serait é¢galement capable d’induire une diminution sélective du taux de T-Regs dans
les cancers avancés du poumon non a petites cellules (Zhang et al., 2008). L’impact réel sur le
développement tumoral de I’inhibition quantitative et qualitative des T-Regs induite par ces
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chimiothérapies reste a définir. Néanmoins, la mise en évidence de ces propriétés
additionnelles sur les T-Reg, désigne ces molécules comme des molécules de choix dans la
définition des stratégies visant a associer immunothérapie et chimiothérapie.

7.2.4. La prolifération homéostatique induite par la lymphopénie
consécutive a la chimiothérapie

Parmi les altérations quantitatives décrites chez les patients recevant une chimiothérapie,
la lymphopénie est fréquemment observée notamment aux stades avancés (20-30% des
tumeurs métastatiques). Dans différents type de tumeurs, une lymphopénie sévére a été
associée a une diminution de la survie chez les patients (Ray-Coquard et al., 2009). La
lymphopénie consécutive a la chimiothérapie pourrait également constituer un facteur de
mauvais pronostic lié a une diminution de la survie (Balmanoukian et al., 2012). Les
traitements standards utilisant des agents antinéoplasiques cytotoxiques peuvent conduire a la
suppression de la réponse immune par cytotoxicité directe sur les cellules de I’immunité. La
co-administration de glucocorticoides permettant de limiter les effets secondaires des
chimiothérapies, notamment des taxanes, s’oppose ¢galement a 1’établissement de réponses
immunes, la corticotérapie engendrant par elle-méme une immunosuppression profonde.

Paradoxalement, la lymphodéplétion induite par la chimiothérapie a été envisagée comme
pouvant stimuler la réponse immune aprés vaccination anti-tumorale. Chen et al. ont référencé
nombre d’essais cliniques associant chimiothérapie et vaccination anti-tumorale selon
diverses modalités. La classification de ces essais en fonction de la dose relative de
chimiothérapie montre que la chimiothérapie ne s’oppose pas obligatoirement au
développement d’une réponse immune. L’intensité de la chimiothérapie mais également le
schéma thérapeutique associant chimiothérapie et immunothérapie, sont des parameétres clé a
définir afin d’obtenir des réponses immunes anti-tumorales efficientes (Chen and Emens,
2013). Le bénéfice de la lymphodéplétion induite par la chimiothérapie ou la radiothérapie a
¢galement été démontré dans le traitement des mélanomes métastatiques par transfert adoptif
de lymphocytes T infiltrant la tumeur. Le pré-conditionnement des patients avant transfert
adoptif par I’association de cyclophosphamide et fludarabine ou par irradiation corporelle
compléte (2 ou 12 Gy) a permis d’obtenir un taux de réponse objectives compris entre 50 et
70% (Dudley et al., 2008). Le potentiel immunostimulant de la lymphodéplétion pourrait
résulter de I’effet synergique : (i) de la création d’une « niche », c’est a dire d’un espace
propice a I’implantation de cellules T nouvellement générées, et (ii) de I’augmentation de la
disponibilité¢ des facteurs de croissance, favorisant la prolifération la différenciation et la
survie des cellules T. Dudley et al. ont en effet observé une augmentation de la concentration
plasmatique en IL-7 et IL-15 concomitante a la lymphodéplétion. Ces cytokines sont
déterminantes dans la prolifération homéostatique consécutive a la survenue de lymphopénie
(Goldrath et al., 2002; Jaleco et al., 2003; Morre and Beq, 2012). La prolifération
homéostatique est décrite comme un mécanisme compensatoire nécessaire au maintien du
«pool » de cellules T, indispensable a I’intégrité du systéme immunitaire (Goldrath et al.,
2000; Min et al., 2005). La prolifération homéostatique dans un contexte exempt de
suppression et favorable a la présentation d’antigénes tumoraux pourrait donner lieu au
développement de réponse immunes spontanées.

Une meilleure connaissance de la cinétique de recouvrement des cellules T apres
chimiothérapie et I’étude de la diversité du répertoire de ces sous-populations assureraient une
meilleure compréhension de ’effet des chimiothérapies sur le syst¢tme immunitaire. Ces
informations permettraient peut-étre de réajuster les protocoles de chimiothérapie afin de
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créer les conditions favorables au développement d’une réponse immune spontanée pour un
effet protecteur durable.

Le statut immun des patients sous chimiothérapie n’est que peu documenté. L’impact des
traitements sur la diversit¢é et la fonctionnalit¢ des différentes sous-populations
lymphocytaires est indispensable pour définir des fenétres thérapeutiques permettant
I’introduction d’immunothérapies.
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7.3.Chimiothérapies conventionnelles et LT CD4

7.3.1. Introduction

Le traitement des cancers par chimiothérapie dite « classique » ou « conventionnelle »
résulte le plus souvent en une combinaison d’agents chimiques permettant de potentialiser
leur action cytotoxique sur la tumeur. Cette association conduit a un effet additif ou
synergique. La combinaison de drogues aux mécanismes d’action différents a pour objectif de
prévenir 1’émergence de clones résistants. Par conséquent, chez ’Homme, 1’impact de la
chimiothérapie sur les populations lymphocytaires, ne résulte pas de 1’effet d’un agent mais
de plusieurs drogues. Cependant, cet aspect n’est pas pris en considération dans les différents
modeles animaux de tumeurs transplantées ou induites et nécessite plus ample explorations.
Avant la mise en place d’essais précliniques et cliniques, les drogues sont sélectionnées in
vitro a la suite du criblage de molécules actives sur des cellules cancéreuses animales ou
humaines, permettant de définir leurs mécanismes d’action primaire. De telles études sur les
cellules immunitaires n’ont pas été envisagées. Elles permettraient d’évaluer la cytotoxicité,
certes d’une mani¢re toute relative, de ces agents en fonction du type cellulaire et
potentiellement de mettre évidence des mécanismes de résistances et des modifications
moléculaires différentielles. La chimiothérapie conventionnelle reste le traitement de
référence des cancers. Si elle permet d’obtenir des taux de réponse €levés, elle ne prévient pas
la survenue de rechutes chez nombre de patients. Dans ce contexte thérapeutique, la
compréhension des interactions entre les drogues et le systétme immunitaire serait donc
essentielle a 1'¢laboration d’une stratégie optimale permettant l'intégration de nouvelles
thérapies ciblant le systéme immunitaire, afin d’augmenter le bénéfice clinique des
chimiothérapies conventionnelles chez les patients.

7.3.2. Quelques définitions

7.3.2.1. Chimiothérapie adjuvante et néo-adjuvante

Une chimiothérapie adjuvante, intervient en complément d’une autre forme de traitement,
le plus souvent une chirurgie, pour en augmenter les effets a long terme. En 1’absence d’autres
traitements appropriés, tels que I’ hormono-thérapie, elle permet de prévenir d’éventuelles
récidives liée a la présence de cellules tumorales disséminées et non détectables. A I'inverse,
une chimiothérapie dite néo-adjuvante est une chimiothérapie administrée avant un traitement
locorégional chirurgical ou radiothérapeutique. Elle a pour objectif de réduire la taille de la
tumeur a opérer ou a irradier. Elle est proposée en général dans le cas de tumeurs non
opérables d’emblée et par conséquent a des stades avancés, mais elle peut étre également
envisagée comme thérapie « conservatrice ». A titre d’exemple, dans le cancer du sein, elle
permettra d’éviter une exérese complete du sein.

7.3.2.2. Facteur pronostique et prédictif
Un facteur pronostique est un facteur qui permet d’estimer le potentiel évolutif d’un

processus tumoral particulier. I est évalué chez des patients n’ayant recu aucune thérapie
particuliere. Un facteur prédictif, a I’inverse, est associ¢ a un protocole thérapeutique
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spécifique et permet de prédire 1’efficacité d’un traitement. Par exemple, dans le cancer du
sein, ’expression de HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2) est un facteur de
mauvais pronostic puisque associé¢ a une évolution défavorable de la maladie, mais constitue
un facteur prédictif a la réponse a 1’herceptine (anticorps monoclonal dirigé contre HER2), le
traitement permettant d’augmenter la survie globale chez les patients HER2".

7.3.3. Effet des chimiothérapies néo-adjuvantes (CNA)

7.3.3.1. Introduction

Les CNAs représentent un modele de prédilection pour I’étude de la coopération entre
chimiothérapie et systéeme immunitaire. Les CNAs permettent, en effet, d’évaluer rapidement
et avec précision la réponse au traitement a partir de I’examen des picces de résection post
CNA. Une réponse compléte, c’est-a-dire I’absence de cellules tumorales apres traitement, est
un critére pouvant se substituer a la survie sans récidive ou la survie globale qui sont les deux
parametres classiques d’évaluation de la réponse aux chimiothérapies adjuvantes (CA). En
contrepartie, 1’absence de matériel pré-thérapeutique, c’est a dire de biopsies diagnostiques,
ou de matériel post-chirurgical, en cas de réponse compléte peuvent étre deux facteurs
limitant a 1’étude de la réponse immune a partir des infiltrats lymphoides intra-tumoraux. Par
ailleurs, la comparaison entre tumeurs provenant de chirurgie premiere, pré-CA, et tumeurs
post-CNA peut constituer une source de biais. Comme évoqué précédemment, chacune de
ces deux thérapies, CA et CNA, s’adressent a des stades de développement de tumeur
différents.

7.3.3.2. CNA et lymphocytes intra-tumoraux dans les cancers du sein

* Les lymphocytes intra-tumoraux (TILs), facteur prédictif :

Dans les cancers du sein, la présence de TILs au sein de la tumeur, que ce soit au niveau
du stroma ou de la tumeur elle-méme, a été identifiée comme pouvant représenter un facteur
prédictif indépendant de la réponse a la chimiothérapie néo-adjuvante. Denkert et al., a partir
de biopsies pré-thérapeutiques, ont observé une corrélation entre la présence de TILS et le
taux de réponse compléte au traitement alliant anthracycline et taxane. Le pourcentage de
réponse variait de 7% a 40% respectivement entre les tumeurs définies comme fortement
infiltrées et celles peu infiltrées. Dans cette étude, les TILs ont été caractérisés par le niveau
d’expression d’ARN codant pour CD3 et de CXCL9. CXCL9 est une molécule inductible par
I’IFNy impliquée dans le chimiotactisme des lymphocytes T exprimant a leur surface son
récepteur, CXCR3. Cette signature génique spécifique d’un infiltrat de cellules T, a été
confirmée au niveau protéique (Denkert et al., 2010). Ces résultats ont été confortés par ceux
de Yamaguchi et al., qui, sur le méme principe, ont pu mettre en évidence que I’infiltrat en
cellules T des biopsies pré-thérapeutiques était associé¢ a une meilleure réponse au traitement,
spécifiquement chez les patientes dont la tumeur sur-exprimaient le récepteur aux facteurs de
croissance épidermiques humains, HER2 (Yamaguchi et al., 2012). Récemment, d’autres
¢tudes basées sur 1’établissement de signatures géniques soulignent I’'importance de la
présence des lymphocytes au site de la tumeur dans la réponse aux CNAs (Sota et al., 2014;
Stoll et al., 2014). Cependant, I’ensemble de ces données ne permettent pas d’attribuer un role
décisif a une population de lymphocytes en particulier. Les lymphocytes CD4 Thl et Ty
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pourraient néanmoins s’avérer cruciaux dans la détermination d’un environnement
immunitaire favorable a une réponse clinique a la chimiothérapie (Gu-Trantien et al., 2013)
(cf section implication directe des Try dans ['immunité anti-tumorale). Parallélement, la
présence de TILs FoxP3" assimilés aux lymphocytes T régulateurs (T-Reg), pourrait
constituer un facteur prédictif indépendant de la réponse au traitement néo-adjuvant de cancer
du sein. Oda et al. ont montré que Dinfiltration concomitante de cellules FoxP3" et CD8"
étaient déterminante pour la réponse au traitement. Un ratio FoxP3'/CD8 plus élevé serait
associ¢ a un taux de réponse compléte plus important, suggérant que la CNA stimulerait
I’immunité en inhibant I’immunosuppression et en potentialisant la réponse effectrice. Cette
hypothese serait soutenue par un plus fort taux de réponse constaté chez les patients dont les
tumeurs exprimaient plus fortement Ki67, un indicateur de prolifération active, ainsi qu’un
nombre important de cellules FoxP3". Par définition, les chimiothérapies sont potentiellement
plus actives sur les tumeurs prolifératives, et présenteraient également une activité
cytotoxique sélective sur les T-Reg. Ensemble ces mécanismes pourraient favoriser la levée
de I'immunosuppression et stimuler la réponse immune anti-tumorale. Hornychova et al. qui
avaient antérieurement établi une corrélation TILs/réponses complétes, avait également
montré une augmentation de lymphocytes CD3" dans les résections des tissus tumoraux post-
CNA des patients ne présentant pas de réponses complétes, suggérant que la chimiothérapie
pouvait contribuer a des modifications de la composition de ’infiltrat tumoral (Hornychova et
al., 2008). Cette étude, souligne I’importance de considérer le potentiel pronostique des CNAs
par comparaison des variations immunes au sein de la tumeur avant et aprés administration du
traitement.

* Les lymphocytes intra-tumoraux (TILs), facteur pronostique :

L’analyse de I’évolution des populations lymphocytaires dans la tumeur aprés CNA a
largement contribué a mettre en ¢évidence les propriétés immuno-stimulatrices des
chimiothérapies. Ladoire et al. ont montré que les tumeurs définies comme étant de mauvais
pronostic, c’est-a-dire présentant un grade élevé associé a un envahissement ganglionnaire et
a ’absence d’expression de récepteurs hormonaux, étaient majoritairement envahies par des
cellules CD8" et FoxP3" figure 34.

L’administration d’une CNA occasionnait une diminution importante des cellules Foxp3"
infiltrant la tumeur alors qu’elle semblait ne pas affecter les lymphocytes CD3" de maniére
générale ni les cellules CD8". L’analyse des résections post-CNAs a permis d’établir une
corrélation positive entre réponse compléte au traitement et maintien des lymphocytes CD8"
en ’absence compléte de détection de cellules FoxP3". Confortant I’hypothése d’une action
immuno-stimulatrice de la chimiothérapie, les auteurs ont mis en évidence une augmentation
de granzyme B, granule cytotoxique, et de TiAl, protéine de liaison a I’ARN induisant la
fragmentation de ’ADN, parallélement a la présence de cellules CD8" dans les résections
post-CNA (Ladoire et al., 2008). Ces observations suggerent fortement une inhibition de
I’immunosuppression et une stimulation de la réponse effectrice par les CNAs et sont en
parfaite adéquation avec les résultats obtenus par Oda et al. Dans une étude postérieure, les
auteurs ont pu démontrer que la présence de cellules CD8" et une diminution conséquente des
cellules Foxp3" aprés traitement dans les reliquats opératoires était associé non seulement a
une augmentation de la survie sans récidive mais également a une meilleure survie globale
des patients traités indépendamment du statut HER2 de la tumeur. Un ratio CD8'/FoxP3"
¢élevé apres CNA dans les tissus résiduels constituait un facteur pronostique indépendant de la
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survie des patients atteints de cancer du sein (Ladoire et al., 2011b). Récemment, Dieci et al.,
en évaluant la densité de TILs dans les tumeurs résiduelles aprés CNA chez des patientes
triples négatives, c’est a dire n’exprimant ni de récepteurs hormonaux ni HER2, ont pu
déterminer qu’une infiltration importante de TILs constituait un ¢élément majeur d’une
¢volution favorable de la maladie se traduisant par I’absence d’apparition de métastases et une
meilleure survie. Les auteurs ont constaté que la valeur pronostique des TILs était majorée
dans les maladies résiduelles caractérisées par la présence de ganglions envahis et une taille
plus importantes des tumeurs (>2 mm), paramétres évocateurs d’une maladie active. Cette
derniere observation suggere que les TILs générés ou réactivés par la CNA, permettraient de
contrdler efficacement la tumeur résiduelle (Dieci et al., 2014).

De maniére générale, loin de s’opposer a 1’établissement d’une réponse immune anti-
tumorale, la chimiothérapie néo-adjuvante pourrait en étre ’instigatrice, par des effets
synergiques modulant a la fois I’immunosuppression et immunité effectrice. L’ensemble de
ces données révelent que la nature des relations entre chimiothérapie et systéme immunitaire
est complexe et met en ceuvre simultanément ou séquentiellement les différents mécanismes
décrits dans I’introduction.

7.3.3.3. CNA et TILs dans d’autres types de cancers

Dans les cancers du poumon non & petites cellules, un faible ratio FoxP3'/CD8" dans les
prélevements pré-thérapeutiques des tumeurs était prédictif de la réponse a la CNA, étant
associé un plus fort taux de réponses partielles ou complétes. Ce résultats en contradiction
apparente avec ceux obtenus dans le cancer du sein (Ladoire et al., 2008; Ladoire et al.,
2011b; Oda et al., 2012) pourrait signifier que la réponse a la chimiothérapie est également
dépendante du type de tumeur et de la chimiothérapie elle-méme.

Dans les cancers de la téte et du cou, regroupant les cancers de la cavité buccale, du
pharynx et larynx, pour 90%, et les cancers des fosses nasales, des sinus et glandes salivaires,
les effets de la radiochimiothérapie néo-ajuvante semblent étre de méme ordre que ceux
observés dans les cancers du sein (Ladoire et al., 2011b). La comparaison de la composition
cellulaire de la tumeur avant et apres radiochimiothérapie néo-ajuvante, a permis d’établir que
le traitement avait un effet modéré sur les cellules CD8" et la production de granzyme B alors
qu’il affectait plus spécifiquement les T-Reg FoxP3'. L’association de la présence de
granzyme B et d’un ratio de cellules T/Foxp3" élevé corrélait avec une meilleure survie et
¢tait par conséquent de pronostic favorable (Tabachnyk et al., 2012). Ces travaux confirment
le role potentiel de traitement néo-adjuvants dans ’activation de la réponse immune anti-
tumorale établi par les études précédentes dans les cancers du sein. Cependant, ni dans cette
¢tude, ni dans les précédentes, la participation de la radiothérapie a ce rdle n’a pu étre
déterminée.

L’impact d’une CNA sur Iinfiltrat lymphocytaire des tumeurs résiduelles a également été
¢valué dans les cancers de I’cesophage. L’analyse de la composition cellulaire du stroma et de
la tumeur en terme de lymphocytes CD4, CD8 et T-Regs (FoxP3") chez les patients traités a
été comparée a celle observée dans les tissus tumoraux provenant de chirurgie de premicre
intention. L’importance de I’infiltrat lymphocytaire était en lien direct avec la chimiothérapie
néo-adjuvante. Le nombre de LT CD4 présents dans le stroma et le lit de la tumeur était
significativement plus important dans les tumeurs des patients ayant regus une chimiothérapie
préopératoire. L’augmentation du nombre de CDS8 était quant a lui, limité au stroma. Les T-
Regs ne semblaient pas subir de variation d’effectifs (Tsuchikawa et al., 2012). Comme
indiqué dans I’introduction des chimiothérapies néo-adjuvantes, la comparaison entre tumeurs
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primitives, c’est a dire en 1’absence de traitement, et tumeurs traitées peut-étre source de biais.
Néanmoins, ces résultats suggéraient que la chimiothérapie alliant le 5-fluorouracile et le
cisplatine occasionnerait un recrutement préférentiel des LT CD4. La présence additionnelle
dans le stroma d’une accumulation de LT CDS8 par rapport au stroma des tumeurs non traitées,
pourrait indiquer soit un recrutement des lymphocytes, soit une prolifération in situ, dans
d’éventuelles structures lymphoides tertiaires (SLT). Les différents signaux moléculaires liés
aux modifications induites par la chimiothérapie pourraient orchestrer un recrutement
séquentiel des cellules immunes provenant de la périphérie ou des STLs.

7.3.34. CNA et lymphocytes circulants

L’impact des CNAs sur les sous-populations lymphocytaires circulantes, facilement
accessibles, n’est que peu documenté. Un intérét plus grand est porté sur les modifications
intra-tumorales pouvant étre plus a méme de refléter une réponse immune spécifique relative
au traitement de la tumeur. Cependant, le sang périphérique constitue un lieu de transition
entre structures lymphoides et tissus, et la nécessité de confronter les résultats entre tumeur et
sang périphérique est primordiale pour la compréhension de la dynamique de la réponse
immune (cf section Th1/Th2 et immunité anti-tumorale). La mise en évidence, directement
dans le sang périphérique, de modifications corrélées a la réponse clinique permettrait de
définir des facteurs pronostiques et/ou prédictifs limitant les gestes invasifs.

Murta et al., en étudiant les variations avant et aprés traitement de sous-populations
lymphocytaires circulantes dans les cancers du sein, ont constaté que la sensibilité aux agents
chimiques différait entre LT CD4 et CD8, le nombre absolu de LT CD4 étant plus séveérement
diminué apres chimiothérapie. Ils ont également établi qu’un ratio LT CD4/CDS ¢élevé avant
CNA pouvait représenter un facteur prédictif de la réponse au traitement (Murta et al., 2000).
Au diagnostic, la proportion de LT CD4 par rapport au LT CDS8 ¢était augmentée dans les
tumeurs du sein typées HER2 positives par rapport a celles n’exprimant pas HER2, suggérant
une liaison entre ce parameétre et le caractere agressif de la tumeur (Muraro et al., 2011). Ces
observations concordent avec les données issues de I’étude des tumeurs (Ladoire et al., 2008;
Ladoire et al.,, 2011b; Oda et al., 2012), bien que dans le sang périphérique la nature
régulatrice des CD4 (cellules FoxP3") ne soit pas précisée. Aprés CNA, I’augmentation de la
production de certaines cytokines, notamment 1I’IL-2, IFNy et le GMCSF, dans le sérum des
patientes et une réponse plus importante des lymphocytes a une stimulation autologue évaluée
in vitro, par RLA, c’est a dire réaction lymphocytaire autologue, indiquerait que les cellules
circulantes pourraient, ainsi que les TILs, étre des marqueurs de la réponse immune anti-
tumorale stimulée par la chimiothérapie. En effet, la CNA pourrait ne pas étre un obstacle a
I’établissement d’une réponse immune, une augmentation du nombre absolu de CD4 et CDS8
ayant étant mesurée au cours de traitement alliant doxorubicine et paclitaxel chez des
patientes atteintes de cancer du sein (Melichar et al., 2001).

7.3.4. Effet des chimiothérapies adjuvantes (CA)

Les bénéfices d’une chimiothérapie adjuvante (CA), administrée aprés une chirurgie
premicre, sont évalués par I’amélioration de la survie globale et/ou la survie sans récidive
qu’elles peuvent apporter. L’effet sur le systtme immunitaire d’un tel traitement n’a été que
peu étudié, se justifiant par la potentielle absence de stimulation antigénique en I’absence de
tumeur. Cependant, les modifications occasionnées pourraient ne pas €tre sans conséquences
sur le systtme immunitaire, les CA pouvant conduire a moduler la susceptibilité aux
infections post-chirurgie et/ou une réponse anti-tumorale protectrice a long terme. En effet,
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les travaux de Zielinski et al. montrent qu’une réponse immune primaire liée a une infection
pouvait étre compromise par la CA. Cet essai consistait a déterminer la réactivité du systéme
immunitaire de patientes atteintes de cancer du sein aprés une vaccination anti-
méningoencéphalite a tique, avant et aprées CA. La méningoencéphalite a tique est une
encéphalite virale transmise par la morsure de tiques due a un Arbovirus de la famille des
Flaviviridae. Vaccinées sous chimiothérapie ou dans la période suivant le traitement, les
patientes avaient perdu la capacité a monter une réponse immunitaire primaire. A 1’inverse, la
réponse secondaire consécutive a une seconde vaccination au cours du traitement de patientes
ayant préalablement regu le vaccin avant ou aprés le diagnostic de leur cancer, n’était pas
affectée par la chimiothérapie (Zielinski et al., 1986). Ces résultats suggerent que la CA ne
remettrait pas en cause une immunité anti-tumorale préétablie lors du développement
tumorale primaire mais pourrait s’opposer a I’immunité dirigée contre 1’apparition de variant
lors de récidives métastatiques.

Une ¢étude longitudinale de la variation quantitative des sous-populations lymphocytaires
aprés CA associée a la radiothérapie (CA plus RT) dans les cancers du sein, montrent une
toxicité et/ou une capacité de recouvrement a des valeurs similaires a celles de donneurs sains
différentes en fonction les sous-populations T. Les LT CD4 demeurent largement diminués un
an apres traitement alors que le nombre absolu des LT CD8 est comparable a celui de sujets
sains aprés CA+RT (Mozaffari et al., 2009). Une meilleure compréhension des effets des CA
sur le systtme immunitaire par des études longitudinales prenant en compte les valeurs
initiales observées chez les patients avant traitement et comprenant une caractérisation plus
détaillée des populations lymphocytaires est nécessaire avant d’envisager leur association
avec des immunothérapies voir leur substitution par ces dernieres dans le but de diminuer les
risques de récidives.

7.3.5. Chimiothérapie : effet sur les sous-populations de LT CD4

7.3.5.1. T-Regs et chimiothérapie

L’impact spécifique des chimiothérapies sur les lymphocytes T régulateurs est le plus
documenté, les T-Regs ¢étant considérés comme les acteurs principaux de
I’immunosuppression et donc comme un obstacle majeur a 1’établissement d’une immunité
anti-tumorale. L’action de ’administration métronomique de cyclophosphamide dans les
cancers métastatiques de diverses origines ou de fluadarabine dans le traitement des leucémies
lymphoides chroniques ou encore de paclitaxel dans les cancers du poumon, détaillée dans la
section modulation de |'immunosuppression, conduisait a une diminution quantitative et
qualitative des T-Regs (Beyer et al., 2005; Ghiringhelli et al., 2007; Samaritani et al., 2007,
Zhang et al., 2008). L’identification d’actions ciblées sur une population précise permet
d’envisager leur association avec les immunothérapies et de définir de nouveaux schémas
thérapeutiques.

7.3.5.2. Equilibre Th1/Th2 et chimiothérapie

Dans le traitement des cancers du poumon non a petites cellules, parallelement a son
action inhibitrice directe sur les T-Regs conduisant a la diminution de la fonctionnalité et du
nombre de ces cellules, le paclitaxel semble augmenter I’immunité cellulaire de type Thl. En
périphérie, I’augmentation du nombre de LT CD4 produisant de I'IL2 et de LT CDS8
produisant de I’'TFNg, s’accompagne de I’expression a la surface de ces deux types cellulaires
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de la molécule CD44, marqueur d’activation. Ces résultats suggerent que le paclitaxel pourrait
avoir un role activateur de la réponse immune anti-tumorale (Zhang et al., 2008). Les
cytokines Thl: IFNy, TNFa et GMCSF favoriseraient la polarisation des macrophages
infiltrant la tumeur (TAMs) vers un sous type défini TAM-1. Les TAM-1, en plus de leurs
propriétés cytotoxiques, exerceraient une activité anti-tumorale par la production de cytokines
pro-inflammatoires et une présentation de I’antigene aux cellules de I’immunité plus efficace.
A D’inverse les TAM de type 2 promu par les cytokines Th2 auraient une action pro-tumorale
(Mantovani and Locati, 2009). DeNardo et al. ont démontré dans un modele murin de tumeur
du sein, que le paclitaxel pouvait induire des modifications du microenvironnement tumoral
conduisant a une libération importante par les cellules tumorales de Colony Stimulating
Factor 1 (CSF-1), molécule considérée comme un « signal de danger », en réponse a I’action
cytotoxique du paclitaxel. Le CSF-1 serait impliqué dans le recrutement actif de TAM
exprimant le récepteur au CSF-1 (CSF-1R), recrutement favorable au développement tumoral.
Les auteurs ont montré que le blocage de la voie CSF-1/CSF-1R augmentait considérablement
I’infiltration des tumeurs par les LT CD4 et CD8 et consécutivement, conduisait a la
diminution de la croissance tumorale et de I’apparition de métastases (DeNardo et al., 2011).
Ces données expriment la diversité des effets des chimiothérapies sur le systéme immunitaire
et la tumeur. Certaines associations, a déterminer avec précision, seraient décisives dans le
basculement d’une activité pro-tumorale vers une activité anti-tumorale du systéme
immunitaire.

7.3.5.3. Th17 et chimiothérapie

Le cyclophosphamide, en administration orale métronomique (c’est a dire de faibles
doses a intervalles réguliers), pourrait promouvoir la différenciation de LT CD4 en Th17. En
effet, ’administration de cyclophosphamide induisait une augmentation de la quantité d’IL-17
produite spécifiquement par les LT CD4 du sang périphérique, des patients au stade
métastatique de la maladie ou porteurs de tumeurs solides localement avancées. Le role de ces
Th17 dans I’évolution de la maladie n’est pas déterminé. Le potentiel anti-tumoral des Th17
restant controvers¢, I’induction de Th17 par de faibles quantités de cyclophosphamide, qui
semble étre confirmée chez la souris dans cette méme étude, nécessite plus ample exploration.
Cependant, les auteurs ont également montré que les LT CD4 issus des ascites de tumeurs de
I’ovaire exprimaient des quantités croissantes d’IL-17 et d’IFNy au cours du traitement
(Viaud et al., 2011). Cette observation pourrait coincider avec le modele de différenciation
suggéré par Hamai et al., ou I’augmentation d’IFNy serait liée a la conversion apres activation
des cellules Th17 en effecteurs produisant essentiellement de 1’ IFNy (Hamai et al., 2012) (¢f
section thl7 et immunité anti-tumorale). Dans ce cas, l’induction de Thl7 par le
cyclophosphamide pourrait constituer une des caractéristiques immunes de la réponse au
traitement.

7.3.54. Tru et chimiothérapie

Bien que les Try fassent partie des derniers arrivants dans la grande famille des LT CD4,
leur role dans la réponse anti-tumorale n’en est pas moins réduit. Plusieurs signatures
géniques définis récemment par 1’étude de biopsies tumorales avant chimiothérapie mettent
en avant I’expression de CXCL13 comme une composante majeure de I’immunité tumorale
(Denkert et al., 2010; Gu-Trantien et al., 2013; Stoll et al., 2014). Dans les tumeurs du sein,
CXCL13 a été défini comme un facteur prédictif de la réponse a la CNA (Gu-Trantien et al.,
2013). Les Ten intra-tumoraux représentaient la principale source de CXCL13 et seraient

55



Chimiothérapie et LT CD4 effecteurs, modulation de |'immunité anti-tumorale naturelle

essentiels au maintien et/ou a la formation de structures lymphoides tertiaires (cf section
lymphocytes CD4 folliculaires et immunité anti-tumorale). La fonction des Try, associée a la
conservation de ces structures fonctionnelles sous chimiothérapie et I’'impact du traitement sur
le trafic et/ou la génération de cellules immunitaires effectrices au sein de ces structures
restent cependant a déterminer.

7.3.5.5. CD4 CTL et chimiothérapie

Il apparait évident au vu des résultats des études citées chez la souris dans la section /es
lymphocytes T CD4 cytotoxiques et |'immunité anti-tumorale que la chimiothérapie joue un
role essentiel dans le développement de ces cellules (Hirschhorn-Cymerman et al., 2012;
Quezada et al., 2010; Xie et al., 2010). En effet, dans chacun de ces modéles, la lymphopénie
semble étre une étape fondamentale a la différenciation et I’expansion de ces cellules. La
nécessité de créer une niche, nécessaire a I’expansion de ces cellules, la levée de
I’immunosuppression pouvant contribuer a leur fonctionnalité ou encore les modifications
environnementales conduisant a la libération de facteurs solubles, potentiellement
indispensable a leur prolifération, sont autant d’¢léments qui pourraient intervenir pour
permettre une réponse immune efficiente, associée aux LT CD4 cytotoxiques, chez I’Homme.
Cependant, avant de définir le poids respectif de chacun de ces paramétres, il est primordial
d’identifier avec précision ces cellules, dans le sang périphérique et au sein de la tumeur des
patients.
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7.4.Conclusion : chimiothérapie et LT CD4 effecteurs, modulation de
I’immunité anti-tumorale naturelle

De cette partie il émane clairement que 1’administration de chimiothérapie n’est pas sans
conséquences sur le systtme immunitaire. Elle peut exercer un effet direct en inhibant
spécifiquement la fonction et/ou le nombre de certaines sous populations. Les LT CD4 de
manic¢re générale et plus particuliérement les T-Regs paraissent plus sensibles a la
chimiothérapie que les LT CD8. Cependant, les répercussions des effets des chimiothérapies
sur la cinétique de recouvrement de ces cellules pendant et apres traitement, ainsi que sur leur
fonction et la diversit¢ de leur répertoire demeurent inconnues. De méme, le rdle du
conditionnement du microenvironnement tumoral par la chimiothérapie n’est pas totalement
¢lucidé. La dissection des mécanismes au cours du traitement sont nécessaires a la
compréhension de 'implication de I’'immunité dans la réponse au traitement. La tumeur
n’étant accessible que lors de chirurgie premic¢re ou en fin de traitement, un suivi des
parametres immunologiques périphériques est indispensable. Pour répondre a cet objectif, la
mise en place d’études longitudinales visant a 1’évaluation des sous-populations
lymphocytaires a la fois quantitatives et qualitatives, en termes de spécificité d’antigene et de
répertoire, est nécessaire. Sur le plan clinique, une évaluation systématique et précise de la
taille des cibles tumorales selon des critéres préétablis est également indispensable. Elle
permettrait de quantifier avec plus de précision la régression tumorale sous CNA ou
d’effectuer une classification, pour un méme type de tumeur, de la masse tumorale en
fonction des réponses immunologiques. La standardisation des mesures de 1’ensemble de ses
criteres permettra d’obtenir des données comparatives qui aideront a adapter les traitements
pour une meilleure efficacité.
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8. Résultats

8.1.Présentation

Historiquement, les LT CDS8 cytotoxiques ont ¢été considérés comme la seule
composante cellulaire du systéme immunitaire nécessaire et suffisante pour 1’élimination de
cellules infectées par des virus ou transformées, les LT CD4 ne jouant qu’un role auxiliaire,
dans le développement et le maintien de la réponse immune effectrice, ou modulateur par la
fonction suppressive des T-Reg. Aux cotés, de ces fonctions auxiliaires ou suppressive,
nombre de données indiquaient que les LT CD4 pouvaient également exercer une activité
cytotoxique directe.

Nos travaux ont permis par 1’analyse chez I’Homme, de I’expression des récepteurs o
a I'IL-2 (CD25) et a I'IL-7 (CD127) a la surface des LT CD4 du sang périphérique
d’identifier une population singuliere de LT CD4 caractérisée par ’absence de ces deux
molécules. Ces LT CD4, CD25CD127, faiblement représentées chez les sujets sains, entre
0,2-2% des LT CD4 totaux du sang périphérique, étaient fortement augmentées, entre 2-20%
dans les infections chroniques VIH et Tuberculose, et notamment dans les cancers incluant les
mélanomes uvéaux métastatiques (Mum) et les cancers du sein. Puisque prédominant dans
des situations de stimulation chronique, ces LT CD4 ont ét¢ définis comme des LT CD4
chroniquement stimulés : chCD4. Dans le sang périphérique de patients atteints de cancer
comme chez les sujets sains, la majorit¢ de ces chCD4 arboraient un phénotype
mémoire/effecteur (CD45RO"). Cependant, dans les Mum et les cancers du sein la proportion
de chCD4 effecteurs (CD45RO'CD27") était fortement augmentée. Par ailleurs, si la plus part
de ces cellules effectrices apparaissaient a un stade de différenciation terminale (CD57"), elles
présentaient toutes les mémes caractéristiques phénotypiques distinctes, définies par 1’absence
d’expression de la molécule de co-stimulation CD28 coordonnée a I’expression a leur surface
de l’intégrine CD11b et du récepteur NK, 2B4. Dans les chCD4 effecteurs, nous avons
¢galement mis en évidence la présence spécifique de granules cytoplasmiques concentrant
granzyme B et perforine, molécules impliquées dans la cytotoxicité directe de cellules cibles.
Cette propriété fonctionnelle a ét¢ démontrée par des tests de cytotoxicité redirigée et était
restreinte aux chCD4 effecteurs en comparaison aux autres sous-populations effectrices de LT
CD4 conventionnels et T-Reg. L’analyse du profile de sécrétion de cytokines, révele
I’absence total de production d’IL-17 et un profile orient¢ Thl, soulevant la question du
lignage de cette population particuliere. L’absence d’expression de Ki67, marqueur des
cellules en cycle, au sein de cette population de LT CD4 cytotoxiques, parallélement a leur
accumulation, suggérait qu’elles seraient capables de persister a 1’état quiescent chez les
patients. Par ailleurs, dans les Mum, nous avons mis en évidence que 1’augmentation
importante du nombre de chCD4 chez les patients, concordait avec la présence d’expansions
oligoclonales au sien de cette population, et démontré une corrélation positive entre le
pourcentage des cellules effectrices, chCD4 et LT CDS8, LT CD8 parmi lesquels nous avons
déterminé une fréquence ¢élevée de cellules répondeuses spécifiques d’antigénes tumoraux
associés a la tumeur. Nos travaux ont également permis d’évaluer I'impact de la
chimiothérapie sur les populations lymphocytaires dans le sang périphérique. Chez les
patientes atteintes de cancer du sein, traitées par chimiothérapie néo-adjuvante, c’est-a-dire
préopératoire, nous avons constaté¢ une augmentation du nombre de chCD4 chez 17/22
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patientes. Nous avons mis en évidence que cette augmentation sous traitement était fortement
corrélée au pourcentage de régression tumorale. L’ensemble de ces résultats apporte une
nouvelle vision des LT CD4 dans I’immunité tumorale. Ils suggérent pour la premicre fois,
chez I’Homme, le potentiel cytotoxique des LT CD4 anti-tumoraux et le role crucial qu’ils
pourraient jouer dans la réponse au traitement et dans 1’établissement d’une réponse immune
durable et protectrice.
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9. Discussion

Le rdle des LT CD4 dans I’immunité tumorale a été clairement établi par de nombreux
exemples au cours de ’introduction et notamment par 1’obtention d’une réponse compléte et
durable aprés transfert adoptif de LT CD4 autologues spécifiques d’un antigeéne associé a la
tumeur chez un patient atteint de mélanome (Hunder et al., 2008). Dans notre étude, la
caractérisation, dans différents types de cancers, mais également dans des pathologies ou une
stimulation chronique est suspectée (VIH, et tuberculose), d’une population élargie définie
comme des lymphocytes T CD4 chroniquement stimulés, les chCD4: CD127'CD25’,
souligne I’'importance des LT CD4 dans I’orchestration de la réponse immune de manicre
générale et permet de mettre en évidence son réle majeur dans I’immunité anti-tumorale chez
I’Homme.

9.1.ChCD4 et immunité anti-tumorale

L’adjonction d’une immunothérapie a des chimiothérapies classiques nécessite, d’une
part, de démontrer que parallélement au développement tumoral, le systéme immunitaire est
capable de développer une réponse anti-tumorale spécifique, et d’autre part, de déterminer
I’impact des chimiothérapies conventionnelles sur le syst¢tme immunitaire. Notre étude, par
I’analyse des sous populations lymphocytaires dans différents types de cancers, mélanomes
cancers du sein mais également cancers gastriques et cesophagiens, avant et aprés traitement
permet de répondre partiellement a ces interrogations.

9.1.1. Immunité anti-tumorale naturelle dans les mélanomes
uvéaux métastatiques non traités (Mum) : les chCD4 aux cotés
des LT CDS

Des données de la littérature antérieures a notre travail, chez la souris, montraient que
I’échappement a I’'immuno-surveillance des tumeurs Mum ne dépendait pas uniquement de
I’incapacité du systéme immunitaire a reconnaitre la tumeur (Lin et al., 2009). Dans notre
¢tude, la détection dans le sang périphérique de patients atteints de Mum, de LT CDS8
spécifiques de la tumeur a une fréquence élevée, en 1’absence de tout traitement, confirmait
ces résultats. Parallelement a cette réponse CD8 spontanée, nous avons caractérisé sur le plan
fonctionnel et phénotypique une population de chCD4 effecteurs ayant subi une expansion
chez les patients atteints de Mum par comparaison a des donneurs sains. Nous avons
démontré que cette population possédait des propriétés cytotoxiques par la présence de
granules cytoplasmiques concentrant perforine et granzyme B d’une part; et par la capacité de
ces cellules a lyser des cellules cibles lors de test de cytotoxicité redirigée d’autre part. En
outre, ’analyse du répertoire TCR VP des sous-populations de CD4, montrait que les
expansions oligoclonales observées, caractérisées par la prédominance de LT CD4 associés a
une chaine Vf spécifique, étaient restreintes aux chCD4. Ces résultats suggéraient fortement
que les chCD4, effecteurs cytotoxiques, partageaient la méme spécificité antigénique et
étaient potentiellement dirigés contre la tumeur. Enfin, nous avons observé une corrélation
stricte entre la fréquence des effecteurs chCD4 et celle des effecteurs CDS, incluant une forte
proportion de cellules spécifiques de la tumeur, ce qui évoquait le développement d’une
réponse coordonnée entre LT CD8 et CD4 dirigée contre la tumeur dans les Mum. Ces
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résultats soulignent que le systétme immunitaire est capable de développer une réponse
immune effectrice anti-tumorale en dehors de tout traitement et suggere pour la premiére fois,
chez ’Homme le potentiel cytotoxique des LT CD4 anti-tumoraux.

9.1.2. L’impact de la chimiothérapie adjuvante (CA) et néo-
adjuvante (CNA) sur les chCD4 dans les cancers du sein

Cette étude a permis d’évaluer I’'impact de la chimiothérapie sur les populations
lymphocytaires en présence de la tumeur, ce qui est le cas dans les traitements par CNA, ou
en ’absence de tumeur, situation de 1’administration d’une CA dans les cancers du sein.

9.1.2.1. Impact de la CNA

Au cours de notre travail, nous avons étudié la variation du nombre de lymphocytes
circulants entre la fin et le début de la CNA et constaté que, d’'une manicére générale, une
lymphopénie consécutive au traitement affectait plus spécifiquement les LT CD4 que les LT
CD8. Ces résultats sont en concordance avec les données de la littérature (Murta et al., 2000).
Cependant, I’analyse de I’impact des CNA sur les sous-populations CD4 : T-Reg, LT CD4
conventionnels et chCD4 révele que les chCD4 sont capables de proliférer indépendamment
de la cytotoxicité apparente des agents chimiques sur les lymphocytes T. En effet, sur les 22
patientes atteintes de cancer du sein et traitées par une CNA, 17 présentaient sous traitement
une augmentation conséquente du nombre de leurs chCD4. Dans les Mum, nous avons établi
la corrélation entre la fréquence de chCD4 effecteurs et celle des LT CD8 effecteurs. Chez les
patientes atteintes de cancer du sein, la corrélation entre les populations effectrices LT CD8 et
chCD4 n’est apparente qu’aprés la CNA. Or, nous n’avons pas constat¢ d’évolution
significative du nombre de LT CDS8 effecteurs entre la fin et le début du traitement. Ces
observations suggerent que dans les cancers du sein avancés I’augmentation des chCD4 est un
¢venement secondaire consécutif aux effets de la chimiothérapie. La CNA induirait des
modifications du microenvironnement tumoral qui conduirait a I’augmentation des chCD4.
Enfin, une corrélation positive entre le taux de réponse au traitement et 1’augmentation du
nombre de chCD4 au cours du traitement, suggére que les chCD4 pourraient jouer un role
crucial dans la réponse au traitement et dans 1’établissement d’une réponse immune durable et
protectrice. Cette étude ne permet pas pour le moment de déterminer si ces cellules
représentent un facteur prédictif de la réponse au traitement ou pronostique de la survie
globale ou sans récidive des patients aprés traitement. Les mécanismes moléculaires
conduisant a I’expansion des chCD4 en périphérie et leur éventuelle capacité a gagner la
tumeur pour y exercer leur fonction cytotoxique reste a déterminer. Néanmoins, le relargage
d’antigeénes tumoraux lors de la lyse tumorale induite par les agents antinéoplasiques, la levée
de I'immunosuppression par une cytotoxicité préférentielle de la CNA sur les T-Regs et la
création d’une niche liée a la lymphopénie sont des arguments sous-tendus par notre étude.

9.1.2.2. Impact de la CA

Dans les cancers du sein, aprés chirurgie premicre, la chimiothérapie n’induit pas de
modifications significatives sur le nombre de chCD4 circulants, ceci montrant que les chCD4
sont résistants a la toxicité cellulaire induite par la chimiothérapie. Cette observation concorde
avec la capacité de ces cellules a proliférer sous chimiothérapie en présence de la tumeur et
donc potentiellement en présence d’une source d’antigéne. En accord avec ces données, la
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relation entre les LT CDS8 effecteurs et les chCD4 est maintenue au cours du traitement.
L’existence de cette corrélation avant traitement pourrait étre liée aux caractéristiques de la
tumeur elle-méme. En effet, la CA s’adresse a des tumeurs de meilleur pronostic, en générale,
des tumeurs opérables donc de petite taille non associées a un envahissement ganglionnaire. A
I’inverse, la CNA est prescrite le plus souvent, en dehors de chirurgies a visée conservatrice,
chez des patientes présentant une masse tumorale plus importante donc potentiellement des
tumeurs de stades plus avancés ou la réponse immune naturelle pourrait étre compromise par
des modifications au sein du microenvironnement tumoral. La valeur prédictive des chCD4
dans ce type de pathologie n’a pu étre établie en raison du recul insuffisant pour évaluer la
survie des patients et les récidives apres traitement.

9.2.Influence de la charge tumorale sur les chCD4

Cette ¢tude a également permis de percevoir I’impact de la dynamique tumorale sur les
sous-populations lymphocytaires et plus particulierement sur les LT CDS et les chCD4. La
résection de la tumeur avant CA induisait une diminution du nombre de chCD4, suggérant
comme ¢évoqué précédemment, le lien direct entre la tumeur et ces cellules. Les LT CDS8
effecteurs ne sont pas affectés par le retrait de la tumeur. Ces données sont en accord avec la
littérature. En effet, Rabenstein et al. ont démontré, chez la souris, que 1’expansion clonale de
LT CD4 requérait une stimulation antigénique continue alors que les LT CD8 pouvaient
poursuivre leur division aprés un stimulation TCR discontinue (Rabenstein et al., 2014). Ces
résultats confirment le lien potentiel entre tumeur et chCD4, ces cellules étant augmentées par
rapport aux donneurs sains. Par ailleurs, une diminution du nombre de chCD4 circulants est
observée chez les patientes porteuses de tumeurs plus agressives, patientes €ligibles a une
CNA. Les LT CDS8 effecteurs augmentés en comparaison aux donneurs sains, ne varient pas
en fonction du stade tumoral. Cette différence pourrait résulter de la combinaison de plusieurs
mécanismes. Premiérement, des modifications intrinséques consécutives au développement de
la tumeur peuvent contribuer a 1’établissement d’un microenvironnement suppresseur
s’opposant a ’immunité anti-tumorale naturelle. Le recrutement spécifique de T-Regs, une
perte d’immunogénicité par la diminution de I’expression d’antigenes, la sécrétion de facteurs
solubles favorisant la différenciation ou la migration de cellules dendritiques suppressives ou
de TAM favorable au développement de la tumeur, pourraient compromettre le maintien des
chCD4 a I'image de la résection tumorale chez les patientes soumise a une CA.
Deuxiémement, la diminution des chCD4 circulants, dans les stades plus avancés de tumeurs,
pourrait également résulter d’une accumulation de ces cellules au sein de la tumeur. Dans les
cancers du sein, il a été observé que la densité de l’infiltrat lymphocytaire pouvait étre
dépendante du stade de la tumeur (Ladoire et al., 2011b), les tumeurs de haut grade présentant
un infiltrat plus important. Récemment, Gu-Trantien et al. ont démontré qu’un fort infiltrat
lymphocytaire dans les cancers du sein reflétait la formation de structures lymphoides
tertiaires adjacentes a la tumeurs (Gu-Trantien et al., 2013). Ces données suggéraient que les
chCD4, par un tropisme préférentiel a déterminer, migreraient au sein de ces structures
propices a leur maintien, pouvant expliquer la diminution de ces cellules en périphérie dans
les tumeurs de plus haut grade. Bien que non démontrée dans cette ¢tude, la capacité des
chCD4 a gagner la tumeur est légitimée par une étude récente ayant mis en évidence la
présence d’un infiltrat de lymphocytes T CD4'CDI127'CD25Foxp3’, phénotype
caractéristique des chCD4, dans les papillomatoses respiratoires récidivantes (Hatam et al.,
2012). Par conséquent, I’hypothése d’une recirculation des chCD4 en périphérie aprés CNA,
consécutive a I’involution des structures lymphoides tertiaires, lors de la régression tumorale,
ne peut étre complétement écartée mais ne s’oppose pas a leur contribution dans la réponse a
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la chimiothérapie. Chez les patientes atteintes de cancers du sein traitée par CNA, la mise en
¢évidence d’une augmentation, en périphérie, des Trp, constituants des structures lymphoides
tertiaires, et/ou de la proportion de plasmocytes et du taux d’anticorps dirigés contre des
antigénes tumoraux circulants pourraient contribuer a apporter un élément de réponse.

9.3.Les chCD4 effecteurs, LT cytotoxiques antigéne spécifique soumis a
un programme distinct de différenciation ?

Notre travail a permis, pour la premiére fois chez I’Homme, de mettre en évidence une
sous-population de LT CD4 aux propriétés cytotoxiques qui pourraient jouer un rdle
déterminant dans la réponse a la CNA et dans 1’établissement d’une réponse immune durable
et protectrice dans les cancers du sein. Ces chCD4 semblent se différencier des autres sous-
populations effectrices classiquement décrites a la fois sur le plan morphologique,
phénotypique et fonctionnel.

9.3.1. LT CD4 cytotoxiques

Dans différents types de cancers, cancers du sein, gastriques, cesophagiens et Mum, les
chCD4 effecteurs se distinguent des autres sous-populations de LT CD4 effecteurs, T-Reg et
LT CD4 conventionnels, par la présence de granules cytoplasmiques caractéristiques des LT
CDS8 cytotoxiques. La capacité des chCD4 effecteurs a lyser des cibles P815 aprés activation
du TCR et la co-localisation de granzyme B et de perforine a I’intérieur de ces granules, a
I’image des granules contenue dans les LT CDS8, confirme le potentiel cytotoxique de ces
cellules. De nombreux ¢éléments issus de 1’analyse détaillée de ces cellules, notamment la
mise en évidence d’expansions oliglonales dans les Mums et la corrélation positive entre le
taux de réponse au traitement et ’augmentation du nombre de chCD4 sous CNA dans les
cancers du sein, suggerent fortement que la spécificité antigénique de ces cellules soit dirigée
contre la tumeur. Par ailleurs, chez les patients atteints de Mum, ou le nombre de chCD4
effecteurs était fortement augmenté, nous avons constaté I’absence d’expression de Ki67,
marqueur des cellules en cycle, dans cette population de LT CD4 cytotoxiques. Si leur
augmentation en nombre dans le sang périphérique de patients non traités concordant avec la
présence d’expansions oligoclonales parmi ces cellules refléte leur prolifération au cours de la
progression tumoral, 1’absence d’expression de Ki67" évoque leur capacité a persister aprés
prolifération a 1’état quiescent chez les patients. Leur fonctionnalité, c’est-a-dire la lyse
spécifique de cellules tumorales, nécessiterait leur stimulation de maniére antigeéne spécifique
probablement dans un environnement moléculaire favorable, que pourrait induire la
chimiothérapie.

9.3.2. chCD4 et T-Regs, deux lignages distincts

In vitro, I’inhibition de la prolifération de CD4 conventionnels autologues par les
chCD4 effecteurs ne leur confére pas pour autant des propriétés suppressives (résultats non
publiés). En effet, elle pourrait étre liée a une consommation compétitive de facteurs de
croissance et/ou une toxicité indirecte par relargage des granules cytotoxiques apres activation
du TCR. Si les chCD4 effecteurs se caractérisent par la perte de la molécule de co-
stimulation : CD28, a leur surface, les T-Regs maintiennent son expression indépendamment
de leur stade de différenciation, naif, mémoire ou effecteur. Parallélement, 1’absence de
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sécrétion d’IL-10, apres stimulation, et d’expression des facteurs de transcription Foxp3 et
Helios par les chCD4 indiquent clairement que ces cellules ne sont ni des T-Regs naturels ni
des T-Regs induits.

9.3.3. chCD4 effecteurs Thl-like ?

Le potentiel cytotoxique et une expression treés hétérogene de PD-1 a la surface de
chCD4 écartent toute filiation avec les Try. L’expression de CD57 a la surface des chCD4
effecteurs apres prolifération refléterait plus une différenciation terminale qu’elle n’établirait
une relation avec les Try. En effet, chez I’Homme, Rasheed et al. ont démontré que les Ty
pouvaient étre restreints a une population sur-exprimant CXCRS et ICOS et que leur fonction
¢tait indépendante de I’expression de CD57 (Rasheed et al., 2006). Par ailleurs, 1’analyse du
profil de sécrétion de cytokines montre que les chCD4 effecteurs ne produisent ni IL-17, ni
IL-4 et de faibles quantités d’IL-13 et IL-5 en comparaison avec les LT CD4 conventionnels
dans les Mum. Ces cellules conservent cependant la capacité de produire de I’IFNy et de I'IL-
2. Ces résultats sont en faveur d’une origine Thl des chCD4 bien que la possible perte
d’expression d’IL-17 au profit de d’IFNy, au cours du processus de différenciation des Th17,
n’exclut pas une origine Th17 (Hamai et al., 2012).

9.3.4. chCD4 population a part entiere ?

La polarisation de LT CD4 en sous-populations effectrices distinctes est consécutive a
une stimulation antigénique spécifique des LT CD4 naifs. Leur différenciation dans un
contexte environnemental précis est a 1’origine de I’activation d’un panel singulier de facteurs
de transcription contribuant a stabiliser la sous-population effectrice établie. Les chCD4
effecteurs résultent-ils d’une voie de différenciation distincte controlée par des facteurs de
transcriptions spécifiques mis en jeux dans un contexte particulier ou bien les chCD4, de
manicre générale, constituent-ils une sous population a part entiére, a I’instar des T-Regs
naturels, caractérisée par I’expression stable du facteur de transcription Foxp3 de cellules
dérivant directement du thymus ? Dans cette étude, aucun argument direct ne permet d’établir
un lien de filiation entre les chCD4 et les LT CD4 conventionnels. Néanmoins, les chCD4
(CDI127°CD25") pourraient se distinguer des LT CD4 conventionnels. En effet, ils ont la
particularité de définir, chez les donneurs sains comme chez les patients, une sous-population
comprenant non seulement des cellules effectrices et mémoires mais également des cellules
naives. En quoi les LT CD4 naifs, CD127°CD25’, différent-elles des CD4 naifs dits
conventionnels, CD127 'CD25 ? L’expression différentielle de Ki67, marqueur des cellules
en cycle, en fonction du stade de différenciation cellulaire, a permis de déterminer que les
cellules naives chCD4 présentaient une proportion de cellules Ki67  importante en
comparaison aux autres sous-populations naives y compris les T-Regs qui sont généralement
définis comme des cellules ayant une capacité proliférative plus importante (Booth et al.,
2010; Miyara et al., 2009). Chez les patients et les donneurs sains, la forte proportion de Ki67
au sein d’une population naive - déterminant en générale des cellules quiescentes -,
n’exprimant pas le CD127, dont la régulation négative transitoire chez les LT CD4
conventionnels traduit une activation des cellules (Mazzucchelli and Durum, 2007), suggérait
que les chCD4, LT CD4 CDI127°CD25  pourraient constituer une population indépendante.
Cette hypothese est soutenue par I’identification, chez les sujets sains, d’effecteurs présentant
des granules cytoplasmiques, caractéristiques morphologiques des chCD4 des patients,
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uniquement dans la fraction CD127°CD25". Ces résultats suggéraient que ces cellules
résulteraient de la différenciation des LT CD4 CD127 CD25 en effecteurs cytotoxiques.

9.4.ChCD4 effecteurs associés au phénotype : CD28 CD11b"2B4"

Dans la section LT CD4 cytotoxique de 1’introduction, les caractéristiques
phénotypiques émanant de 1’étude de LT CD4 potentiellement cytotoxiques dans divers
pathologies ou elles exerceraient une fonction déterminante: infections virales ou
bactériennes persistantes, maladies inflammatoires ou pathologies auto-immunes, ont permis
de définir un ensemble de marqueurs discriminants correspondant aux phénotypes des chCD4
effecteurs identifiés dans les cancers. Cependant, la définition de phénotype cytotoxique-like
souléve un grand nombre d’interrogations quant a la signification de 1’expression ou la perte
d’expression de ces marqueurs a la surface des chCD4 effecteurs. L’absence de CD2S,
caractéristique des stimulations chroniques, pourrait survenir en réponse a une activation
continue des chCD4, cependant elle n’est pas coordonnée a une expression de PD-1,
suggérant que ce mécanisme pourrait intervenir dans la sélection des chCD4 cytotoxiques
répondeurs sous des conditions environnementales particuliéres. L’expression concomitante
de 2B4 dans ces circonstances, pourraient étre essentielle dans le renforcement du signal TCR
nécessaire a la fonction des chCD4 effecteurs (Altvater et al., 2009). L’induction de voies de
stimulation alterne consécutive ou causale a la perte d’expression de CD28 n’a pas été
explorée au cours de cette étude, mais serait utile a la compréhension de la séquence des
¢venements conduisant a la différenciation de ces cellules. Morishita et al. ont montré
I’existence, chez des donneurs sains, d’une sous-population de CD4 effecteur cytotoxiques ou
I’expression de CD11b et CD28 étaient réciproquement et mutuellement exclusive (Morishita
et al., 1986; Morishita et al., 1989). Ces résultats, confirmés par 1’étude phénotypique des
chCD4 effecteurs, suggéraient que I’expression différentielle de CD11b et CD28 dans les
chCD4 serait controlée par un mécanisme moléculaire commun. Par analogie de fonction
chez les LT CD8 (Nielsen et al., 1994), le CD11b pourraient étre impliqué dans la migration
des chCD4 effecteurs vers le site de I’inflammation. Il aurait pour rdle de faciliter la
diapédese. Cette étude a permis de démontrer en reliant chacun de ces paramétres a une seule
et unique sous-population, que les LT CD4 cytotoxiques, préalablement identifiés chez
I’Homme dans un contexte non tumoral, joueraient un role important dans I’immunité anti-
tumorale et notamment dans la réponse aux CNA. Elle établit pour la premiére fois une
relation entre la réponse immune tumorale et celle occasionnée a la suite d’une stimulation
chronique lors d’infections virales ou bactériennes, ou lors du développement de pathologies
auto-immunes. L’établissement d’un tel paralléle est fondamental pour la compréhension des
mécanismes cellulaires et moléculaires conduisant a stimuler spécifiquement ces cellules et
pourra secondairement conduire a leur utilisation dans le traitement des cancers. Les chCD4
pourraient représenter une cible de choix pour des immunostimulants comme les anti-4-1BB
ou anti-OX40 mais également représenter une population d’intérét en thérapie cellulaire.
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10. Perspectives

L’ensemble de ce travail montre I’importance d’études longitudinales chez les patients
dans le suivi de la réponse immune anti-tumorale. Elles permettent d’augmenter la puissance
statistique des données a partir d’effectifs minimum. Cette approche a permis de mettre en
¢vidence une augmentation des LT CD4 cytotoxiques en lien avec la tumeur et le role
immuno-stimulateur de la CNA dans les cancers du sein. Elle a également permis d’évaluer
I’impact de la dynamique tumorale sur les lymphocytes circulants en dehors de tout traitement
soulignant D’importance de I’'immunogénicit¢ des tumeurs dans la réponse immune.
Parall¢lement, elle a permis de confirmer I’effet différentiel d’agents chimiques combinés sur
les différentes sous-populations lymphocytaires. L’absence de renseignements sur le
microenvironnement tumoral et notamment sur la diversité cellulaire qui 1’habite, représente
néanmoins un obstacle & la compréhension de la cinétique du développement ou de la
recirculation des chCD4 en cours de traitement. Pour répondre a ce manque, il est
indispensable d’envisager des études rétrospectives des tumeurs concernées et de mettre en
place des études prospectives sur des tumeurs fraichement isolées, dans les différentes
situations thérapeutiques que représentent les traitements par CA et CNA. De telles études
nécessitent une logistique adaptée. En effet, 1’évaluation systématique et précise de la taille
des cibles tumorales selon des criteres standardisés est indispensable a la quantification exacte
des régressions tumorales sous CNA et a la classification des tumeurs en fonction de la masse
tumorale dans CA.

10.1. Analyse rétrospective des tumeurs

La capacité des chCD4 a infiltré les tissus a ét¢ démontré par la mise en évidence
récente, de la présence de LT CD4'CD127CD25Foxp3,, dans les papillomatoses
respiratoires récidivantes (Hatam et al., 2012). Cette étude permet d’envisager positivement la
détection de chCD4 dans les tumeurs. Cependant, 1’identification des chCD4 intra-tumoraux,
de manicre rétrospective sur les échantillons disponibles par technique immuno-histologique,
nécessite de disposer d’un ou plusieurs marqueurs discriminant afin de distinguer avec
certitude ces cellules des autres types cellulaires infiltrant la tumeur. Par conséquent, la
quantification des chCD4 au sein de la tumeur apparait complexe. En effet, 1’absence
d’expression des marqueurs CD127, CD25, CD28 et CD27 (mais également de FoxP3 et
Helios) et I’expression de 2B4, CD11b et CD45RO marqueurs non restreints aux chCD4,
limitent considérablement le champ d’exploration par les techniques immuno-histologiques,
la détection des chCD4 in situ, nécessitant une combinaison minimum d’anticorps incluant
systématiquement des anticorps dirigés contre le CD3 et le CD4. Dans notre étude,
I’expression de 2B4 et CD11b a la surface des chCD4 effecteurs a été déterminée dans le sang
périphérique des patients. Le maintien de leur expression dans les tissus ou les cellules sont
potentiellement soumises a une activation constante, est a démontrer. Des études
préliminaires sur des tissus infiltrés provenant de pathologies chroniques telles que les
papillomatoses respiratoires récidivantes, permettraient de définir la combinaison de
marqueurs la plus pertinente. La mise en évidence de marqueurs spécifiques de ces cellules et
des éventuels facteurs de transcriptions indispensables a leur développement implique de
concentrer les efforts sur la compréhension de I’ontogénie de ces cellules.
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10.2. Analyse prospective des tumeurs

Elle présente I’avantage de pouvoir étudier la composition cellulaire des tumeurs et de
mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a I’établissement d’une réponse immune anti-
tumorale. L’utilisation d’outils d’analyses multiparamétriques, comme la cytomeétrie en flux
pouvant combiner jusqu’a 14 marqueurs dans un méme panel, permet a partir d’un nombre
restreint de cellules d’explorer quantitativement les sous-populations présentent dans le
microenvironnement tumorale.

10.2.1. Tumeurs non traitées

Dans les cancers du sein, 1’accés a la tumeur dans sa totalité avant traitement est
possible chez les patientes éligibles a une chimiothérapie adjuvante. L’analyse phénotypique
et histologique des tumeurs dans ce contexte, permet de définir des relations entre structure et
composition cellulaire de la tumeur. La corrélation entre la densité de I’infiltrat et la présence
de structures lymphoides tertiaires a déja été mise en évidence par Gu-Trantien et al. et
semble constituer une caractéristique majeure dans I’évolution de la maladie. La
prédominance d’une population lymphocytaire avant traitement, dans la tumeur, permet de
définir sa valeur prédictive. L’impact de TILs sur I’évolution de la maladie sous traitement est
évalué par la survie globale et la survie sans récidives. En raison du temps relativement long
nécessaire a la détermination de ces parametres, nombre d’études ont été menée de maniere
rétrospective et sont basées sur des signatures géniques. Cependant, en dehors de la
détermination d’une valeur prédictive, I’étude des TILs en relation avec les sous-populations
lymphocytaires présentent en périphérie avant et aprés résection de la tumeur permettraient de
définir plus précisément si la tumeur conditionne le maintien et/ou le développement de
certaines sous-populations lymphocytaires.

10.2.2. Tumeurs traitées

L’évaluation de parametres biologiques sous chimiothérapie néo-adjuvante présente
I’avantage de pouvoir étre corrélés directement a la réponse clinique. La résolution complete
de la tumeur aprés traitement est un critére qui peut se substituer a la survie sans récidive ou
la survie globale. Seulement comme évoquer précédemment, les études comparant les effets
de la chimiothérapie sur le systétme immunitaire au cours du traitement sont limitées par
I’accés a la tumeur avant traitement et la disponibilité de matériel apres la chirurgie post-
chimiothérapie. Avant traitement, la tumeur n’est accessible que sous forme de biopsies pré-
thérapeutiques, par conséquent 1’analyse de ’infiltrat lymphocytaire est restreinte a des études
immuno-histologiques et génétiques. En fin de traitement, ’absence de cellules tumorale dans
les picces de résection ne signifie pas obligatoirement la disparition de tout infiltrat
lymphocytaire dans les tissus cicatriciels et devrait étre soumise a une analyse systématique.
Ces ¢études sont primordiales sur plusieurs points. (i) L’analyse phénotypique et histologique
des pieces de résection aprés CNA, permettrait de déterminer la persistance de certaines
populations lymphocytaires ainsi que de structures différenciées dans les tissus cicatriciels ou
la tumeur résiduelle. Si la formation de structures lymphoides tertiaires adjacentes a la tumeur
est une constituante de 1’environnement tumorale, leur involution aprés CNA n’a jamais été
explorée. (ii) La comparaison de 1’évolution de sous-populations intra-tumorales a celle du
sang périphérique est essentiel a la compréhension de la dynamique de la réponse immune au
cours du traitement. Le sang périphérique est le compartiment reliant structures lymphoides et
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tissus. L’identification de modifications qualitatives et quantitatives des populations
lymphocytaires circulantes en corrélation avec la composition des infiltrats lymphoides
présents dans tumeur, permettrait de définir des facteurs pronostiques et prédictifs qui
limiteraient les gestes invasifs.

Ces études prospectives auraient pour objectif principale de définir la place exacte des
chCD4 dans I'immunité anti-tumorale. Or, avant leur mise en place il est nécessaire
d’approfondir nos connaissances sur la caractérisation de ces cellules ainsi que les
mécanismes régulateurs auxquels elles peuvent étre soumises.

10.3. Spécificité antigénique des chCD4

L’étude menée sur les chCD4 a permis de démontrer le potentiel cytotoxique de ces
cellules par la présence de granules cytoplasmiques concentrant perforine et granzyme B
capable d’étre mobilisées lors de tests de cytotoxicité redirigée pour lyser des cellules cibles.
Cette expérience utilisant des microbilles bispécifiques capable de liées d’une part les cellules
cibles et d’autre part le TCR des effecteurs, disposent les cellules dans une conformation
spatiale qui implique une lyse par la libération de granules cytotoxiques plutét qu’une
induction de FAS/FASL par contact direct. Cependant, la spécificité antigénique de ces
cellules envers la tumeur, fortement suggérée dans les Mum par I’analyse du répertoire des
chCD4, comme dans les cancers du sein par I’impact de la résection tumorale avant CA et
I’expansion sous CNA, n’a pu étre directement mise en évidence en I’absence d’outils et de
connaissance suffisante de la tumeur. L’identification de chCD4 spécifiques d’antigeénes
tumoraux permettrait de prouver sans équivoque, I’activité anti-tumorale de ces cellules.
Cependant, a lors actuelle plusieurs obstacles s’opposent a cette démonstration. (i) Les
protocoles de monitoring de la réponse immune dans les cancers du sein et dans les Mum qui
ont conduit a la caractérisation des chCD4 n’intégraient pas le recueil des tumeurs fraiches.
Dans ces conditions, il n’a pu étre établi de lignées tumorales autologues pouvant servir a des
tests de cytotoxicité directe. (ii) Les expériences de re-stimulation in vitro des chCD4
effecteurs isolés des patients entreprises jusqu’a maintenant, n’ont pas permis d’aboutir a la
prolifération de ces cellules, nécessaire a 1’établissement de clones stables. Leur incapacité a
s’expandre in vitro, pourrait &tre 1i¢ aux propriétés intrinseéques des cellules ou aux conditions
expérimentales. En effet, les chCD4 effecteurs pourraient représenter le stade ultime de
différenciation des chCD4 et seraient donc limitées a leur stricte fonction effectrice. Leur
accumulation dans le sang périphérique traduirait alors leur capacité a persister apres
différenciation. Parallélement, le besoin spécifique de ces cellules en facteurs de croissance
et/ou de I’activation de voies de co-stimulation particuliéres, pourraient étre a I’origine de
I’absence d’expansion in vitro.

10.3.1. Quantification des chCD4 spécifiques de la tumeur

Le séquencage des TCR des chCD4 partageant la méme chaine VB permettrait la
détermination de la variation des régions CDR3 et d’évaluer la proportion d’expansion
monoclonal parmi ces cellules. Classiquement, 'utilisation de tétramers conjugués a un
fluorochrome en cytométrie de flux, permet 1’identification de clones T reconnaissant un
antigene donné dans un contexte CMH précis. Cette méthode de quantification implique la
connaissance des antigénes associés a la tumeur, de leur expression par les cellules tumorales
ainsi que la disponibilité d’outils de détection appropriés (tétramers class II). En ’absence de
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ces renseignements, la séquence de TCR dominants dans une sous-population T, aisément
accessible grace aux nouvelles techniques de séquencage au débit, constitue une alternative a
la quantification de clones T expandus in vivo (Emerson et al., 2013).

10.3.2. Détermination de la spécificité antigénique

Les méthodes classiques d’identification de peptides d’intéréts consistent a évaluer la
capacité d’un clone T a répondre de maniere spécifique a une stimulation par un peptide
donné dans un contexte CMH restreint, cette stimulation conduisant a la production de
cytokines par le clone T considéré et/ou sa prolifération. La détermination de la séquence
d’un TCR peut étre a 1’origine du développement d’outil servant a 1’identification des
antigénes reconnus par les LT exprimant ce TCR. En effet, la génération de TCR solubles
sous forme de multimeres conjugués a un fluorochrome (Kappler et al., 1994), au méme titre
que les tétramers, peuvent permettre le criblage de banque de peptides associées a une
molécule de CMH figure 35. La constitution de banques de peptides associées a une molécule
de CMH est réalisée a partir de cellules d’insecte infectées par des baculovirus, transfectés par
des plasmides codant pour une molécule de CMH classe II modifiée afin que son expression
soit retenue a la membrane des cellules d’insecte et pour des peptides dont les séquences
peuvent étre déterminer par des logiciels de prédiction d’épitopes classe Il a partir de
protéines tumorales données (Birnbaum et al., 2012; Crawford et al., 2006). Les TCR
multimériques solubles vont se fixer spécifiquement sur les molécules de CMH classe 11
présentant des peptides d’intérét dans la bonne conformation et permettre leur identification.
L’intensité du signal étant proportionnel au nombre de molécules de CMH classe II présentent
a la surface des cellules d’insecte, une expression homogene peut permettre une estimation de
I’affinit¢ et/ou de D’avidité relative du TCR pour le complexe CMH/peptide. La
caractérisation d’antigénes tumoraux est primordiale pour le développement de tétramers
classe II et pour la quantification d’expansions clonales liées au phénotype particulier des
chCDA4.

10.3.3. Différenciation en CD4 cytotoxiques liée a la stimulation
antigénique

Dans I’hypothese ou les chCD4 constitueraient un stade ultime de différenciation des
chCD4, s’opposant a leur prolifération, la connaissance de leur spécificité antigénique
pourrait contribuer a identifier les mécanismes conduisant a la différenciation de ces cellules.
En effet, ’activation de LT CD4 mémoires de patients partageant la méme spécificité
antigénique, provenant soit de chCD4 soit LT CD4 conventionnels, permettrait de définir si
comme précédemment envisager, les chCD4 effecteurs dérivent de la différenciation de
chCD4 et constituent un lignage distinct. Dans ces conditions, seules les chCD4 mémoires
devraient conduire a la polarisation d’effecteurs cytotoxiques. Pour suivre leur différenciation
in vitro, I’isolement des cellules répondeuses en fonction de leur phénotype peut s’effectuer
en sélectionnant les LT CD4 exprimant CD40L a leur surface apres activation selon le
protocole décrit par Chattopadhyay et al. (Chattopadhyay et al., 2006). Cette méthode
présente I’avantage de ne pas interagir directement avec le TCR.
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10.4. Potentiel thérapeutique des chCD4

L’identification, chez I'Homme, de LT CD4 aux propriétés cytotoxiques place
désormais les LT CD4 sur le méme plan que les LT CD8 dans I’immunité anti-tumorale et
contribue a ¢élargir le potentiel thérapeutique de ces cellules. La détection de chCD4
cytotoxiques chez les patients atteints de cancer, pourrait constituer un marqueur de
I’immunogénicité des tumeurs, conduisant a adapter les traitements des cancers pour en
potentialiser les effets bénéfiques. En dehors de tout traitement, la présence coordonnée
d’effecteurs chCD4 et LT CDS8 permettrait de sélectionner les patients éligibles a une
immunothérapie visant a consolider la réponse immune anti-tumorale spontanée.
L’immunothérapie pourrait alors €tre considérée comme une alternative a la chimiothérapie
adjuvante.

Le rdle exacte de la chimiothérapie néo-adjuvante sur I’expansion des chCD4 n’est pas
complétement déterminé, mais résulte probablement de la combinaison de plusieurs facteurs :
I’induction d’une lymphopénie, la stimulation de immunogénicité, la levée de
I’immunosuppression et la modification du microenvironnement tumoral. La génération de
chCD4 effecteurs pourrait permettre d’identifier les patients pour lesquels 1’association
chimiothérapie/immunothérapie serait bénéfique.

Pour stimuler la réponse anti-tumorale spontanée, il est important d’identifier les
mécanismes de régulation de la fonction des chCD4 et I'impact des thérapies ciblées,
notamment des immunostimulants qui pourraient contribuer a moduler leur action.

En effet, les immuno-modulateurs constituent une nouvelle approche thérapeutique dans
le traitement des cancers. L’utilisation d’anticorps monoclonaux ou de protéines
recombinantes de fusion ciblant spécifiquement les molécules impliquées dans la
transmission de signaux cellulaires a la surface des cellules de I'immunité permettrait
d’orienter favorablement la réponse immunitaire vers une réponse anti-tumorale efficiente et
d’inverser 1’hypo-réactivité constatée du systéme immunitaire envers les tumeurs. Les
immuno-modulateurs peuvent étre classifiés en deux groupes : les molécules antagonistes qui
vont bloquer ou neutraliser les interactions entre récepteurs et ligands (anti PD-1, anti PDL-1,
anti CTLA-4, anti-LAG-3, anti-GITR) et les molécules agonistes qui vont stimuler les voies
de signalisation en mimant 1’action de ligands sur leurs récepteurs (anti-OX40, anti-4-1BB,
anti-CD40). L’expression spatio-temporelle de ces molécules au cours de 1’activation de la
réponse immune et leur rdle distinct dans I’infléchissement de immunité anti-tumorale,
nécessite la compréhension précise des mécanismes individuels engageant leurs voies de
signalisation afin d’optimiser leur effet thérapeutique et de minimiser les effets secondaires
potentiels.

L’approbation en 2011 par la Food and Drug Administration (FDA) de I'utilisation
d’un anti-CTLA4, I’Ipilimumab dans le traitement des mélanomes métastatiques constitue un
tournant dans la prise en charge médicamenteuse des cancers (Hodi et al., 2010)
(www.fda.gov/newsevents/newsroom/pressannouncements/ucm1193237 . htm). Dans divers
types de cancer réfractaire aux traitements conventionnels, I’obtention de réponses objectives
et durables chez des patients traités par un anti PD-1 confirme I’importance de ces nouvelles
thérapies dans le traitement des cancers (Topalian et al., 2012) figure 36. Les travaux menés
par Topalian et al., révelent que I’expression de PDL-1, ligand de PD-1 par les cellules
tumorales représente un marqueur moléculaire de choix pour la sélection des patients éligibles
a une immunothérapie anti-PD-1, les auteurs n’ayant décelé de réponses objectives que chez
les patients dont les tumeurs exprimaient PDL-1. Parallélement, Brahmer et al. ont montré
que l’administration d’un anti-PDL-1 chez des patients porteurs de tumeurs avancées,
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présentait une activité clinique similaire au traitement par anti-PD-1 (Brahmer et al., 2012).
Ces résultats valident le role de la voie de signalisation PD-1/PDL-1 dans les mécanismes de
résistance mise en place par la tumeur afin d’échapper a I'immunosurveillance.

10.4.1. PD-1/PDL-1 et lymphocytes CD4 effecteurs

PDL-1 (B7H1) est une protéine de surface qui est constitutivement exprimée sur les
cellules présentatrices de 1’antigéne, mais qui est également inductible en réponse aux
cytokines pro-inflammatoires, dans une large variété de tissus et de types cellulaires telles les
cellules épithéliales et endothéliales. Initialement identifi¢ dans le processus d’apoptose des
hybridomes impliquant la mort cellulaire programmée (Ishida et al., 1992), son récepteur PD-
1 est induit lors de ’activation, a la surface des cellules immunes (Agata et al., 1996). Le role
de PD-1, dans le contrdle de I’activation des lymphocytes T et la maintenance de la tolérance
périphérique, a été établi chez la souris. La délétion du gene codant pour PD-1 chez les souris,
conduisait au développement de pathologies auto-immunes, se manifestant en fonction du
modele murin par le développement d’auto-anticorps et/ou 1’expansion de cellules T auto-
réactives (Nishimura et al., 1999; Okazaki et al., 2003; Wang et al., 2005). Ces résultats
suggerent que la voie de signalisation impliquant PD-1 pourrait constituer un mécanisme clé
de la régulation de la réponse immune touchant tout particulicrement les LT CD4.

La voie de signalisation PD-1/PDL-1 serait a D'origine de 1’épuisement, ou
« exhaustion » des cellules T. L’« exhaustion » consiste en la perte de fonctionnalité¢ des
cellules T antigéne-spécifiques. Elle serait consécutive a une exposition persistante a
I’antigeéne et se traduirait par une diminution de la sécrétion de cytokines, de la cytotoxicité et
de la capacité proliférative de ces cellules. Ce mécanisme régulateur de la réponse immune a
¢été initialement décrit pour les CD8 dans des mod¢les murins d’infection virale chronique
(Zajac et al., 1998) et associé¢ a une signature génétique singuliére mettant en évidence la
surexpression de génes codant pour des récepteurs inhibiteurs, incluant PD-1 (Wherry et al.,
2007). Des études subséquentes ont montrées que les LT CD4 pouvaient étre également
affectés par ce mécanisme régulateur. Dans le VIH, I’expression de PD-1 sur les LT CD4 était
positivement corrélé a la charge virale et inversement corrélé au nombre des LT CDA4.
L’inhibition in vitro de la voie de signalisation PD-1/PDL-1 par un anticorps bloquant anti
PDL-1 permettait de restaurer la capacité proliférative des LT CD4 spécifiques du VIH (Day
et al., 2006). PDL-1 étant exprimé sur grand nombre de tumeurs humaines d’origine tissulaire
différente (Zou and Chen, 2008) ce mécanisme pourrait permettre aux tumeurs d’échapper a
I’immunosurveillance anti-tumorale. Récemment, dans un modéle murin de mélanome induit,
Goding et al. ont demontré que T-Regs et « exhaustion » des LT CD4 effecteurs pouvaient
étre des éléments conditionnant la survenue de récidives et que le blocage de I’axe PD-
1/PDL-1 contribuait a restaurer la fonctionnalit¢ des LT CD4 spécifiques de la tumeur
(Goding et al., 2013). Les auteurs ont montrés que la régression de tumeurs récidivantes
requérait ’association d’un anti-PDL-1 a la déplétion effective des T-Regs. La co-
administration d’un anti-LAG3 avec I’anti-PDL-1 conduisait au méme effet thérapeutique. La
synergie entre anti PDL-1 et anti-LAG-3, molécules ciblant chacune des récepteurs
inhibiteurs distincts, pourrait contrecarrer la mise en place de mécanismes compensatoires liés
au blocage d’une seule voie. En effet, ’augmentation de la sécrétion d’IFNy consécutive au
blocage de la voie PD-1/PDL-1, conduirait a stimuler I’expression de molécules de CMH
classe II, ligand de LAG-3 molécule exprimée a la surface des T-Reg, et a promouvoir
I’immunosuppression. (Goding et al., 2013).
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La voie de signalisation PD-1/PDL-1 intervient également dans la suppression de la réponse
immune par les T-Regs et la régulation des Try, mécanismes détaillés précédemment dans
I’introduction (section T-Reg : mécanismes de suppression et section Try - fonction des Trp).
Par ailleurs, la voie PD-1/PDL-1 pourrait constituer un obstacle a 1’action des chCD4 dans la
régression tumorale. Cette hypothése est sous-tendue par I’expression hétérogéne de PD-1 a la
surface des chCD4 dans les Mum et les cancers du sein (données non publiées).

Les résultats encourageants des essais de monothérapie menés chez ’Homme, nécessite
d’explorer le role de ces molécules dans 1’expansion des chCD4 effecteurs. L’inhibition de la
voie de signalisation PD-1/PDL-1 par des traitements anti-PD1 ou anti-PDL-1, pourrait
contribuer a stimuler la réponse immune anti-tumorale potentiellement orchestrée par les
chCDA4.

10.5. Modéele hypothétique du mécanisme de différenciation des chCD4

La caractérisation phénotypique des chCD4 souléve nombre d’interrogations quant aux
mécanismes conduisant a leur différenciation et leur polarisation en LT CD4 effecteurs
cytotoxiques. La perte de la molécule de co-stimulation CD28 pérenne chez les effecteurs de
la population CD4'CD127°CD25 (chCD4), semble une caractéristique propre a leur
différenciation en cellules effectrices cytotoxiques.

10.5.1. Relation entre CD25 et CD28 dans les chCD4 a partir du
modéle T-Reg

Dans la population T-Reg, ’expression de CD25 est considérée comme une
caractéristique phénotypique majeure. La voie de signalisation engageant I’IL-2R& (CD25)
n’est pas directement requise pour I’exercice de leur fonction suppressive, mais elle est
indispensable au maintien de leur homéostasie permettant de garantir la tolérance
périphérique, et contribue a renforcer 1’expression de FoxP3. En effet, chez la souris, le déficit
en I'IL-2Rz, diminue le nombre de LT CD4 FoxP3" et induit le développement d’auto-
immunités (Fontenot et al., 2005; Sakaguchi et al., 1995). Chez des souris génétiquement
modifiées ou la protéine FoxP3 n’est pas fonctionnelle, 1’étude du développement et de la
fonction des T-Reg démontre que 1’activité suppressive des T-Regs est régie par FoxP3 (Lin
et al., 2007). Dans ce mod¢le, bien que diminué 1’expression CD25 est conservée suggérant
que d’autres facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation de cette molécule.

L’expression de CD28 a la surface des T-Reg est maintenue indépendamment du stade
de différenciation (données non publiées) contrairement ce que nous avons observé chez les
chCD4. Chez la souris, Zhang et al. ont montré récemment que 1’expression de CD28 était
nécessaire a leur activité immuno-suppressive. La délétion conditionnelle de cette molécule
dans des T-Reg n’influait pas de manicre quantitative sur leur développement, le nombre de
T-Reg étant équivalent a celui de souris sauvages en périphérie, mais conduisait a une perte
de fonction favorisant 1’apparition d’auto-immunités (Zhang et al., 2013). Les travaux de
Tang et al. sur le role de CD28 dans I’homéostasie des T-Reg périphérique, a permis d’établir
I’existence d’une relation entre CD25 et CD28. L’engagement de CD28 a la surface des T-
Reg contribuerait en effet, a ’expression de CD25 (Tang et al., 2003). L’ensemble de ces
données suggeérent D’existence d’un mécanisme de régulation contrdlant simultanément
I’expression de ces deux molécules.

Le facteur de transcription Decl pourrait remplir en partie cette fonction. En effet,
Decl en association avec le facteur de transcription Runxl serait impliqué dans le
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renforcement de I’expression de CD25 dans les T-Reg. Miyazaki et al. ont montré que les T-
reg provenant de souris déficientes pour le géne Dcel présentaient une diminution drastique
de I’expression de CD25. Dans ce mod¢le, ces souris développaient avec I’age un syndrome
lymphoprolifératif, concordant avec les observations relevées chez les souris IL-2R™. La
fixation du complexe Decl/Runx1 a des ¢éléments régulateurs du locus IL-2Ra a permis de
confirmer I’implication de Decl dans la régulation de I’expression de CD25 dans les T-Reg
(Miyazaki et al., 2010).

Outre la régulation de CD25, Decl serait également dépendant de la voie de
signalisation engageant CD28. Chez la souris, Bour-Jordan et al. ont démontré que CD28 était
essentielle au développement et a la survie des T-Regs (Bour-Jordan et al., 2011). Ces
résultats suggéraient une relation entre CD28 et Decl dans les T-Reg, et donc un potentiel
lien entre 1’expression de CD25 et CD28 impliquant le facteur de transcription Decl. Les
travaux de Martinez-Llordella et al. ont eux permis d’établir que I’expression de Decl était
liée a la voie de signalisation mettant en jeu la molécule de co-stimulation CD28 (Martinez-
Llordella et al., 2013). Dans un modéle murin d’encéphalomyélite, maladie auto-immune du
systéme nerveux centrale, les auteurs ont observé que les souris déficientes en Decl ne
développaient pas la maladie, alors que les souris hétérozygotes n’étaient que partiellement
protégées. Ces résultats tendraient a prouver que la signalisation par I’engagement de CD28
est primordiale dans la phase d’apprétement des lymphocytes T CD4 auto-réactifs, permettant
d’assurer leur expansion.

La compréhension des mécanismes moléculaires contribuant a la régulation de CD25 et
CD28 dans les T-Reg suggere que le facteur de transcription Dcel pourrait jouer un réle dans
I’établissement du phénotype particulier des chCD4. Cependant, dans cette population, la
perte d’expression de CD28 étant secondaire a celle de CD25. L’inactivation de Dcel
conduisant a la perte d’expression de CD25 pourrait résulter de la répression d’autres facteurs
de transcription coopérant avec Decl. Dans les T-Reg Miyazaki et al. ont montré que la
formation du complexe Runxl1/Decl était impliqué dans le contréle de I’'IL-2Ra. Dans
I’hypothése ou la régulation de CD25 et CD28 dans les chCD4 serait controlée par les mémes
mécanismes transcriptionnels décrits dans les T-Reg, la répression de Runxl1 pourrait étre
considérée comme un événement précoce.

10.5.2. Hypothétique programme de transcription conduisant a la
fonction cytotoxique des chCD4

Il a ét¢ démontré que la différenciation des LT CD8 en effecteurs cytotoxiques
impliquait la coopération des facteurs de transcription Runx3 et Eomes (T-box). Ensemble, ils
orchestreraient la régulation d’un réseau transcriptionel complexe conduisant a 1’acquisition
de propriétés cytotoxiques. Le facteur de transcription T-bet serait rapidement induit apres
I’activation du TCR en présence de signaux de co-stimulations, conduisant a la production
d’IFNy, production soutenue secondairement par Runx3, présent dans les LT CD8 naifs.
Runx3 permettrait également la production de granzyme B et aurait pour fonction de réprimer
Runx1 d’une part et d’activer Eomes nécessaire a I’expression de perforine d’autre part
(Cruz-Guilloty et al., 2009).

Ce schéma de différenciation pourrait potentiellement étre transposé aux chCDA4.
L’expression potentielle de Runx3 dans les chCD4 pourrait contribuer a 1’inhibition de
Runx1, proposée précédemment comme un mécanisme conduisant a la perte d’expression de
CD25. Ce modele corroborerait également 1’hypothése qu’Eomes dans les chCD4 serait a
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I’origine de I’acquisition de caractéristiques cytotoxiques, notamment de [’expression de
granzyme B et perforine.

Les travaux de Mucida et al. et de Reis et al. menés chez la souris, permettraient de
concilier ces différentes hypotheéses (Mucida et al., 2013; Reis et al., 2013). Les auteurs ont
récemment mis en évidence que les facteurs de transcription impliqués dans le développement
thymique des populations de LT pouvaient influer de maniére décisive sur leur fonction en
périphérie. Au niveau du thymus, ’expression de ThPOK et de Runx3 sont mutuellement
exclusives. A partir de précurseurs double positifs, CD4 ' CDS", I’expression de ThPOK
détermine le lignage des LT CD4, alors que Runx3 controle le développement des LT CDS.

Mucida et al. ont démontré qu’en réponse a une stimulation antigénique chronique, les
LT CD4 matures pouvaient se différencier en effecteurs cytotoxiques fonctionnels.
L’acquisition de ces propriétés fonctionnelles serait consécutive a la perte d’expression du
facteur de transcription ThPOK qui constitue normalement la signature génique des LT CD4.
Cette étude tend a prouver que les LT CD4 cytotoxiques ne représenteraient pas un stade de
différenciation terminale des Thl mais une population d’effecteurs distincte, caractérisée par
la perte de ThPOK qui serait un événement post-thymique mettant probablement en jeu la ré-
activation de I’élément régulateur, répresseur du géene ThPOK. Dans la muqueuse intestinale
exposée a un grand nombre d’antigénes, pouvant potentiellement constituer des stimuli a
I’origine de réactions inflammatoires, les auteurs ont constaté une accumulation de LT CD4
ThPOK". Ces cellules présentaient la particularit¢ d’étre doublement positives pour
I’expression des marqueurs CD4 et CD8, I’expression de CD8 étant toutefois restreinte a la
seule chaine a. Ces lymphocytes CD4 ' ThPOK CD8a CDS8f, a ’inverse des CD4 ThPOK " et
a D'instar des LT CD8, étaient dotés de propriétés cytotoxiques. En effet, ces cellules
exprimaient spécifiquement les molécules granzyme B et LAMP1 et étaient capables
d’induire la lyse de cibles lors de tests de cytotoxicité redirigée. La caractérisation
phénotypique et génotypique de ces cellules a également révélé 1’expression d’Eomes, de
perforine, de 2B4 et d’IFNy, molécules classiquement impliquées dans la fonction
cytotoxique des LT CD8. Ces données suggereraient que la perte spécifique de ThPOK serait
a lorigine de la « dé-répression » d’un réseau de genes normalement impliqués dans la
fonction cytotoxique des LT CDS8. Les auteurs ont également montré que les LT
CD4 ThPOK' accumulés dans la muqueuse intestinale, résultaient d’une expansion, mais y
persistaient a 1’état quiescent. En effet, ces cellules étaient marquées positivement par le
BrDU, marqueur de prolifération, d’une part et n’exprimaient pas Ki67, marqueur des
cellules en cycle, d’autre part. Par ailleurs, leur réactivation in vitro, était conditionnée par la
présence d’IL-15.

Reis et al. ont eux démontré que la perte de ThPOK dans cette population de LT CD4
cytotoxiques était concomitante a 1’expression de Runx3, établissant que le mécanisme de
différenciation des LT CD4 en effecteurs cytotoxiques était similaire a celui décrit chez les
LT CDS8. Ces travaux confirment les résultats obtenus par Mucida et al., et fournissent un
certain nombre d’¢léments nouveaux permettant une meilleure compréhension dans
I’établissement de ce lignage. (i) La suppression post-thymique de ThPOK serait conditionnée
par I’expression de Runx3. En effet, ’utilisation de protéines de fusion Runx3-YFP et
ThPOK-GFP, n’a pas permis de mettre en évidence de LT CD4 Runx3 ThPOK" alors que des
LT CD4 Runx3 " ThPOK" ont pu étre détectés en faible nombre, suggérant que la perte de
ThPOK était secondaire a 1’acquisition de Runx3 dans ces cellules. (ii) Cependant, le
maintien de ThPOK n’était pas totalement effectif aprés la délétion conditionnelle de Runx3,
évoquant la nécessité de facteurs additionnels dans le processus de modulation de ThPOK.
(ii1) Des expériences menées in vivo et in vitro ont montrés également que le développement
de CD4 Runx3"ThPOK CD8a" pouvait étre assujetti a la présence de TGFp et/ou d’acide
rétinoique. (iv) En concordance avec la caractérisation des CD4 ThPOK', I’acquisition de
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Runx3 était associée a I’expression de 2B4 et de granzyme B. L’absence de FoxP3 et d’IL-17
permettait de distinguer les CD4 Runx3'ThPOK CD8o.", des Th17 et des T-Regs colonisant
la muqueuse intestinale.

L’absence d’une signature génique spécifique constitue un obstacle majeur a la
compréhension de 1’ontogénie des chCD4 effecteurs. Les ¢éléments décrits précédemment
offrent de nouvelles pistes a explorer et pourraient potentiellement conduire a I’identification
de marqueurs spécifiques de cette population et a définir leur mécanisme de différenciation.
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Conclusion

11. Conclusion

Ce travail a permis la mise en évidence d’une nouvelle sous-population de LT CD4 :
les chCDA4. Ces cellules préexistantes chez les sujets sains seraient amenées a s’expandre et a
se différencier en effecteurs cytotoxiques dans diverses situations pathologiques ou une
stimulation antigénique chronique est avérée. Leur role bénéfique ou délétere dépendrait du
contexte : cancer ou auto-immunité, a I’inverse des T-Reg, suggérant qu’ils pourraient
représenter leur contrepartie et seraient donc essentiels a I’équilibre général de I’immunité.

La description phénotypique extensive de ces cellules a également permis de mettre en
¢vidence que la perte pérenne de CD28 et I’expression de 2B4 constitueraient des
caractéristiques spécifiques de leur différenciation en effecteurs cytotoxiques.

Leur expansion dans les cancers de mani¢re générale et plus particulierement sous
chimiothérapie néo-adjuvante en corrélation avec a la réponse clinique, souléve nombre
d’interrogations quant aux conditions nécessaires a leur développement. A partir du modele
de différenciation précédemment proposé, la présence de TGFp, facteur moléculaire
important de I’immunosuppression favorable au développement tumorale, pourrait
conditionner leur différenciation. La lymphopénie consécutive a la chimiothérapie, pourrait
étre alors percue comme un événement secondaire, indispensable a leur expansion, par la
création d’une niche potentielle. Par ailleurs, la chimiothérapie pourrait contribuer
directement au développement de chCD4 effecteurs en induisant une toxicité préférentielle
sur T-Regs et/ou un relargage d’antigénes tumoraux lors de la lyse de la tumeur.

L’acceés des ChCD4 effecteurs au site de la tumeur reste un €lément important a
définir. En effet, I’activité cytotoxique de ces cellules pourrait potentialiser 1’effet cytotoxique
de la chimiothérapie et également modifier le microenvironnement tumorale afin d’en faciliter
I’acceés aux autres composantes cellulaires de I’immunité anti-tumorale. La cinétique de la
régression tumorale en fonction de 1’évolution du ratio chCD4/CD8 au sein de la tumeur au
cours de la chimiothérapie permettrait d’¢lucider ce dernier point. Difficilement envisageable
chez ’homme, cette perspective s’adresse a des modéles animaux. Néanmoins, nos travaux
suggerent une coopération entre chCD4 et LT CD8. En effet, ils ont permis d’établir une
corrélation positive entre les effecteurs LT CDS8 et chCD4, corrélation en place sous
chimiothérapie adjuvante, mais secondaire a la chimiothérapie néo-adjuvante.

L’¢étude des chCD4 dans un contexte tumoral, des plus informatives quant au role de
I’immunité dans les cancers, souligne cependant la nécessité de concentrer les efforts sur la
définition de nouveaux antigénes tumoraux et notamment d’épitopes classe II. Le
développement de tétramers associés, permettra une meilleure compréhension de
I’interconnexion des différentes sous-populations de LT CD4 entre elles et de suivre avec plus
de précisions leur développement et leur localisation. La détermination des facteurs de
transcription pouvant réguler leur ontogénie, permettrait d’identifier des marqueurs
spécifiques et autoriserait des études rétrospectives pour en définir la valeur prédictive et/ou
pronostique. De méme, I’identification des mécanismes de régulation qui gouverne ces
cellules est essentielle au contrdle de leur expansion et permettrait de prévenir les éventuelles
effets indésirables.

La mise en évidence de LT CD4 cytotoxiques spécifiques de la tumeur représente une
nouvelle alternative aux traitements des cancers que ce soit en thérapie cellulaire ou dans
I’¢laboration d’immunothérapies.
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